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ONSOZ

Romatizmal ates, infeksiydz bir ajanin baslattigi, molekiiler benzerlik yolu ile gelisen
ve otoimmiin reaksiyon ile olugan multisistemik inflamatuar bir hastaliktir.
Romatizmal atesin kalbi tutmasi sonucu ortaya ¢ikan kalp bozukluk ve hastaliklarina
“Romatizmal kalp hastalig1” denilmektedir. Calismamizda romatizmal kalp hastalig1
gelismesinde, genetik yatkinlik agisindan PTPN22 geni R620W polimorfizminin
katkisinin olup olmadigini arastirdik.

Calismamiz Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji ve Allerji
Hastaliklar1 Bilim Dali immiinoloji laboratuvarinda 2009-2010 yillar1 arasinda
gergeklestirilmistir.

Calismamiza sagladigi katkilarmdan dolayi, danigman hocam Prof. Dr. Nursen
Diizgiin’e en icten tesekkiirlerimi sunarim. Tezimin yapim asamalarinda gosterdikleri
yardimlarindan dolayi, laboratuvar sorumlumuz Prof. Dr. Hiiseyin Tutkak‘a ve Dr.
Biyolog Tiirker Duman’a; dostluk ve yardimlariyla hep yanmimda olan c¢alisma
arkadaslarima; iyi ve kotii giiniimde her zaman yanimda olan sevgili esim ve biricik
ogluma; 6grenim hayatimin ilk giiniinden bugiine kadar maddi - manevi destekleri ve
sevgileri ile hep yamimda olan ¢ok degerli annem ve babama sonsuz tesekkiir ve

sitkranlarimi sunarim.



SIMGELER VE KISALTMALAR

ARA: Akut Romatizmal Ates
ASO: Anti-Streptolysin-O
CSK : C-terminal Src kinase (Src adli tirozin kinazinin, Src C-ucu kinaz)
CBL : Casitas B-lineage lymphoma
HLA : Human Leukocyte Antigens (Insan Lokosit Antijenleri)
HRA: Heart Reactive Antibodies
mAb: Monoclonal antibody (Monoklonal antikor)
MHC : Major Histocompatibility Complex (Major Doku Uygunluk Kompleksi)
MSS: Merkezi Sinir Sistemi
PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell (Periferik Kan Mononiikleer Hiicre)
PCR : Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
PEST :Proline, Glutamic acid, Serine, and Threonine.
(Prolin ,Glutamik Asit,Serin ve Tironin)
PTPN 22 : Protein Tyrosine Phosphatase, non-receptor type 22
(Protein Tirozin Fosfataz, Reseptor olmayan Tip 22)
RKH: Romatizmal kalp Hastalig1
SAg : Superantigen (Siiperantijen)
SLE: Sistemik Lupus Eritematozus
SMEZ :Streptococcal Mitogenic Exotoxin (Streptokokal Mitojenik Ekzotoksin)
SRC : Src ailesi Protein kinaz
SSA : Streptococcal Superantigen (Streptokokal Siiper Antijen)
TBE : Tris, Borikasit EDTA
TNF : Tumor Necrosis Factor (Tiimor Nekroz Faktor)
TCR : T Cell Receptor (T hiicre reseptor)
VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule (Vaskiiler Hiicre Adhezyon Molekiilii)
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1. GIRIS

Akut Romatizmal Ates (ARA), A grubu beta hemolitik streptokoklara bagli olarak
gelisen farenjitten 1-4 hafta sonra ortaya c¢ikan multisistemik inflamatuar bir
hastaliktir. Hastalik siklikla 5-15 yaslarinda goriiliir (Sainani, 2006). Cinsiyet ve irk
ayrimi godzetmez ancak ailesel egilim Onemlidir. Faranjite yol agan streptokok
infeksiyonu geciren tedavi edilmemis veya yetersiz tedavi edilmis tiim hastalarin
%3’tinde ARA gelisir. Hastaligin major bulgular1 poliartrit, kardit, korea, eritema
marginatum ve subkiitan nodiillerdir. Hastalarm %30-45’inde kardit gelistiginde
perikard, miyokard ve endokard hasarma neden olur. Ilerleyici ve kalict olan kalp
kapak lezyonlar1 romatizmal kalp hastaligi(RKH) olarak bilinir ve hastaligin en ¢ok
korkulan komplikasyonudur (Carepetis ve ark., 2005).

Calismalarda A grubu beta hemolitik streptokok M proteini ile insan kalp
dokusu, ornegin kardiyak miyozin arasinda molekiiler bir benzerlik gosterilmistir
(Kaplan, 1964a). Immiin sistem infeksiyoz ajana karsi savunma yaparken benzer
yaptya sahip olan kalp dokusuna karsi da reaksiyon vererek doku hasarina yol
acmaktadir. Bu reaksiyon molekiiler benzerlik esasina dayanan otoimmiin bir
reaksiyondur (Fae ve ark., 2005). Bu tip reaksiyon ile olusan otoimmiin hastaliklarda
genetik yatkinlik, sorumlu olabilecek faktorlerden bir boliimiinii olusturmaktadir.
ARA gelismesinde de baglatici mikrobik ajan digsinda genetik faktorlerin (HLA ve
non-HLA genleri gibi) katkis1 arastirilmaktadir (Guilherme ve ark., 1991;
Haydardedeoglu ve ark., 2006; Diizgiin ve ark., 2004; Diizgiin ve ark., 2007).

Non-HLA genlerinden kromozom 1pl3’te lokalize olan PTPN22 geni,
lenfoid-spesifik protein tirozin fosfatazi kodlar. Hiicre i¢i tirozin fosfataz ailesinden
olan bu molekiil, lenfositlerin dinlenme fenotipinin korunmasinda ve antijen/sitokin
tarafindan indiiklenen sinyalizasyonun kontroliinde yer alir. PTPN22 geninde R620W
(arginin/ triptofan) aminoasit degisikligi, erken T-hiicresi reseptor sinyalinin down
regulasyonuna ve dolayisiyla oto reaktif T-hiicresi olusumunda artisa neden olur.
PTPN22 R620W polimorfizminin pek ¢ok otoimmiin hastalikla iligkili oldugu

saptanmistir. Bunlardan bazilari; sistemik lupus eritematozus (SLE), romatoid artrit,



Tip I Diabetes Mellitus sayilabilir (Kyogoku ve ark., 2004; Begovich ve ark., 2004;
Bottini ve ark., 2004).

Akut romatizmal ates, infeksiydz bir ajanin baslattigi, molekiiler benzerlik
yolu ile gelisen ve otoimmiin reaksiyon ile olusan multisistemik inflamatuar bir
hastaliktir. Genetik yatkinligin rolii konusunda arastirmalara gereksinim oldugu
aciktir. Bu arastirmalarin ¢ogu gelismis toplumlardan ziyade bu hastalifin daha sik
goriildiigii gelismekte olan iilkelerde yapilmaktadir. Ulkemizde gecmis yillara gore
daha az siklikla karsilastigimiz akut romatizmal atesin sekeli olan kronik kapak
hastaliinda daha Once arastirilmamis olan PTPN22 gen R620W polimorfizmin
arastirilmasinin hastalik patogenezine ve literatiir bilgilerine katki saglayabilecegini

umut ediyoruz.

1.1. ROMATIZMAL KALP HASTALIGI (RKH)
1.1.1. Akut Romatizmal Ates Tanim

Akut Romatizmal Ates (ARA), grup A beta hemolitik streptokok ile gelisen farenjiyal
infeksiyonunun gecikmis bir komplikasyonudur (Bisno , 1991). Ancak bogazinda bu
tip bakteri bulunan her birey romatizmal atese yakalanmaz. Bireysel yatkinlk
hastaligin gelismesinde rol oynar. Bazi bireyler hasta olmadan bu mikroorganizmay
tasiyabilirler. Streptokokkal farenjit sonrasi ARA goriilme olasilig1 sporadik
vakalarda %0,3, salginlarda %3 diir. Inflamatuar lezyonlar beyin, kalp, eklem ve
deride gelisir. Kalic1 kapak lezyonlar1 en sik mitral ve daha az siklikta aort
kapaklarinda olugur. Trikiispit ve pulmoner kapak tutulumlar1 ¢ok nadirdir.

Eklemlerde akut baslangicli gezici nitelikte agri, sislik, kizariklik ve sicaklik;
kalpte kapak hasar1 ve kalp yetersizligi; istem dis1 hareketler; deride kirmizi renkte
dokiintiiler, deri altinda nodiiler sislikler gosteren bir hastaliktir. Eklem, cilt ve
norolojik belirtilerin gecici olmasina karsin, kalp kapaklariin etkilenmesi Omiir boyu

kalic1 kalp hastalig1 olusturur.



Hastaligimn eklemlerde kalici bozukluk birakmamas: ve kalpte kalici hasar
birakmas1 nedeniyle “Eklemleri yalar, kalbi 1sirir.” deyimi kullanilir (Galal ve ark.,

1998 ).

1.1.2. Akut Romatizmal Ates Insidansi

Sosyo ekonomik durumun diizelmesi, antibiyotiklerin yaygm kullanim1 ve ev ile
okullarda kalabalik ortamin onlenmesi nedeniyle gelismis iilkelerde insidans olduk¢a
diisiiriilmiisken, gelismekte olan iilkelerde halen ¢ok 6nemli bir saghk problemidir.
Insidans 6rnegin ABD de 0,5-3.1/100.000 iken, Sri Lanka da 100-150/100.000 dir.
RKH diinyadaki prevelanst Sekil 1.1 ‘de gosterilmistir.

Ulkemizde romatizmal kalp hastahig1 prevalans: 1999'da yapilan bir calismaya
gore 0.73/1000, kiimiilatif prevalans hizi ise 3.7/1000 olarak bulunmustur. Bu oranlar
1975 yilina gore hastaligin 9-10 kat azaldigini gostermekte ise de ARA halen tilkemiz
icin 6nemli bir saglik sorunudur ( Olguntiirk ve ark., 2006 ).
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a. ABD (0,02) ; b. Yerli, Amerika (2,9); c. Kiiba (2,9) ; d. Brezilya (3,6) ; e. Bolivya (7,9) ; f. Mali (3,8) ; g.
Fildisi Kiyis1 (1,9) ; h. Musir (5,1) ; i. Sudan (10,2) ; j. Etiopya (6,4) ; k. Kenya (2,7) ; 1. DPR Kongo (14,3) ;
m.Zambia (12,5) ; n.Giiney Afrika (12,5); o. Soweto, Giiney Afrika (12,5) ; p. Tiirkiye (3,7) ; . Suudi Arabistan
(2,4) ;r. Yemen (3,6) ; s. Bikaner, Hindistan (16,7) ; t. Hindistan (3,0) ; u. Nepal (1,2) ; v. Banglades (1,2) ; w.
Srilanka (6,0) ; x. Cin (1,9) ; y. Filipinler (1,6) ; z.Aborjin, Avustralya (6,8) ; A.Maori, Yeni Zelanda (6,5) ;
B.Maori olmayan, Yeni Zelanda (0,9) ; C. Samoa, (77,8) ; D. Tonga, (2,7) ; E. Cook Adalan , (18,6) ; ve F.
Fransiz Polinezya, (8,0).

