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interferon Diizenleyici Faktdr 3 (IRF3) proteini IRF (Interferon Regulating Factor:
IRF) ailesinin bir UGyesidir. Birgok IRF, patojenlere karsi cevap olusumunda,
hematopoietik hicrelerin farklilasmasinda, gen ifadesinin dizenlenmesinde, hlcre
dénglisii ve apoptozisin diizenlenmesinde rol oynar. interferon diizenleyici faktér 3
(IRF3), bir transkripsiyon faktértdur. IRF3 birgok hicrede, sitoplazma igerisinde
inaktif formda bulunur. Viris enfeksiyonu ardindan aktif hale gelir; yer degistirerek
hicre ¢ekirdegine hareket eder ve hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir.

Bu calismada IRF3 genindeki genetik degisikliklerin Turk toplumundaki frekansini
ve astim ile olan iliskisinin ortaya konmasi hedeflenmistir.

Astim, genetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigi geri dénidsimli hava
yolu daralmasi, brons asiri duyarlili§i ve hava yolu inflamasyonu ile karakterize
olan, mekanizmasi tamamiyla aydinlatiimamig kompleks bir hastaliktir.

Sunulan bu calismada ilk olarak IRF3 molekulinin 25 saglikh ve 25 astimli
bireyde yakin ve uzak promotor bolgesini igine alacak sekilde 1000 baza kadar
promotor, 5' UTR, 8 ekzonun timu, ekzon intron baglanti bolgeleri ve 3'UTR

bolgeleri DNA dizi analiz yontemi ile gendeki nukleotit degdisikligi tarandi. Yapilan



bu tarama sonucunda, IRF3 genindeki SNPlerin 7 adedi Turk toplumunda
saptandi ve hasta, kontrol bireylerin genotip ve alel frekanslari belirlendi. Ikinci
asamada rs34739574 ve rs139412285 SNP’lerinin astimli ve kontrol drnek sayisi
artirlarak PZR-RFLP yontemi ile Turk toplumunda gorulme sikliklari belirlendi.
Sonug olarak tanimlanan rs3204440 SNPnin sikligi astimli ve saglikli bireyler
arasinda genotip ve alel frekanslari daglimi agisindan anlamli farkhlik gézlenmigtir
(p<0.05). Ancak tanimlanan diger SNP lerin sikligi astimh ve saglikh bireyler
arasinda genotip ve alel frekanslari daglimi acgisindan farklilik goézlenmemistir
(p>0.05).

Anahtar Kelimeler: interferon, interferon regilatér faktor 3, astim, tek nukleotit

polimorfizmi, endotoksin sinyal yolu
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Interferon Regulating Factor 3 (IRF3) protein is a member of IRF (Interferon
Regulating Factors) family. Most of IRFs play an important role in the constitution
of responses to pathogens, differentiation hematopoietic cells, regulation of gene
expression, the regulation of the cell cycle and apoptosis. Interferon regulatory
factor 3 (IRF3) is a transcription factor. IRF3 is located in the cytoplasm as an
inactive form in many cells. Upon virus infection, IRF3 is activated and is
translocated to the nucleus, where it induces the transcription of target genes.

The purpose of this search is to show the association between frequency of
genetic variation of IRF3 gene with asthma in Turkish population.

Asthma is a complex disease, whose mechanism has not been completely
displayed, which is characterized by reversible airway contraction, extreme
bronchial sensitivity, and airway inflammation. In the development of asthma,
genetic and environmental factors are the most prominent effective risk factors.

In this study, firstly in 25 healthy people and 25 asthma patients the promotor up to

1000 base pairs, the 5' UTR, all 8 exons, with the exon-intron boundaries and



3'UTR regions of IRF3 molecule screened with DNA sequence analysis method in
a manner including the near and distant promotor region.

As a result of DNA sequence analysis in Turkish population, 7 SNPs of IRF3
molecule were detected and genotype, allele frequency of patient and control
groups are determined. Secondly, the prevalence of known 2 SNPs (rs34739574
and rs139412285) with increasing the number of samples in Turkish population
were determined by the PCR-RFLP method.

Consequently, in our study the rs3204440 SNP showed significant genotype/
allele associations with Asthma (p<0.05). But in other detected SNPs in IRF3
gene is no significantly different between of two groups (Asthma and Controls)
(p>0.05).