Sekil 1.1 - RKH’ nin Diinyadaki Prevelansi (Bryant ve ark., 2009)



1.1.3.Epidemiyoloji

ARA, giiniimiizde hala bircok iilkede 5-15 yas grubu arasinda kalp hastaligindan
dolayr oliim sebepleri arasinda ©nemli bir yer teskil etmektedir. Ozellikle
endiistrilesen 3. Diinya Ulkelerinin sosyal diizeyi diisiik kesimlerinde 6nemli bir halk
saglhig1 problemidir (Carapetis ve ark., 2005). Kadin ve erkek arasinda siklik farki

goriilmemektedir.

1.1.4.Etyoloji

Hastalik, A grubu Beta hemolitik streptokok sonucu gelisen iist solunum yolu
infeksiyonlarindan (USYE) 1-4 hafta sonra siipiiratif olmayan bir komplikasyon
olarak ortaya c¢ikar. Derinin streptokokal infeksiyonu sonrasinda ARA
gelismemektedir (Wannamaker , 1970 ). En fazla 5-15 yas aras1 cocuklarda, USYE'nin
sik goriildiigii mevsimlerde Ornegin kis sonu, ilkbahar basinda ve iliman iklimlerde
daha siktir. Kalabalik yerlerde (okul, kisla, yurt, kalabalik aile) ve sosyo ekonomik
durumun diisiik oldugu toplumlarda siktir (Galal ve ark., 1998; Ayoub, 2001 ).

1.1.5.Genetik Yatkinhk

ARA’ya genetik yatkinlik hakkindaki arastirmalarla ilgili tartigmalar devam
etmektedir. Ikizlerde yapilan ¢ahigmalarda ¢ift yumurta ikizlerindeki konkordans %?2.,5,
tek yumurta ikizlerinde bu oran % 18 bulunmustur. ARA ile HLA antijenleri
arasindaki iligki, artan siklikla rapor edilmektedir (Cizelge 1.1)

Bu iliski daha cok HLA - DR lokusunda yogunlagmistir. Bunlarin i¢inde en sik
HLA - DR4, daha az sikhikta HLA - DR2, DR3 ve DRS53 ile iligki oldugu
bildirilmektedir.



Cizelge 1.1 - ARA /RKH HLA ve non-HLA Genleri (Guilherme ve ark., 2004)

Ulke Popiilasyon Klinik Gen HLA cass T
allelleri
HLA-DRB1
Giiney Afrika Afrikali ARA/RKH DRI1
Brezilya Melez Syndenham Koresi »
Afrikali Amerikan
ABD ARA/RKH DR2
ve Melez
Meksika RKH .
Hindistan Hindu ARA/RKH DR3
Tiirkiye Turk RKH .
ABD Beyaz Amerikan ~ ARA/RKH DR4
Suudi Arabistan Arap ARA/RKH '
Tiirkiye Tiirk RKH DR11(5), DR7
Brezilya Melez ve Beyaz ARA/RKH DR7
Misir Misirh RKH .
Litvanya Litvanyali ARA/RKH ’
Japonya Japon RKH HLA-DQAI1 DQA1 0104
HLA-DQBI1 DQB1 0503
Non-HLA
TNF-a SNP
Brezilya Melez ve Beyaz ARA/RKH -308G/ A
Meksika Meksikali RKH -238G/ A
MBL SNP
Brezilya Melez ve Beyaz RKH 54B
Beyaz RKH 52D

Brezilya, Tiirkiye, Misir ve Litvanya RKH hastalarinda DR7 iliskisi rapor edilmistir

(Guédez ve ark., 1999; Guilherme ve ark., 1991; Guilherme ve ark.,

1995;

Haydardedeoglu ve ark., 2006; Ozkan ve ark., 1993, Visentainer ve ark., 2000). Misir
ve Litvanya RKH hastalarinda HLA-DR7 alleliyle birlikte HLA-DQ2’nin

bulunmasinmn, 6zellikle multiple kalp kapak lezyonlarmnin gelismesindeki Onemi

vurgulanmistir (Guédez ve ark.,1999; Stanevicha ve ark., 2003). HLA-DR4 alleli ise




Amerika (Anastasiou-Nana ve ark., 1986; Ayoub ve ark.,1986), Suudi Arabistan
(Rajapakse ve ark., 1987) ve Hint popiilasyonlarinda (Bhat ve ark., 1997) iliskili
bulunmugtur. Brezilya popiilasyonunda DR7 ve DR4 allellerinin her ikisinin DRS53 ile
birlikteliginin ARA/RKH’nin olusmasinda rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Guilherme ve ark., 1991; Weidebach ve ark., 1994). Diger HLA Class II
antijenlerinin ise daha az siklikla bu hastalikla iligkili oldugu belirtilmistir
(Anastasiou-Nana ve ark., 1986; Guédez ve ark., 1999; Hernandez-Pacheco ve ark.,
2003; Jhinghan ve ark., 1986; Koyanagi ve ark., 1996; Maharaj ve ark., 1987;
Monplaisir ve ark., 1986; Olmez ve ark., 1993). Ancak, MHC Class II molekiiliiniin
otoimmiin hastaliga nasil yatkinlik olusturdugunun molekiiler mekanizmasi agik

degildir.

Antijen sunan hiicrelerin (makrofaj, dendritik hiicreler ve B hiicreleri gibi)
yiizeyinde exprese olan HLA Class II molekiilleri TCR’ye (T hiicre reseptor’e) antijen
sunar. Bu da adaptif immiin cevapla T-hiicre aktivasyonunu baslatir. HLA Class 11
allelleri (HLA-DR, HLA-DRS53) baz1 streptokokkal peptitlerin sunumunu
kolaylastirtyor olabilir. Bunun sonucunda da otoimmiin reaksiyon baslayabilir. Bir¢cok
B lenfosit antijenlerinin ARA ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bunlardan biri olan
D8/17 alloantijenlerinin varhigr ile ARA arasinda giiclii bir iliski bulunmustur

(Harrington ve ark., 2006).

1.1.6. Molekiiler Benzerlik

ARA, insan patolojik otoimmiinitesinde molekiiler taklit¢iligin veya benzesmenin en
onemli Ornegidir. Beta hemolitik streptokoklarm (M 1, 3, 5, 6, 14, 18, 19, 27, 29
tiplerinin) M proteini ile sarkolemmal antijenler tropomiyozin ve miyozin arasimdaki
molekiiler benzerlik, capraz reaksiyon meydana gelmesine ve ARA’nin ortaya
cikmasina yol agmaktadir (Martin ve ark., 2006). S. pyogenezin M5 proteini; 81-96
aminoasiti kapsayan peptidinin kalp doku proteinleri ile capraz reaksiyona girdigini,
otoimmiin reaksiyona neden oldugunu Guilherme ve arkadaslar1 da caligmalarinda

bildirmislerdir (Guilherme ve ark., 2001). Bu molekiiler benzerlikler sonucu



miyokard ve endokarda kars1 gelisen antikorlar, anti sarkolemmal antikor ile ¢apraz
reaksiyona, miyokard (Aschoff nodiillerinde) ve tutulmus olan kalp kapaklarinda
(Endocarditis verrucosa) immiin kompleks birikimine (tip III immiinkompleks
reaksiyonu) neden olurlar. Chorea minor gelisen hastalarda da nukleus caudatus ve

nukleus subtalamus antijenlerine karsi capraz reaksiyon veren antikorlar bulunmustur.

1.1.7. immiin Patogenez

ARA'll hastalarin serumunda kalp ile etkilesim gosteren antikorlar (HRA)
bulunmustur. Streptokok antijenlerine karsi olusan antikorlar, hasta bireyin bazi
normal dokular1 ile ¢apraz reaksiyona girmekte ve doku hasarma neden olmaktadir.
Uzun donemde kalsifikasyon ve fibrozis ile sonlanan bazal gangliyon ve serebellar

lezyonlar ise Sydenham Koresinin patogenezinde rol oynar.

A grubu beta hemolitik streptokoklarin hiicre duvar1 3 yapisal elemandan
olusur. Temel eleman peptidoglikandir ve deneysel olarak artrite ve nodiil olusumuna
neden olurlar. Polisakkarid (grup spesifik karbonhidrat) ile kalp kapak dokusunda
bulunan glikoprotein arasinda antijenik benzerlik vardir. Uciincii eleman M, R ve T
proteinleridir. M proteinleri ile myokardin sarkolemmas: arasinda antijenik benzerlik
vardir. Streptokok protoplazma membram ile subtalamik ve kaudat nukleuslar
arasinda molekiiler benzerlik vardir. ARA’nin etkileri, bu immiinolojik benzerlikler

sonucu olusmaktadir (Sekil 1.2)
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Sekil 1.2 - A Grubu Beta Hemolitik Streptokok ile Capraz Reaksiyon Veren Dokular

Humoral yanit: Kaplan ve Suchy, 1964 yilinda ARA/RKH hastalarinda streptokokal
antijenler ile kalp antijenlerinin ¢apraz reaksiyonunu gostermislerdir (Kaplan, 1964a).
Arastirmacilar molekiiler taklit¢ilik terimini, insan ve streptokokkal antijenleri
arasinda olusan capraz reaktif mekanizma i¢in kullanmiglardir. Kaplan ve Svec,
kullandiklar1 immiin floresans teknik ile ARA hastalarinda immiinglobulin ve
kompleman baglanmis miyokardiyum bulmuslardir. ARA’nin antikorlarin ¢apraz
reaksiyonu sonucu olusan bir otoimmiin hastalik oldugu hipotezini desteklemislerdir

(Kaplan, 1964b).

Cunnigham ve arkadaglarmin yaptig1 bir¢cok calismada insan mAb’larinin
(monoklonal antikorlarin) N-asetil B-D glukozamin ile reaksiyon verdigi
gosterilmistir (Cunnigham ve ark, 1997). Ayrica invitro kosullarda insan ve fare
mADb’larinin sitotoksik aktivitesi gosterilmistir. Bu antikorlarm kalp hiicrelerinin
ekstraselliiler matriks o-helikal biikliim proteinleri ile capraz reaksiyon verdigi
belirtilmis ve bu capraz reaktif mAb’larin RKH’nin gelisiminde biiyiik potansiyele
sahip oldugu aydmlatilmistir (Gulizia ve ark., 1991; Adderson ve ark., 1998;
Shikhman, 1994). Aymi grup mAb’larin endotel yiizeyinde de ayni reaksiyonu
gosterip inflamasyonda rol oynadigi tespit edilmistir (Galvin ve ark., 2000). Bu

reaksiyon VCAM-1 adhezyon molekiiliiyle capraz reaksiyon vererek olur ve valviiler



endotelyumunun hiicresel infiltrasyonuna olanak saglar.

Ayrica otoantikorlarin Sydenham koresinde biiyiik rol oynadig: bilinir. ARA
olgularinin %10-30’unda Sydenham koresi meydana gelir. Ya tek basina ya da diger
bulgularla (6rnegin kardit veya poliartrit) birlikte meydana gelir. Sydenham koresine
neden olan otoantikorlar noral hiicrelere kars1 gelisirler ve ganglionlarin N-asetil -D
glukozaminlerine kars1 ¢apraz reaksiyon verirler. Bu reaksiyon hiicre ici sinyalleri
aktive ederek kalsiyum/kalmodulin bagimli protein-kinaz II'i etkileyerek noral

hiicrelerden dopamin salinmasina neden olur (Kirvan ve ark., 2003).

Hiicresel Yamit: ARA/RKH hastalarinda hiicresel yanit mekanizmasini anlamak i¢in
yapilan ilk ¢alisma periferik kanda streptokokkal hiicre duvarina kars1 reaktif T-hiicre
aktivitesinin gosterilmesidir (Read ve ark., 1974; Gray ve ark., 1981; Gross, 1984).

Yapilan bir diger calismada, ARA hastalarinin tonsillerinde ve periferik
kanlarmda CD4+ hiicrelerinin artis1 saghikli grupla kiyaslanarak gosterilmistir

(Bhatia ve ark., 1989).

Baska bir ¢aliygmada normal periferik kanda CD8+T hiicrelerinin immortal
insan kalp kas1 hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi tanimlanmistir. Bu hiicrelerin
kardit ve valviiler lezyonlarin gelisimine yol actigi, dolayisiyla RKH’nin T hiicre
aracili otoimmiin bir hastalik oldugu 6ngoriilmiistiir (Dale ve ark., 1981; Kotb ve ark.,

1989).

RKH’nin histopatolojik goOstergesi olan Aschoff nodiilleri, 1903’te
tanimlanmistir. Bu graniilomatéz lezyon, T ve B lenfositleri, makrofajlari, biiyiik
mononiikleer hiicreleri, multiniikleer hiicreleri, polimorfoniikleer 16kositleri icerir
(Roberts, 1978, Virmani, 1977). Aschoff nodiilleri hiicresel infiltrasyon sonucunda
miyokardda ve endokardda gelisir. Romatizmal kalp lezyonlarinda mononiikleer
hiicre infltrasyonu varliginda, CD4+T hiicreleri ¢cogunlugu olusturur.

RKH’de, Grup A streptokoklarla kalp dokusu arasinda molekiiler benzerligin

lokal doku yikimina neden oldugu T hiicre repertuarinin analizi ile gosterilmistir
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(Guilherme ve ark., 1995). Siddetli RKH olan hastalarm T- hiicrelerinin yogun
bulundugu kalp lezyonlarindan T-hiicre klonlar1 izole edilmistir. Boylece M protein
peptitleri ve kalp dokusu proteinleri arasindaki ¢apraz reaksiyon gosterilmistir. Bu
calismanin sonucunda kalp doku proteinleriyle capraz reaksiyona giren ve valviiler
dokulardan saglanan 95-100 ve 30-43 kDa agirhiginda 3 tip M5 bolgesi (1-25, 81-103,
163-177) bulunmustur. T-hiicre klonlarinda bulunan M protein reaktivitesinin
%62’ sinin bulundugu immiinodominant bdlge M5(81-103) diir (Guilherme ve ark.,
2001). Bu bolgede 22 aminoasit bulunur ve kendi arasinda 3 bolgeye ayrilir:
M5(81-96), M5(83-103), M5(91-103). Bu ayricalikli M5 epitoplari periferik T-hiicre
klonlar1 tarafindan tanmir. Bu olay RKH’de otoimmiin reaksiyonu baslatan

streptokokkal bolgenin M5(81-103) oldugunu gostertir.

Yoshinaga ve arkadaslari, ARA hastalarinin periferik kan lenfositleri ve kalp
kapak boslugundan aldiklar1 reaktif T-hiicre klonlariyla calismislardir (Yoshinaga ve
ark., 1995). Bu hiicreler streptokokkal membran antijenini ve hiicre duvarini tanisa bile
M proteini, miyozin veya hiicre iskeleti proteinleri ile reaksiyona girmede basarisiz
olmaktadir. Hiicrelerin M proteinine ve self antijene reaksiyon vermeme nedeninin,

spesifik T-hiicre yogunlugunun diisiikliigiine bagl olabilecegi diistiniilmiistiir.

1.1.8. Romatizmal Kalp Hastah@ ve TCR (T-hiicre Reseptor)

Insan T-hiicrelerinin reseptorleri af (alfa beta) ve Y& (gama delta) zincirlerinden

olusan heterodimer molekiildiir. T-hiicrelerinde en cok af3 heterodimer yapisi ekspese
edilir. TCR a zincirinde V(Variable), J(Joining) ve C(Constant) gen segmentleri
bulunur. B zinciri ise ¢esitli D gen segmentine sahiptir (Garcia ve ark., 1999). VDJ gen
segmentlerinin karistmi 10'® farkli TCR olusumuna neden olur. TCR’deki bu bilesik
bolgeler MHC peptidiyle iliski kurarlar, o-f hiper variable diigiimleri komplementer
kararli bolgeler (CDR1,CDR2,CDR3) olarak bilinir. Bu bolgeye baglanan antijenlere
stiperantijenler (SAg) ad1 verilir. SAg’ler en giiclii T-hiicre mitojenleridir. A grubu
streptokokta birkag¢ siiperantijen vardir. Bunlar streptokokkal pirojenik ekzotoksin

(SPEs) A,C ve G-M ve SSA ve SMEZ 1 ve 2’ dir. Siiperantijenler, self antijenlere
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kars1 spesifik T-hiicre popiilasyonlarini aktive ederek ve biiyiimelerini saglayarak
yada T-hiicre popiilasyonlarin1 azaltarak otoimmiin hastaliklarin patogenezine

katkida bulunuyor olabilir (Proft, 2003).

Arastirmacilar S. pyogenezin M proteininin SAg etkisini arastirmiglardir.
Tomai ve arkadaslari, ARA hastalarinda S. pyogenezin M proteininin (pepM) pepsin
enzimatik reaksiyonunun T-hiicre popiilasyonunun biiylimesini smirladigini
bildirmiglerdir Bu olay kronik RKH hastalarin valviiler dokularinda T-hiicre
aktivasyonunu smirlamaktadir. RKH hastalarinda valviiler sekelin inflamasyonla
iligkili oldugunu bu olay1 lokal antijenler yada SAg’lerin baslattigin1 géstermislerdir
(Tomai ve ark., 1991).

1.1.9. Romatizmal Kalp Hastaliginda Sitokinler

Sitokinler otoimmiin hastaliklarda, etkin immiin cevabi1 baglatan 6nemli ikincil
sinyallerdir. ARA/ RKH hastalarinda IL-2 yapiminda artis rapor edilmistir. Bu
hastalarda CD4 ve CD25 T hiicrelerinin fazlaca artmasi hastaligin aktif fazinda

periferik kanda aktif T hiicrelerinin arttiginin gostergesidir ( Morris ve ark., 1993).

Bazi arastirmacilar tarafindan, ARA/RKH hastalarimin  plazmalarinda
TNFo’ nin artti@1 (Narin ve ark., 1995; Yegin ve ark., 1997) ve TNF-o’nin RKH ile
iligkili oldugu gosterilmistir (Brand ve ark., 2005).

RKH’nin akut fazindaki kalp lezyonlarmmda Aschoff nodiillerinin, IL-1 ve
TNFa , IL-2 sitokinlerinin yapimu ile iliskisi bulunmustur. (Fraser ve ark., 1997).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda ARA/RKH hastalarm kalp

lezyonlarindaki mononiikleer hiicrelerinden, fazla miktarda; interferon Y (IFN-Y) ve
TNFo’nm salindig1 gosterilmistir (Guilherme ve ark., 2004). Ayrica diisiik seviyedeki
IL-4 yapimmin valviiler RKH lezyonlarmin ilerlemesine katkida bulunabilecegi

bildirilmistir. Arastirmacilar streptokokkal M5 antijeniyle uyarilmig T hiicrelerinin
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%85’ inin IFN-Y iirettigini gostermislerdir (Guilherme ve ark., 2004).

1.1.10.Akut Romatizmal Ates (ARA) Tamsi

ARA'min tanis1 modifiye edilmis Jones kriterlerine gore yapilmaktadir. Iki major
veya bir major, iki mindr bulgu ile birlikte gecirilmis streptokok enfeksiyonunun
kanitlarinin (bogaz Kkiiltiirii, kizil, artmus ASO titresi) bulunmasi tam1 koymada

yeterlidir.

Tani kriterleri 3 gruptan olugmaktadir:
1. Major Belirtiler:
a. Artrit
b. Kardit

Subkiitan nodiiller

o

Eritema Marginatum

e. Sydenham Koresi

2. Minor Belirtiler:
f. Klinik Bulgular
1. Artralji
ii. Ates
g. Laboratuar Bulgular:
1. Akut faz reaktanlarin yiiksekligi
ii. EKG’de PR mesafesinin uzamasi
3. Yakin Zamanda Gegirilmis Grup A Beta Hemolitik Streptokok Enfeksiyon
Bulgusu

Major Belirtiler:

Artrit (Eklem iltihab1) : ARA’nin en sik rastlanan belirtisidir (%70). “Gezici artrit”
bircok eklemi etkileyebilir. Genellikle biiyiik eklemleri (diz, ayak bilegi, dirsek, el

bilegi) tutar. Gezici tarzda ve birden fazla eklemi tutmasi en Onemli Ozelligidir.
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[Itihabm bir eklemden digerine gegmesi, tutulan bir eklem diizelirken bagka bir
eklemde iltihap ortaya ¢ikmasi gezici 6zelligi gosterir. Sekel birakmaz. Eller ve boyun
eklemleri daha seyrek etkilenir. Eklemde sislik, siddetli agri, kizariklik, 1s1 artimu,
hassasiyet ve hareket kisitlhilig1 olur. Sislik belirgin olmasa da, eklem agris1 siddetli

olabilir.

Kardit: Kalp katmanlarinin iltihab1 anlamma gelir. Hastalarin %45-50’sinde goriilen
ve hastaligin seyrini belirleyen major bulgudur. Kalbin tiim tabakalarmi (endokard,
miyokard ve perikard) tutabilir (pankardit). Endokardiyal yapilar tutulmadan perikard
ya da miyokard tutulmaz (Narula ve ark., 1999). Endokard tutulumu kapak
yetersizlikleri ile kendini gosterir. Akut hastalik swrasinda yetersizlik goriiliirken
ilerleyen yillarda fibrozis nedeniyle kapaklarda stenozlar ortaya ¢ikar. En sik tutulan
kapak mitral kapaktir. Ikinci siklikta aort kapagi tutulur. Aort kapagi, erkeklerde
kizlara oranla daha sik tutulur. Trikiispit ve pulmoner kapaklar daha nadir olarak

etkilenirler (Galal ve ark., 1998; Ayoub ve ark., 2001).