Keywords: Interferon, interferon regulating factor 3, asthma, single nucleotide

polymorphisms, endotoxin signal pathway
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1. GIRIS
Hizli ve duzenlenmis hucre tepkisi, konak savunmasinin merkezinde yer
almaktadir. Belirli bir transkripsiyon faktorinin hlcre tipi ve/veya hucresel
uyaricilarin yapisina bagh olarak bu hucresel cevap, farkli bir hedef gen setinin
ifadesini kontrol ettigi bir genetik duzenleyici sistem tarafindan koordine
edilmektedir. Boyle bir transkripsiyon faktorinin iglevsel gesitliligi, hlcre igerisinde
birlikte dagilan ve/veya aktive edilen transkripsiyon faktorleri ile modifikasyonuna
(6rnegin, fosforilasyon) vel/veya etkilesimine baglidir, aslinda bu duzenleyici
sistemler ile ilgili genlerin dagihmini hizli bir sekilde degistirdiklerinden hucre digi

patojenlere kargl, konak savunmasi acisindan Kritiktir [1].

Antiviral cevapta oncelikle patojenler hucrelerin 6zgul reseptorleri araciligiyla
taninir daha sonra bu patojenlere karsi interferonlar dretilir. Molekller olarak
karakterize edilen ilk sitokin serisi olan interferonlarin (IFN), viral enfeksiyona karsi
konak savunmasinda 6nemli gorevleri vardir. interferonlar, interferon (reten
hlcrenin tipine ve interferon Uretimini uyaran patojen tipine goére 3 grup altinda
toplanmigtir. Tipl interferonlar: Bu grupta IFN-a alt tipleri, IFN- ve daha az bilinen
IFN-€,IFN-k ve IFN-w gibi aile Gyeleri mevcuttur. Tip Il interferonlar: Bu grupta yer
alan interferon gamma (IFN-y) mitojenik etki sonucunda veya antijenle uyariimis
yardimci T hicrelerinden salinir. Tip Il interferonlar: Bu grupta IFN- A1, IFN- A2 ve

IFN- A3 aile Uyeleri mevcuttur [2,3].

interferonlarin ifadesi interferon Regiilatér Faktér proteinleri tarafindan kontrol
edilir. Bu gune kadar, interferon regulator faktor (IRF) ailesinin dokuz Uyesi (IRF-1
- IRF-9) tespit edilmistir. Bu faktorlerin, ortak noktalari, iyi korunmus bir N-terminal
DNA-baglayici (DBD) bdlgedir ancak farkh fonksiyonel o&zellikler gdsterirler ve
immuUn yaniti icin gen ifadesini dizenleyen, hematopoez ve hlicre yasami igin kritik

aktivatorler ve/veya baskilayicilar olarak gérev yaparlar [4].

IRF-3 proteini, interferon regiilatér faktérler ailesinin bir Giyesidir. IRF-3 proteini tim
hicrelerde ve dokularda ifade olur ve o6nemli bir hicresel antiviral sinyal
molekuluduar. IRF-3'Un cgesitli hicresel yollarda yer aldigi gosterilmigtir. Yapilan
calismalar hlcredeki fazla miktarda IRF-3 proteinin, DNA sentezini inhibe ederek
apoptozda o6nemli bir etkisi oldugunu gostermistir [5]. IRF-3 proteinini kodlayan
gen kromozom 19g13.3-q13.4’e yerlesmistir ve 8 ekzonu bulunur. IRF-3 proteini



55 kDa molekul agirhigindadir ve toplam 427 aminoasitten olusur. IRF-3 proteinin 2
onemli domaini vardir: NTD (N-terminal DNA-binding domain) ve CTD (C-terminal
transactivation domain). Enfeksiyona ugramamis hicrelerin sitoplazmasinda IRF-
3’Un 2 domaini birbiri ile etkilesime girerler ve aktif olmayan bir uyum olusturur.
Enfeksiyonun ardindan, viris ya da cift zincirli RNA enfeksiyonu sonrasinda;
IRF3,C-terminal domaininin fosforilasyonu ile aktif hale getirilir sonrasinda yer
degistirerek hucre c¢ekirdegine hareket eder ve c¢ekirdekde hedef genlerin

transkripsiyonunu baglatir [6-8].

Bu tez calismasinda IRF3 geninin Turk populasyonunda genetik analizinin
yapilmasi hedeflenmistir. Ayrica IRF 3’Un pek ¢ok hastalikla iligkisi oldugu igin

normal bireylerin yani sira 6zellikle astimli hastalarda da genin analizi yapiimigtir.