Subkiitan Nodiiller: ARA vakalarimin %2-10’unda goriiliir. Tekrarlayic1 6zelligi
vardir. Sert, agrisiz, kasintisiz, cilde yapisik olmayan ve rahatca oynayan 0,2-2 cm
capinda deri alt1 sisliklerdir. Kiigiik ve biiyiik eklemlerin ekstansor yiizlerinde, saglh
deride ve spinal cikintilar boyunca tek veya gruplar halinde yer alirlar. Hemen
kaybolmazlar, haftalarca durabilirler. Karditli hastalarda daha sik gozlenirler (Writing
Group ..., 1992).

Eritema Marginatum: ARA seyri sirasinda ortaya ¢ikan gévde ve ekstremitelerin
proksimal kisimlarinda yerlesmis biiyiikk makiiler lezyonlardir. Hastalarin %55’ inde
goriliir. Karditli hastalarda daha sik ortaya ¢ikar. Kasintisiz-kenarlar1 dantel ya da
harita seklinde girintili ¢ikintili-koyu pembe renkte ortasi soluk basmakla solmayan
cilt dokiintiileridir. Is1 ve basin¢ uygulamasi ile yeni lezyonlar ortaya ¢ikabilir. (Galal,

1998, Writing Group ... , 1992).

Sydenham Koresi: Bazal gangliyonlarin 6zellikle kaudat ¢ekirdegin tutulumu sonucu
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istem dis1 hareketler ortaya ¢ikar. Eski Yunancada dans anlamina gelen bir kelimedir.
Hastalarm yaklasik %10-30’unda gériiliir. ilk bulgular el yazisinda bozulma, giyinme
ve kendi ihtiyaclarini karsilamada giicliiktiir. Hatta amagsiz hareketler yiiziinden
yiirlime ve beslenmede problemler goriilebilir. Hareketler bilingli olarak kisa siireler
icin azaltilabilir, uykuda kaybolabilir ya da stres ve yorgunlukla artabilir. Okul
ortaminda konsantrasyon kaybi ve endise nedeniyle okul basarisina etki eder. Hafifse
davranis bozuklugu olarak degerlendirilebilir. Iki- ii¢ ay icinde kendiliginden gecer ve

destekleyici tedavi ve takip gerektirir ( Vegasy, 2005; Writing Group ..., 1992).

Minor Belirtiler:
a) Klinik Bulgular:

1. Artralji: Artrit olmaksizin mevcut olan eklem agrisidir.
ii. Ates: Tedavi edilmemis ARA vakalarinin erken devresinde goriiliir ve 38.8° C’ye

kadar cikabilir.

b) Laboratuvar Bulgular::

1. Akut faz reaktanlarmin yiiksekligi: Eritrosit sedimentasyon hizi ve C-reaktif
proteinin (CRP) yiiksekligi inflamasyonu gosterir.

ii. EKG’de PR mesafesinin uzamasi: ARA’nin 6zgiil bir bulgusu degildir, karditi
gostermez (Writing Group... , 1992).

Yakin Zamanda Gecirilmis Grup A Beta Hemolitik Streptokok Enfeksiyon

Bulgusu

Bogaz Kkiiltiirlinde veya hizli antijen tespit yontemi ile grup A Beta Hemolitik

streptokok varligini gostermek:

Laboratuvar bulgusu ile desteklenmeyen bogaz agris1 veya kizil dykiisii yakin
zamanda gecirilmis grup A beta hemolitik streptokok enfeksiyon gostergesi degildir.
Bogaz Kkiiltiirlinde veya hizli antijen tespitine yarayan yontemlerle grup A beta

hemolitik streptokokun gosterilmesi, yakin zamanda gecirilmis infeksiyonla kronik
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tastyiciy1 ayirt edemedigi i¢in, ¢ok giivenilir degildir. Hizli antijen tespit testleri ¢ok
0zgiil olmasina ragmen, hassas degildir. Negatif sonu¢larin varliginda mutlaka bogaz

kiiltiiri alimmalidur.

Yiiksek titreli veya titresi yiikselen streptokokkal antikorlar, Streptokokkal
antikor testleri; (ASO: Antistreptolizin-O) yakin zamanda gecirilmis grup A
streptokok infeksiyonlar1 gosterme acisindan en uygun yontemdir. ARA’nin klinik
bulgularinin baglamas: ile streptokokkal antikor yanitinin en iist diizeye ¢ikmasi ayni

zamanlara rastlar.

ARA vakalarinin %80’inde ASO yiikselmistir. %20 vakada normaldir.Kore
vakalarinda %67 oraninda ASO titresinde yiikselme tespit edilir. Cocuklarda 333
Todd iinitesi yiiksek kabul edilir. ASO’nun baslangicta yiikselmemis olmast ARA
tanisindan uzaklastirmaz. Diger streptokok antikor yanitlarina (antideoxyribonuclease
B, antistreptokinase ve antihyaluronidase) da bakilirsa ARA vakalarinin %95’inde

pozitif oldugu goriiliir (Galal ve ark., 1998).

1.1.11. Romatizmal Kalp Hastahg ile iliskili Genetik Calismalar

Bir akut faz protein olan Mannan Baglayan Lektin (Mannan Binding Lectin =MBL)
gen polimorfizmi 107 RKH hastasinda incelenmis ve A/A genotipi anlamh yiiksek
bulunmustur. Saglikli grupta ise ¢ok diisiik bulunmustur. RKH ile MBL genindeki

polimorfizmin hastaliga yatkinlikta rol oynadig: gosterilmistir (Messias ve ark., 2006).

Tiirkiye’de yapilan caligmalardan TNFo gen polimorfizmi (Berdeli ve ark.,
2006) ve innat immiin sistemde patojenlerin tanmnmasini saglayan Toll-like
reseptorlerden TLR-2 polimorfizmi ile hastalik arasinda iliski saptanmamistir

(Diizgiin ve ark., 2007).

Immiin cevabin baskilanmasinda rol oynayan CTLA-4 molekiiliiniin

polimorfizmi arastirilmigtir. CTLA-4 exon_1 +49 G/G fenotipi RKH hastalarinda
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kontrollere gore artmig siklikta bulunmustur.(OR:3.11 P=0,016) Bu sonu¢ CTLA-4
exon_l +49 G/G gen polimorfizminin RKH’da yatkinlik yaratan faktorler arasinda
oldugunu diisiindiirebilir (Diizgiin ve ark., 2009).

1.2. PROTEIN TiROZiN FOSFATAZ NON RESEPTOR 22 (PTPN 22)

Sekil 1.3- PTPN22 Geni (www.thesgc.org/structures/structure description/2P6X/)

1.2.1. PTPN 22 Geni
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PTPN22 geni 1. kromozomunun kisa kolunda (1p13,2) bulunur. (Sekil 1.4) 57,898
baz uzunlugundadir ve 807 aminoasit kodlar. PTPN22 geninde kodlanan proteinlerin
molekiil agirligi1 91,705 Dalton’dur (Sekil 1.3). PTPN22 geninde 24 exon 21 transcript
cesidi vardir. PTPN22 geninden 10 farkl protein sentezlenir. Bu proteinler sitoplazma
da yer alirlar.

Protein tirozin fosfat, lenfoid dokuda gen ifadelenir. Bu enzim bir molekiiler
adaptor protein olan CBL (Casitas B-lineage lymphoma) ile iligkilidir. CBL’nin T
hiicre sinyal yolunda T hiicrelerinin aktivasyonunu negatif yonde diizenleyici etkisi

vardir. ( Bottini ve ark., 2004 )

Tiim protein tirozin fosfatazlar (PTP), yaklasik 200-300 aminoasitlik katalitik
bir domain igerirler. PTP membrana bagh reseptorler ya da sitoplazmik fosfataz olarak
boliinmiislerdir. Hiicre ici konumlari; katalitik bolgenin disinda, aminoasit dizilerine
bagli sitoplazmik fosfatazdir. PTPN22 bir lenfoid hiicre i¢i fosfatazdir (Cohen ve ark.,
1999).

PTPN 22 geninin en yaygin polimorfizmi R620W (rs2476601) 620. kodonun
1858. pozisyonundaki C/T arjinin/triptofan degisikliginin oldugu bdlgededir. Bu
degisiklik LYP(Lenfoid Tirozin Fosfataz), Csk kinaz iliskisini bozar boylece T hiicre
aktivasyonu artar. Bu olay otoimmiin hastaliklara yatkinligi arttirir. PTPN 22 geninin
bir¢cok otoimmiin hastalikla iligkili oldugu bilinmektedir. Bunlardan bazilari; Tip I

diyabetes mellitus, romatoid artrit, SLE, Graves, Addison hastaligidir.

1.2.2. PTPN 22 Geninin Klonlamasi

Hematopoetik hiicre i¢i protein tirozin fosfatazin 2 murin cDNA’s1 vardir. (Matthews
ve ark., 1992). Bu murin cDNA’lardan biri PTPN6 digeri PTPN8’dir. Pep diye
adlandirilirlar. Pep 500 aminoasitlik biiyiik bir C terminal domain igerir. Bu da zengin
PEST (Proline, Glutamic acid, Serine, and Threonine) motifleri igerir. Bu tip
domainler hizla bozulan karakteristik proteinlerdir. Pep cDNA’s1 PCR teknigi ile fare

beyni ve dalagindan bilinen fosfataz dizilerinin mRNA primer dizimleri kullanilarak
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izole edilir. Bu yapilan PCR’lar klonlanir. izole edilmis uzun cDNA’lar 702/3

pre-B-cell cDNA Kkiitiiphanelerinde tanimlanir.

Pep’in, 802 aminoasitlik molekiil agirhigr 89,7 kd olan, 2,7-kb cDNA’s1
bulunmustur. Aminoasit dizilerinin fosfataz domainlerinin, yaklasik %35’i diger
protein tirozin fosfatazlarin fosfataz domainleriyle benzerdir. Pep mRNA’s1 en ¢ok
dalak ve timustan, daha az lenf nodlar1 ve kemik iliginden Northern blot yontemiyle
elde edilir. Pep proteinin invitro ve bakteriden gen ifadelenir. PTP aktivitesi

gosterilmistir.

PTP Kkatalitik domainlerinin PCR goriintiileri insan timosit cDNA
kiitiiphanesinde tanimlanmistir. Cohen ve arkadaslarinin 1999°da yaptigi calismada
PTPNS8’in cDNA’sinin sifreledigi iki izoform bulunmustur (Cohen ve ark., 1999).
LYP1 VE LYP2 Lenfoid tirozin fosfataz diye adlandirilirlar. Fare Pep proteininde,
808 aminoasitlik LYP1 proteini %70’den daha fazla oranda bulunmustur. LYP1
katalitik domain N-terminal ucu icerir fakat hidrofobik dizisi yoktur. Bu da onun bir

non-reseptor fosfataz oldugunu gosterir.

LYP2’nin 692 aminoasiti vardir. Northern blot yontemiyle 4,4 kb LYPI1
transkripti tiim lenfoid dokuda gen ifadelenir. Fakat diger dokularda gen ifadelenemez.
LYP2 5,2 kb transcripti lenfoid dokudan gen ifadelenir. En fazla fetal karacigerden
elde edilir. LYP1 immunpresipitasyon gen ifadelenemez, immiinblot analizlerinde ise
105 ve 85 kD’lik protein olarak LYP1 ve LYP2 gen ifadelendigi gosterilmistir.
Immiinfloresans mikroskopta bu iki proteinin de sitoplazmik oldugu ispatlanmustir.

Immiinblot analizinde LYP1’in T ve B hiicrelerinde gen ifadelendigi gosterilmistir.

1.2.3. PTPN 22 Geninin Fonksiyonlari

Cloutier ve Veilette 1996 yaptiklar1 bir calismada PTPN22 geninin Tirozin kinaz Csk
ile iliskisini tanimlamislardir. Src homolog-3 (SHB) domainli Csk’nin prolinden
zengin bolgeli Pep ile iligkili oldugunu Pep’in Csk’nin T-hiicre ve diger hematopoetik

hiicreleri etkiledigi ve diizenledigini gostermislerdir ( Cloutier, 1996).
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1999 yilinda Cohen ve arkadaslari, LYP’nin fosfataz aktivitesini ispatladilar.
116 kD proteinlik CBL’nin LYP ile iliskili oldugunu, LYP’nin fazla gen
ifadelenmesinin CBL’nin fosforilasyonunu azalttigini, CBL’nin T-hiicre sinyal
yolunda T-hiicrelerinin aktivasyonunu negatif yonde etkiledigini gostermislerdir

( Cohen ve ark., 1999).

Hill ve arkadaslar1 2002 yilinda, LYP’nin fazla gen ifadelenmesinin, T-hiicre
sinyal yolunda, T-hiicre reseptor antikorlar1 ve CD28 kostimiilator molekiiliiniin,
transkripsiyonel aktivitesinin baglatilmasimi inhibe ettigini gostermislerdir ( Hill ve

ark., 2002).

2007 yilinda Yu ve arkadaslari, LYP aktivitesine karsi bir inhibitér (I-C11)
tanimlamiglardir. Protein kinaz C LYP’yi fosforilize eder. Bu fosforilizasyon I
-C1l’in LYP’nin aktivitesini bozmast ile bozulur. Bu da Src ailesi kinazlarin

aktivitesini bozar ve T-hiicre reseptor sinyalinin regiilasyonu bozulur.(Yu ve ark.,

2007)

Vang ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptiklar: bir calismada PTPN22 genindeki
R620W polimorfizminin, arjinin/triptofan degisikligine neden oldugunu, Prolinden
zengin bolgeli LYP; (Pep)’in protein protein etkilesimleri, tirozin kinaz Csk ve
T-hiicre aktivasyonunu etkiledigini. PTPN22 geni varyant allelinin, timik
seleksiyonun baslangicinda bir degisiklik yaptigini gdstermislerdir. Bunun sonucunda
otoreaktif T-hiicreleri artar. Bunlar negatif seleksiyondan kagarlar ve otoimmiiniteyi

baslatirlar. (Vang ve ark., 2005)

1.2.4. PTPN 22 Geninin Otoimmiin Hastahklarla Iliskisi

Yapilan caligmalar PTPN22 geninin pek ¢ok otoimmiin hastalikla iliskisi oldugunu

gostermektedir.

Begovich ve arkadaslar1 2004 yilinda sistemik otoimmiin bir hastalik olan
romatoid artritin PTPN22 R620W polimorfizmiyle iligkili oldugunu gostermislerdir.

Genel popiilasyonda beyaz irkin %17’ sinin risk allellerini tasidigi ve romatoid artritli
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hastalarin %28’inde risk allellerinin bulundugunu bildirmislerdir (Begovich ve ark.,
2004).

Carlton ve arkadaslar1 2005 yilinda 475 romatoid artritli, 475 kontrol
hastasinda PTPN22 geninin diger genetik varyantlarini caligmiglardir. Analiz
sonuglar1 10 yaygin PTPN22 haplotipinin Kuzey Amerikali beyazlarda bulundugunu
gostermistir. Yapilan analizlerde R620W polimorfizminden bagimsiz, romatoid artrit
ile iliskili tek yaygin haplotip bulmuslardir (Carlton ve ark., 2005). Kallberg ve
arkadaslar1 2007 yilinda romatoid artrit’de 2 major genetik risk faktoriinii HLA-DRB1
allelleri ve PTPN22 R620W allellini karsilastirmiglardir. 3 biiyiik kontrol grubunda
Isvecli, Kuzey Amerikal, Alman 1977 hasta ve 2405 kontrol grubuyla calisilmis, 3
grupta da HLA-DRBI1 allelleri ve PTPN22 R620W allelinin romatoid artrit olusumuna
katkida bulundugunu diisiinmiislerdir. Ayrica bu hastalarin sigara kullanmalariyla
PTPN22 R620W arasinda bir iliski bulunamamistir (Kallberg ve ark., 2007). Sahin ve
arkadaslar1 2009 yilinda Tiirkiye’de 167 romatoid artritli hasta, 177 kontrol grubunda
calismig, PTPN22 R620W polimorfizmi ile romatoid artrit hastaligi arasinda bir iligki
olmadigini gostermislerdir.(OR:1,3 P:0,55) (Sahin ve ark., 2009)

Bottini ve arkadaslar1 2004 yilinda PTPN22 geninin R620W polimorfizminin
insiilin bagimh diabetes mellitus hastalig: ile iliskili oldugunu gostermislerdir (Bottini
ve ark., 2004 ). Kawasaki ve arkadaglar1 2006 yilinda 1698 Asyal1 bireyle, 738’si Tip
I diabetes mellitus’lu ve 141’1 otoimmiin tiroitli hastada PTPN22 gen polimorfizmini
wild tip homozigot 1858 C/C genotipi olarak saptamuglardir. PTPN22 geninde
promotor bolge tamimlanmistir.Bu promotor bolgenin -1123 C/G (rs2488457)
polimorfizmi ile Japon ve Koreli Tip I diabetes mellitus hastalar1 arasinda dikkate

deger bir iliski gosterilmistir (Kawasaki ve ark., 2006) .

PTPN22 1858 C/T gen poliforfizminin Graves tiroiditi ve otoimmiin Addison
hastalig1 ile iligkisi rapor edilmistir (Smyth ve ark., 2004; Skinningsrud ve ark.,
2008) .Velaga ve arkadaslar1 2004 yilinda Ingiliz ve Polonyali Beyazlarda PTPN22
geni R620W polimorfizminin otoimmiin bir hastalik olan Graves ile iligkisini

gostermislerdir ( Velaga ve ark., 2004).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu caliymanin amaci romatizmal kalp hastalig1 gelismesinde genetik yatkinlik
acisindan PTPN22 geni R620W polimorfizminin katkisinin olup olmadigini

gostermektir.

2.1. Hasta Secilmesi ve Kayitlarin Tutulmasi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ hastahklar1 Anabilim Dali, Kardiyoloji,
Kardiyovaskiiler Cerrahi ve Romatoloji Polikliniklerine bagvuran daha 6nceden Jones
kriterlerine gore tan1 almig veya yeni tani alan 121 RKH’l1 eriskin hastadan ve saglikli
kontrol grubu olarak ARA veya otoimmiin hastalik Oykiisii olmayan 160 erigkin
bireyden EDTA’L tiipe 4,5ml. periferik vendz kan alindi. Kan Ornekleri DNA
izolasyonu yapilana kadar +4 derecede saklandi. Bazi kan ornekleri alindigi giin,
digerleri 2006-2009 yillar1 arasinda toplanmis kan orneklerinden calisildi. Hasta ve

kontrol grubundan bilgilendirilmis onamlar: alindu.

2.2. PTPN 22 R620W Gen Polimorfizminin Belirlenmesi

PTPN22 genindeki R620W polimorfizmini incelemek i¢in hastalardan ve saghkli
kontrollerden elde edilen DNA’lar Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) /kesim
parcaciklar1 uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemiyle incelendi. PTPN22 geninin 4.
exonunda tanimlanan Arginin Triptofan degisiminin oldugu 1858 C/T polimorfizmi,
yapilan son calismalarda (rs2476601, G/A) olarakta gosterilmektedir. Belirtilen
degisimi incelemek i¢in 0zgiil primerler kullanilarak PCR teknigi ile ilgili bolge
amplifiye edildi. PCR ile cogaltilan DN'A’larda Xcml restriksiyon enzimi kullanilarak
RFLP yontemiyle genotiplendirme yapilda.
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2.3. DNA’nin Elde Edilmesi

DNA ornekleri %10’ luk EDTA’ 11 tiiplere alinmis olan yaklasik 4,5 ml periferik venoz
kandan Norgen Biotek genomik DNA purifikasyon kit kullanilarak elde edildi
(Norgen Biotek - Kanada). Elde edilen DNA, molekiiler teknikler i¢in kullanilmaya

hazir durumda idi.

Gerekli Malzemeler:

»
»
4

DNA izolasyon kiti ( Invisorb Genomik DNA - Almanya)
Mikrosantrifiij

Termomikser (56°C icin 1s1 blogu)

Olgiim silindiri (250 ml)

Tek kullanimlik eldiven

Pipet ve pipet ucu

Vorteks

Reaksiyon tiipii (1,5 ml veya 2ml )

Distile su

96-100 % etanol

DNA ’nin izolasyonu:

»

Calisilacak hasta sayisi1 kadar 1,5 ya da 2 ml’lik reaksiyon tiipii (eppendorf)
hazirlanir.

Hazirlanan reaksiyon tiiplerinin iizerine hasta isimleri, hasta

numaralary, tarih yazilir. Is1 blogu 56°C * ye getirilir.

Proteinaz K, -20°C’den oda 1sisina gelmesi i¢in ¢ikarilir.

Hasta sayis1 X 200 mikrolitre Elution buffer hazirlanir. 56°C 1s1 bloguna
yerlestirilir

200 mikrolitre kan reaksiyon tiipiine konur.

Uzerine 200 mikrolitre Lysis Buffer A konur.

Oda 1s1s1na gelen proteinaz K ’dan 20 mikrolitre reaksiyon tiipiine
pipetlenir. Yukar1 asag1 sallanarak ya da vortekslenerek 5 saniye

karigtirilir.
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» Reaksiyon tiipleri 56 °C 1s1 bloguna yerlestirilir.

» 15 dakika bekletilir. 2 ya da 3 kez vortekslenerek karistirilir.

» Filtreli reaksiyon tiipleri hazirlanir. Uzerlerine isimleri yazilir.

» 15 dakika sonunda reaksiyon tiipleri 1s1 blogundan almair.

» Uzerlerine 400 mikrolitre Binding Buffer eklenir.

» 4-5 kez pipetleme yapilir ya da vortekslenir.

» Reaksiyon tiiplerinden 800 mikrolitre karisim alinarak filtreli reaksiyon
tiiplerine konur.

» 1 dakika inkiibe edilir.

» 2 dakika 13.000 x g’de santrifiij edilir.

» Santrifiij sonrasinda filtreler alinarak yeni bir reaksiyon tiipiine
yerlestirilir.

» Uzerlerine 500 mikrolitre Wash Buffer I konur.

» 1 dakika 13.000 x g’de santrifiij edilir.

» Uzerlerine 800 mikrolitre Wash Buffer II konur.

» 1 dakika 13.000 x g’de santrifiij edilir.

» Reaksiyon tiipiiniin altindaki s1vi dokiilerek filtreler tekrar reaksiyon
tiipiine yerlestirilir.

» 5 dakika 13.000 x g’de santrifiij edilir.

» Santrifiijden sonra filtreler; DNA’nin saklanacagi, iizerlerinde tarih, isim,
numara yazan reaksiyon tiiplerine aktarilir.

» Filtrenin tizerine 200 mikrolitre Elution Buffer eklenir.

» 1 dakika oda 1s1sinda inkiibe edilir.

» 2 dakika 13.000 x g’de santrifiij edilir.

» Reaksiyon tiiplerinin iizerindeki filtreler atilir.

Hasta ve saglikli bireylerden elde edilen DNA’lar %1,5 luk agaroz jele
yiikklenerek 150V’da yaklasik 15 dakika elektroforeze tabi tutulur. Ultraviyole 11k
altmda DNA bantlar1 degerlendirilir. Elde ettigimiz DNA’lar -20°C’de ¢alisma

zamanina kadar saklanir.



24

2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR bir ¢esit invitro klonlama yontemidir. Temel olarak DNA’nin iki zincirinin

yiiksek sicakliklarda birbirinden ayrilmast (denatiirasyon); daha sonra sentetik

oligoniikleotidlerin (primerler) hedef DNA’ya baglanmasi (hibridizasyon) ; sonra da

zincirin uzamasi (polimerizasyon) asamalarindan olusur. Bu basamaklarin ard arda

belirli sayida yinelenmesiyle hedef DNA her dongiide yaklasik 2 katmna ¢ikar. Bir PCR

isleminde 35 dongii sonunda DNA’nin istenilen bir bolgesi yaklasik 2% kez

cogaltilmis olur. PCR agsamalarinda her adim farkli sicakliklarda gerceklesmektedir.

Denatiirasyon 94-98°C arasinda, hibridizasyon 37-65°C arasinda polimerizasyon ise

72°C de gergeklesir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Hazirlanisi:

4
4

DNA 06rnegi: Yaklasik Sug genomik DNA

Cogaltilacak bolgeyi ¢evreleyen primer cifti; genellikle 18-20 niikleotid
uzunlugunda olurlar ve kalip DNA’ya sagdan ve soldan baglanarak DNA
polimerazin senteze baslamasi i¢in gerekli serbest 3’ ucunu saglarlar.
Son konsantrasyonlar1 1uM olmalidir.

dNTP’ler; son konsantrasyonlar1 2uM olacak sekilde ortamda bulunmasi
gereken dTTP, dCTP, dATP, dGTP bazlaridir.

Isiya dayanikli DNA-polimeraz enzimi; Thermus aquaticus’dan elde
edilen termostabil DNA Polimeraz uygulanir.

Uygun pH ve iyon kosullarini saglayan tampon karisimi, kullanilan
polimeraz enzimiyle birlikte saglanir. (Qiagen Buffer TBE - Hollanda)
Icerigi 500uM KCL, 100uM Tris-HCL ve 15uM MgCl, ‘den olusur.

Distile su.

Yukarida siralanan maddeler aym tiipiin i¢ine konularak, sicaklik devirleri

saglayan thermal cycle aletinde (Perkin Elmer - ABD) PCR islemi gerceklestirilir.

Bu calismada PTPN22 R620W (G/A) polimorfizmini belirlemek i¢in

kullanilan primer ciftleri ve PCR kosullar1 asagida verilmistir. (Sekil 2.1)
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Forward 5’- AAT GTT GCT TCA ACG GAA TTT-3
Reverse 5’- GGC CTC AAT GAACTCCTC AA- 3

(Metabion International AG - Almanya)

AATGAACAAGTGTCAACTTTACTGATAATGTTGCTTCAACGGAATTTAA
ATATAAATTATGGTAAATTTATATTTAATATTAGAATATAAGAATTTC
CTTTGGATTGTTCTAATTAACAATTGTTACAATATTTTTGACATTTTG
GATAGCAACTGCTCCAAGGATAGATGATGAAATCCCCCCTCCACTTC
CTGTACGGACACCTGAATCATTTATTGTGGTTGAGGAAGCTGGTGAG
TACAGTTCAGTAAGTATAAAATAAAGTGTGGGATGGGCATGGTGGCT
CATGCCTTTAATTCCAGCACTTTGGGAAGCTGATGTGTGAGCCTTGA
GTITGAGGAGTTCATTGAGGCCAGGAGTTCAAGACTAGCCTGCGCAAC
ATAGTGAGACCTCATCTCTAATTTTTTTTTTTTAATTTA

Sekil 2.1 — PTPN22 geninin 4. ekzonunun baz dizisi. Koyu olarak gosterilen PCR ile
cogaltilan bolgedir. Alt1 cizili olarak belirtilen yerler ise primerlerin
baglanma bolgeleridir.

Calismamizda yukaridaki dizileri belirtilmis primer ciftleri kullanilmistir. PCR
reaksiyonlar1 icin dTTP, dCTP, dATP, dGTP bazlarinin (Fermentas - Litvanya) son
konsantrasyonlar1 2uM olacak sekilde ayarlanmistir. Taq DNA polimeraz (Fermentas
- Litvanya) biitiin PCR reaksiyonlar1 i¢in bir iinite kullanilmigtir. Primerlerin son
konsantrasyonlar1 0,6uM olacak sekilde ayarlanmistir. Son hacim 25ul olacak sekilde,

tampon ve distile su eklenerek PCR tiipleri ile 1s1 dongiisii aletine konulmustur.

Biitiin PCR reaksiyonlarinda 94°C‘de 5dk baslangic denatiirasyonu ve 72°C
‘de 7dk’lik bir son uzama gercgeklestirilmistir. PTPN22 R620W (rs2476601, G/A)
polimorfizmini saptamak i¢in gergeklestirilen PCR sicakliklart 94°C‘de 50 sn,
55°C*de 50 sn, 72°C*de 50 sn olmak iizere 35 dongii olarak belirlenmistir.
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2.5. Kesim Parcaciklar1 Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri, spesifik dizileri taniyarak cift iplik¢ikli DNA’nin
her iki zincirindeki fosfodiester baglarimi keserek DNA’y1 iki ayr1 pargaya ayirir.
RFLP, DNA iizerindeki polimorfizmlerin herhangi bir restriksiyon endoniikleaz icin
kesim noktasini ortadan kaldirmas: ya da herhangi bir restriksiyon endoniikleaz icin
kesim noktas1 yaratmasina dayanarak olusan uzunluk farklarmma gore niikleotid

degisikliklerini saptamaya yarayan bir yontemdir.

Bu caliymada gergeklestirilen enzimle kesim analizleri i¢in reaksiyon tiipii
bagma 10 iinite enzim kullanilmistir. PCR iiriinleriyle enzimlerin 37°C'de reaksiyon
siireleri 12-16 saat olarak gerceklestirilmistir. Asagida bu calismada kullanilan
restriksiyon endoniikleaz enzimi, optimum aktivite gosterdigi sicaklik derecesi ve

enzimin tanima dizisi verilmistir. (Sekil 2.2)

Xcml (New England Biolab - USA)

Tamd1g1 dizi ; v
5°...CCANNNNN NNNNTGG...3’
3’...GGTNNNN NNNNNACC...5’
A
aktivite gosterdigi optimum sicaklik degeri 37°C

AATGAACAAGTGTCAACTTTACTGATAATGTTGCTTCAACGGAATTTAAATAT
AAATTATGGTAAATTTATATTTAATATTAGAATATAAGAATTTCCTTTGGATT
GTTCTAATTAACAATTGTTACAATATTTTTGACATTTTGGATAGCAACTGCT

CCAAGGATAGATGATGAAATCCCCCCTCCACTT CC/f GTAC(T)GGACACCTGA

ATCATTTATTGTGGTTGAGGAAGCTGGTGAGTACAGTTCAGTAAGTATAAA
ATAAAGTGTGGGATGGGCATGGTGGCTCATGCCTTTAATTCCAGCACTTTG
GGAAGCTGATGTGTGAGCCTTGAGTTTGAGGAGTTCATTGAGGCCAGGAGT
TCAAGACTAGCCTGCGCAACATAGTGAGACCTCATCTCTAATTTTTTTTTTTTAAT
TTA

Sekil 2.2 - Xcml restriksiyon enziminin tanidigr dizi. Kesim bolgesi italik olarak

gosterilmistir.
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PTPN22 R620W polimorfizmini tayin etmek i¢cin PCR yontemini kullanarak
cogaltilmis 329 baz ciftlik bolge Xcml restriksiyon enzimi ile muamele edilmistir.
1858. pozisyonda A niikleoitidini tagiyan bireylerde (620W) 163 ve 166 baz ciftlik 2
bant olugmas1 beklenmektedir fakat bantlarin biiyiikliikklerinden dolay: jelde tek bant
goriilecektir. R620W G/G homozigot durumunda enzim DNA iizerinde kesim noktast
olmadig1 icin PCR iiriiniinii kesememekte ve enzimle muamele edilmemis Ornek ile
aym biiyiikliikte tek bir bant olarak goriilecektir. Orneklerin R620W G/A heterozigot
oldugu durumlarda PCR iiriinii kismen kesilmekte dolayisiyla jelde kesilmis ve

kesilmemis olmak iizere 2 bant goriilmesi beklenmektedir.

PCR ve RFLP yontemleri kullanilarak elde edilen iiriinler Agaroz jel

elektroforezi yapilarak incelenmistir.

2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Lonza - ABD) incelenecek olan bantlarin biiyiikliigiine gore (agirlik/hacim
oranina gore ) hazirlanir. Mikrodalga firinda (Regal - Tiirkiye) eritilecek jel tabagina
(Owl Scientific - ABD) dokiiliir. Ornekler, yiiklendikten sonra elektrik akimi altinda
yiiriitiilerek, ultraviyole 151k altinda (Spectroline - ABD) DNA’ya baglanan etidyum
bromidin parlamasiyla incelenir. Sonuglar bir kamera yardimiyla bilgisayar ortamina

aktarilarak (Wealtech Olphin - ABD) fotograflar1 alinir.

Agaroz Jel Hazirlanmasu:

» Gerekli miktarda agaroz tartilir, erlene mayere koyulur.

Malzemeler (%3 liik 150 mL)

Agaroz 45 g
Tris-Borikasit-EDTA (TBE) 0,1X 150 ml
EtidiumBromide (EtBr) Sul

» Gerekli miktarda TBE eklenir.
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» Hafifce calkalanip mikrodalga firina koyulur.

» Mikrodalga firmn, ornek kaynamaya baslayana kadar yiiksek ayarda
calistirilr.

» Araliklarla erlen mayer mikrodalgadan ¢ikarilip calkalanir.

» Kaynama basladiktan sonra mikrodalganin ayar1 diisiiriiliir. Tamamen
eriyene kadar calkalanarak 1sitilir.

» EtBr eklenir ve calkalayarak tiim ¢ozeltiye dagilmasi saglanir.

» Jel tabaginin ¢atlamamasi i¢in ¢ozelti muslukta biraz sogutulur.

» Jel yavasca tabaga dokiiliir ve polimerize olmasi i¢cin en az 15 dakika

beklenir.

Orneklerin Jele Yiiklenmesi:
» Jel tanka yerlestirilir.
» Tank jelin uistiinii kapatacak kadar TBE ile doldurulur.

Ornek Yiikleme Tamponu 6X, 100mL
Bromfenol Mavisi 025 ¢g
Ksilen Siyanol FF 025 ¢g
Gliserol 30 ml

Distile Su ile 100 ml’ye tamamlanur.

» Yiiklenecek ornek sayisi kadar 6X yiikleme tamponu (yaklasik 1’er pl)
parafilm iistiine koyulur.
» 5 pul PCR iiriinii yiikleme tamponu ile karistirilip jeldeki kuyucuklara
yiiklenir.
» Bir kuyucuga da marker koyulur.
» 150 V da 20 dakika yiiriitiiliir.
PTPN22  genindeki R620W  polimorfizmini  belirlemek  amaciyla
gergeklestirdigimiz PCR iirtinlerinin enzim ile kesim sonrasi agaroz jel elektroforezi

Sekil 2.3’ de goriilmektedir.
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—> 329 bg
—> 163 ve 166 bg

1 2 3 4 5 B 7 8 9 10

Sekil 2.3 - PTPN22 geni R620W polimorfizminin Xcml Enzimi ile kesimi sonrasi
%?2,5’luk agaroz jelde elektroforez goriiniimii

1: ® x 174 DNA / BsuR [ (Hae III ) Biiyiikliik marker’1 (Sekil 2.4)
2: Kesilmemis PCR fiiriinii
3vel: Heterozigot G/A hasta ornekleri

4,5,6,7,9,10 : Homozigot G/G hasta 6rnekleri

Basa Pairs
1,353
1,078

a7z

602 —

10
7
234~
194 —
ne
72

Sekil 2.4 - ©X174 DNA/BsuRI (Haelll) Marker, % 1,7 Agaroz Jel
http://www.neb.com/nebecomm/products/productN3026.asp
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2.7. istatistiksel Analiz

Bu caligmada polimorfizmler, genotip dagilimlar1 ve allel sikliklar1 hasta ve kontrol
grubunda karsilagtirilmigtir. Veriler, Binary Logistic Regression modeli kullanilarak
Minitab14 bilgisayar programi ile analiz edilmistir. Sonug¢lar Odds Ratio olarak ifade
edilmis giiven aralig1 (Cl) %95 giivenilirlik diizeyinde hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

Calismaya katilan 121 RKH hastasinin yas1 18-65, yas ortalamasi = SD: 35,9 + 19,0
arasindadir. 78’1 kadin 43’1 erkektir. Gecirilmis ARA tanis1 Jones Kriterlerine gore
yapilmis olup, kalp kapak hastalig1 olanlar hastanemiz Kardiyoloji, Kardiyovaskiiler
Cerrahi, i¢ Hastaliklar1 ve Romatoloji polikliniklerinde takip edilirken bu ¢ahismaya
almmustir. Kalp kapak lezyonlarina gore hastalarin dagilimi; 71 mitral darlik, 10
mitral darlik ve mitral yetmezlik, 31 mitral ve aort lezyonu, 6 mitral, aort ve trikiispit
lezyonu, 3 aort darlig1 seklindedir. Caligmaya katilan 160 saglikli kisiden olusan
kontrol grubu yas1 20-65, yas ortalamas1 + SD: 31,2 + 11,7 arasindadir. 87’°si kadin ve
73’1 erkektir.

Calismamizda PTPN22 genindeki R620W polimorfizmini 121 RKH
hastasinda ve 160 saglikli kisiden olusan kontrol grubunda taradik. Elde edilen veriler
Tablo 2 °de goriilmektedir.

G/G genotipi; 121 RKH hastasinda, 114 kiside %94 oraninda saptandi. G/A
genotipini ise 7 hasta %6 oraninda tasimaktaydi. A/A genotipi 121 hasta grubunda
gozlenmemistir. Bu veriler 15181nda RKH hastalarinda G/G genotipinin %94 oraninda

en yaygin genotip oldugu saptanmustir.

Saglikli kontrol grubundan olusan 160 kisiden 153 saglikli bireyin %96
oraninda G/G genotipinde oldugu saptanmistir. G/A genotipini 7 saglikli birey %4
oraninda tasimaktaydi. A/A genotipi c¢alismis oldugumuz kontrol grubunda

bulunmamastir.

Calismis  oldugumuz RKH hastalar1 ile saglikli  kontrol grubu
karsilastirildiginda, risk artist getirecegini diislindiigiimiiz A allelini tasiyan G/A
genotipindeki heterozigotlarin OR’nin (Odds Ratio) 1,34 oldugu ve P degerinin 0,592
oldugu goriilmiistiir. %95CI; 0,46-3,93’tiir (Cizelge 3.1).
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PTPN22 genindeki R620W polimorfizminin RKH hastalar1 ve saglikli kontrol
grubundaki kisilerin allel dagilimlarma baktigimizda; Hasta grubunda 235
kromozomun G allellini tagidig1, 7 kromozomun A allelli tasidig1 goriilmiistiir.

RKH hastalarinda A allellinin risk artis1 getirip getirmedigini incelemek icin
saglikli kontrollerle karsilastirdigimizda; ¢alismamizda A allellinin OR’si 1,33 diir.
OR degeri 2’nin iizerinde ise yiikksek olarak nitelendirilir. P degerinin anlamli
olabilmesi i¢in 0,05’in altinda olmasi gerekirken ¢alismamizda P degeri 0,597 dir.
Calismamizdaki giiven araligit %95CI; 0,46-3,93 ‘diir. Bu degerler iki grup arasinda

mevcut allellerin herhangi bir risk artis1 tasimadigini gostermektedir (Can , 2006).

Calismaya aldigimiz iki grup arasindaki istatiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriilmiistiir.(P>0.05)

Cizelge 3.1 - RKH Hastalarinda ve Saglikli Kontrollerde PTPN22 Geni R620W
Polimorfizmi Genotip Dagilimlar1 ve Allel Siklig1

PTPN22 RKH Saghkh OR P 95% CI
R620W (n=121) % Kontrol Grubu
(n=160) %
Genotip
GG 114 94 153 96 1
GA 7 6 7 4 1,34 0,592 0,46 393
AA -- --
Allel
G 235 97 313 98 1
A 7 3 7 2 1,33 0,597 0,46 3,85
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4. TARTISMA

Akut Romatizmal Ates (ARA) A grubu ve Beta hemolitik streptokoklara bagli gelisen
faranjitten sonra ortaya ¢ikan multisistemik inflamatuar bir hastaliktir. ilerleyen ve
kalic1 kalp kapak lezyonlar1 Romatizmal Kalp Hastaligi (RKH) olarak bilinir ve

hastaligin en ¢ok korkulan komplikasyonudur.

Hastalik cinsiyet ve wk ayrimi gézetmez ancak ailesel egilim 6nemlidir. Ikiz
caligmalar1 hastaligin genetik temelini ortaya koymaktadir. Son yillarda ARA’nin
altinda yatan genetik nedenleri ortaya cikarmak icin caligmalar yapilmaktadir.
Ozellikle HLA Class II genleriyle hastalik arasindaki iliski incelenmistir. Farkl
toplumlardan yapilan calismalarda farkli HLA antijenleri ARA/RKH ile
iligkilendirilmigtir. Giiney Afrikada Afrikallar ile yapilan bir calismada HLA DRI1
hastalikla iliskilendirilmisken, ABD de afrikali amerikalilar iizerinde yapilan bir
calismada HLA - DR2 anlamli bulunmustur. Amerikali Beyaz wkta yapilan
caligmalarda ise DR4 iin anlamhi oldugu gosterilmistir. Hindu ve Tiirk
populasyonunda yapilan ¢aligmalarda DR3 hastalikla iligkilendirilmistir. Brezilya,
Tiirkiye, Misir ve Litvanya RKH hastalarinda DR7 iligkisi rapor edilmistir (Guédez ve
ark., 1999; Guilherme ve ark., 1991; Guilherme ve ark., 1995; Haydardedeoglu ve ark.,
2006; Ozkan ve ark., 1993; Visentainer ve ark., 2000).

MHC Class II molekiiliiniin otoimmiin hastaliga nasil yatkinlik olusturdugunun
molekiiler mekanizmas1 acik degilsede HLA Class II allellerinin bazi streptokokkal
peptitlerin sunumunu kolaylastirdigi, bunun sonucunda da otoimmiin reaksiyonun

basladig1 diisiiniilmektedir.

ARA/RKH hastalarinda non-HLA genleri de incelenmistir. RKH molekiiler
benzerlik esasina dayanan T-hiicre aracili otoimmiin karakterde bir hastaliktir,
hastaligin ortaya ¢ikis mekanizmasinda yer alan proteinler ve onlar1 kodlayan genler
hastaliga yatkinhik icin aday genlerdir. Islevleri nedeniyle hastaliga yatkinlik

yapabilecegi diisiiniilen genler ¢esitli ¢calismalarda incelenmistir.
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Dogal immiin sistemde patojenlerin taninmasini saglayan TLR genleri ARA
hastalarinda incelenmis ve bazi caligmalarda anlamli bulunmustur. Berdeli ve
arkadaslar1 TLR-2 genindeki Arg753Gln polimorfizminin ARA hastalariyla kuvvetli
birliktelik saptarken, Diizgiin ve arkadaslar1 TLR2 genindeki bu polimorfizminin bu
hastalikla iligkili olmadigini bildirmislerdir (Berdeli ve ark., 2006, Diizgiin ve ark.,
2007) .

Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4) immiin cevap
sirasinda T hiicre aktivasyonu ve proliferasyonunun negatif diizenleyicisidir ve ARA
hastalif1 icin aday bir gen olarak arastirilmistir. CTLA 4 genindeki A49G
polimorfizmi iilkemizden Diizgiin ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada ARA/RKH
ile iligkili bulunmustur (Diizgiin ve ark., 2009).

Protein Tirozin Fosfataz Non Reseptor 22 (PTPN22) geni R620W
polimorfizmi, T-hiicresi reseptor sinyalinin down regiilasyonuna ve otoreaktif
T-hiicresi olusumuna neden olur. RKH’de kalp lezyonlarinda T-hiicreleri 6nemli bir
rol oynar, caligmalar hastaligin T-hiicre aracili otoimmiin bir hastalik oldugunu

gosterir (Guilherme ve ark., 2001).

Yapilan caligmalarda PTPN22 geni R620W polimorfizminin pek ¢ok T-hiicre
aracili otoimmiin hastalikla iligkili oldugu bulunmustur. Meta analizler PTPN22
genindeki C1858T polimorfizminin tasidigr T allelinin (R620W) Beyaz wkda
romatoid artrit, SLE, Graves hastalig1 ve Tip I diabetes mellitus hastaliklariyla iligkili
oldugunu gostermistir. Hastalikla iligkili T allelinin kodlad1g1 proteinin, protein tirozin
kinaz Csk’ ya baglanmadig1 ve bu nedenle T hiicrelerinde asir1 tepkisizlige neden

oldugu diisiiniilmektedir.

Johansson ve arkadagslari, yaptiklar1 bir ¢alismada PTPN22 gen R620W
polimorfizmi ile cyclic citrullinated peptid (CCP) antikorlarinin romatoid artritin
gelisimine katkida bulundugunu gostermislerdir (Johansson ve ark, 2006). Alman
romatoid artrit hastalarnda PTPN22 gen R620W polimorfizmi kadin hastalara gore

erkek hastalarda daha fazla bulunmus ve romatoid artrit ile bu polimorfizm arasmdaki
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iligki gosterilmistir (Pierer ve ark, 2006). PTPN22 geni R620W polimorfizmi Beyaz
populasyonda (Kuzey Amerikali, Ispanyol, Ingiliz, Alman, Macar, Isvecli) romatoid
artritli hastalarda major risk faktorii olarak bulunmustur (Lee ve ark., 2007; Begovich
ve ark., 2004; Orozco ve ark., 2005; Lee ve ark., 2005; Michou ve ark., 2007; Farago
ve ark., 2009).

Kyogoku ve arkadaglar1 PTPN22 gen R620W polimorfizminin SLE ile
iligkisini gostermislerdir (Kyogoku ve ark., 2004). Viken ve arkadaslar1 Norveg
populasyonunda PTPN22 gen R620W polimorfizmi ile SLE arasinda iliski
saptamamiglardir (Viken ve ark., 2005).

Bottini ve arkadaslar1 PTPN22 gen R620W polimorfizminin Tip I Diabetes
Mellitus ile iligkili oldugunu gostermislerdir (Bottini ve ark., 2004).Velaga ve
arkadaslar1 PTPN22 gen R620W polimorfizmi ile Graves hastalig1 arasinda iligki
oldugunu bildirmislerdir (Velaga ve ark., 2004). Japon populasyonunda PTPN22

geninin T varyanti Graves hastalarinda goriilmemistir (Ichimura ve ark., 2008).

PTPN22 R620W  polimorfizminin  birliktelik  gosterdigi  otoimmiin
hastaliklarin yaninda bugiine kadar anlamli bulunmadigi otoimmiin hastaliklar da
bildirilmistir. Lee ve arkadaslar1 tarafindan yapilan meta analizlerde psoriyazis,
Colyak hastaligi, Addison hastaligi, inflamatuar barsak hastaligi ve multiple skleroz
hastalig1 ile PTPN22 R620W arasinda herhangi baglant1 goriilmemistir. (Lee ve ark.,
2007) Ispanya da Beyaz rkda yapilan ¢alismalarda dev hiicreli arterit (Gonzalez ve
ark., 2005), primer sklerozan kolanjit (Viken ve ark., 2005) ve ankilozan spondilit
(Orozco ve ark., 2006) ile R620W birlikteligi goriilmemistir.

Bugiine kadar RKH hastalarinda PTPN22 gen polimorfizmlerinin incelendigi
bir cahsmaya literatiirde rastlanmanustir. Ulkemizde yapilan calismalarda, PTPN22
geni R620W polimorfizminin, Romatoid Artrit (Sahin ve ark., 2009) Takayasu
Arteriti (Sahin ve ark., 2008) ve Behcet hastaligi (Sahin ve ark., 2007) ile iligkili

olmadig1 gosterilmistir.
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Biz de caligmamizda PTPN22 geni R620W polimorfizmi ile RKH hastalig1
arasinda bir iligki bulamadik. Gerek romatizmal kalp hastalar1 gerekse saglikli
kontrollerde A/A genotipini tespit etmedik. G/A heterozigotlar ise hastalarda %6
kontrollerde ise %4 ile istatistiksel olarak anlamli degildi (OR:1,34 P:0,592 ). R620W
allel siklig1 ise hastalarda %3 ve kontrollerde %?2 ile yine anlamli bir farklilik
gostermiyordu. Kadm ve erkek hastalar1 kiyasladigimizda ise, G/A genotipini tagiyan
( % 6,9’u kadin ve %5,1 ‘i erkek) hasta oranlar1 arasinda dikkate deger bir fark

gozlemlemedik.

R620W  polimorfizmiyle 1ilgili Onemli bir durum allel sikhigindaki
varyasyondur. Romatoid artrit, Tip I Diabetes Mellitus hastalar1 ve saglkli
kontrollerle yapilan ¢aligmalar bu polimorfizmin etnik farkliligini ortaya koymustur
(Cinek ve ark., 2007; Gomez ve ark., 2005; Balada ve ark., 2006). Minor T alleli
(R620W), Beyaz rkda Kuzey Avrupadan Giiney Avrupaya dogru inildik¢e belirgin
bir diisiis gosterir. Minor alel i¢in en yiiksek allel siklig1 Iskandinav iilkelerindedir, T
allel siklig1 Isvegte %12,3 Finlandiyada %15,5 dir. Bat1 Avrupadaki minér allel sikhig1
% 7-10 arasindadir. Avrupadaki en diisiik minor allel % 2,1 ile Italyada’dir. C1858T
SNP’i Beyaz wrk disinda Afrika ve Asya populasyonlarinda gozlenmemistir. Beyaz
irkin kendi icinde dahi goriilen bu allel sikhigindaki farkhilik, vaka-kontrol
caliymalarinda hasta ve kontrol grubunun dikkatli secilmesinin Onemini ortaya

koymaktadir (Sharon ve ark., 2007).

Biz yaptigimiz caligmada hem kontrollerde hemde RKH grubunda R620W
allelelini oldukga diisiik tespit ettik (%2 kontroller %3 RKH hastalar1). Ulkemizden
yapilan diger calismalarda PTPN22 R620W allelinin siklig1 saglikli populasyonda
%?2.5 bulunmustur (Sahin ve ark., 2009). Bu oran bizim saglikli kontrol grubumuz ile

uyum gostermektedir.

Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda ozellikle Beyaz wkda
PTPN22 R620W polimorfizminin otoimmiin hastaliklarla birlikteligi gosterilmistir.
RKH’da yaptigimiz bu calisma, iilkemizden yapilan diger calismalar, bu

polimorfizmin iilkemizde otoimmiin hastaliklarin altinda yatan genetik nedenlerden
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biri olmadigini gostermektedir. PTPN22 genindeki R620W polimorfizmi disinda
baska polimorfizmlerin; promotor bdlgedeki G-1123C (rs2488457) polimorfizmi ile
SNP37 (rs3789604) polimorfizminin incelenmesinin iilkemizde yapilan ¢aligmalarda

ek bilgiler saglayacagini diisiinmekteyiz.
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5. SONUC

Calismamizda RKH’de PTPN22 geni R620W polimorfizminin hastaliga yatkinlik
saglayan genetik faktorlerden biri olup olmadigim arastirdik. Caligmanin sonucunda
PTPN22 geni R620W polimorfizminin RKH hastalarinda kontrol grubuna gore
istatiksel agidan anlamli bir farklilik géstermedigini saptadik.(P>0,05)
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OZET

Romatizmal Kalp Hastaliginda Protein Tirozin Fosfataz Non Reseptor 22
Gen Polimorfizmi

ARA, grup A Beta Hemolitik Streptokokkal farenjite kars: agir1 immiin cevap sonucu olusan
sistemik inflamatuar bir hastaliktir. Insan hedef organ/dokular1 ve infeksiyon ajaminin 6zgiin
komponentleri arasindaki molekiiler mimikri, RKH’de otoimmiin reaksiyon gelisimine ve
kardiyak doku yikimina neden olur. PTPN22 geni R620W (rs2476601 G/A) polimorfizminin
pek cok otoimmiin hastalikla iligkili oldugu bilinmektedir. Biz bu ¢alismada RKH’de PTPN22
R620W gen polimorfizminin hastalia yatkinlik saglayan genetik faktorlerden biri olup
olmadigin arastirdik.

Calismaya 121 RKH hastas1 ve 160 saglikli kontrol grubu alindi. Hasta ve kontrol
grubunda periferik ven6z kan orneklerinden DNA izolasyonu yapildi. DNA izolasyonundan
sonra polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan DNA’larda, kesim parcaciklari uzunluk
polimorfizmi yontemi kullanilarak polimorfizmler incelendi. PTPN22 geni R620W G/A
polimorfizmini igine alan gen bolgesine ©zgiil primerler kullanilarak PCR teknigi ile
amplifiye edildi.

Calismanin sonucunda PTPN22 genindeki R620W polimorfizminin RKH hastalar1 ve
kontrol grubunda istatiksel a¢idan anlaml bir farklilik gostermedigini saptadik.

Anahtar Sozciikler: Gen polimorfizmi, Protein Tirozin Fosfataz Non Reseptor 22,
Romatizmal Kalp Hastaligi,
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SUMMARY

Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor 22 Gene Polymorphism in
Rheumatic Heart Disease

Acute rheumatic fever (ARF) is a systemic inflammatory disease occurring as a consequence
of an exaggerated immune response to group A, beta haemolytic streptococcal pharyngitis.
The molecular mimicry between human target organs/tissues and specific components of the
infectious organism leads to the development of autoimmune reactions and cardiac tissue
damage in rheumatic heart disease (RHD). The R620W (rs2476601 G/A) polymorphism in
PTPN22 gene, is known to be related with many autoimmune diseases. In this study we
investigated whether PTPN22 R620W gene polymorphism is one of the genetic factors that
confer susceptibility to RHD.

121 RHD patients and 160 healthy control were studied. DNA was isolated from
peripheral venous blood of patients and controls. For PTPN22 R620W G/A gene
polymorphism DNA was amplified by polymerase chain reaction technique, PCR product
were genotyped by restriction length fragment polymorphism technique.

PTPN22 R620W gene polymorphism did not show statistically significant

difference between with RHD patients and control group.

Key words: Gene polymorphism. Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor 22,
Rheumatic Heart Disease,
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