Astim, genetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigi geri dontsumliu hava
yolu daralmasi, brons asiri duyarlihgl ve hava yolu inflamasyonu ile karakterize,
mekanizmasi tamamiyla aydinlatimamis kompleks bir hastaliktir. Astim
gelisiminde, kisisel (genetik, obesite, cinsiyet) ve cevresel faktorler (allerjenler,
enfeksiyonlar, mesleki duyarlastiricilar, sigara, ev ici ve ev disi hava kirliligi)
etkilesime girerek hastaligin ortaya c¢ikmasina neden olur. Astim farkli yas
grubundaki tim insanlari etkileyen ciddi bir halk saghgi sorunudur. Tium dlinyada
bu hastaliktan etkilenen 300 milyon kisinin oldugu rapor edilmigtir [9]. Birgok
gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde oldudu gibi Turkiye’de de 6nemli saglk
problemlerinden olan astim, hem yagsam kalitesinin diugsmesi hem de yuksek tedavi
masraflari nedeniyle dncelik verilmesi gereken bir sorundur. Aile ve vaka- kontrol
iligkisi c¢alismalari, astima yatkinlikla ilgili ¢ok sayida kromozomal bdlgeyi
tanimlamistir. Birgok gen tarafindan etkilenen bir hastalik olan astimin patogenezi
henuz tam olarak acgiklanamamigtir. Astimla iligkili yeni genlerin bulunmasi ve bu
genlerin etkilerinin arastirilmasi hem astim patogenezinin anlasiilmasi hem de yeni
tedavi yontemlerinin gelistiriimesi icin olduk¢a 6nemlidir. Onerilen ¢alisma, IRF-3
proteinin astimdaki fizyolojik yerini tanimlanmasi ile henliz anlagilamamis astim

patogenezinin agiklanmasina katkida bulunacaktir.

Bu tez calismasinda 6ncelikle Turk populasyonundaki IRF-3 proteinini sifreleyen
gendeki olasi varyantlar tanimlandi. IRF-3 genin promotoru, 8 eksonu, ekson-
intron baglanti bolgeleri ve 3° UTR bolgesi 6zgun primerlerle gogaltilarak DNA dizi

analizi yontemi ile incelendi. Saptanan varyasyonlardan ikisi daha sonra uygun



PZR-RFLP yontemi ile tanimlanarak alel ve genotip frekanslari astimli ve normal

bireylerde karsilastiridi.



2. GENEL BILGILER
2.1. interferon

interferonlar (IFN) 6zglil hiicreler tarafindan patojenlere (bakteri, parazit ve timor
hlcreleri) ozellikle de virlslere kargi cevap olarak immudn sistem hacreleri
tarafindan Uretilir. Interferonlar dogal proteinlerdir. Sitokinler olarak bilinen
glikoprotein ailesinin iginde yer alirlar [2]. Yakin zamanda yapilan ¢alismalar, virus
enfeksiyonlarinda interferonlarin enfeksiyonlara karsi aktif rol oynadiklarini
gOstermigtir [10]. Virusle enfekte olan hulcrelerden salinan interferonlar, enfekte
olmamis hucrelerin reseptorlerine baglanarak bu hdcreleri uyarir ve virise karsi

diren¢ olusumunu saglar [2,3].
2.2. interferonlarin Tipleri

interferonlar, interferon Ureten hicrenin tipine ve interferon Uretimini uyaran

patojen tipine gére 3 grup altinda toplanmistir.
2.2.1. Tip | interferonlar

Bu grupta IFN-a alt tipleri, IFN-B ve daha az bilinen IFN-¢, IFN-k ve IFN-w gibi aile

Uyeleri mevcuttur.

Tip | interferonlar viral enfeksiyonlara karsi erken dogal immuniteyi duzenlerler.
VirUs ile enfekte olan hlicreden salinan interferonlar enfekte olmamis komsu
hlcreleri uyararak bu hucreleri enfeksiyondan korurken ayni zamanda otokrin
olarak enfekte olan hicredeki virls replikasyonunu azaltir. Bunun yani sira tip |
interferonlar sinif 1 MHC (Major histocompatibility complex) molekdllerinin ifadesini
arttinr, Th1 hucrelerinin (T Hepler Cells1) gelisimini uyarir ve NK hucrelerinin
(Natural Killer Cells) sitolitik aktivitesini arttirir. Tam tip | interferonlar, hedef
hucrelerin yuzeyinde bulunan 6zgul reseptor komplekslerine baglanarak etkilerini

gOsterirler.
IFN-a I6kositlerden, IFN-( ise fibroblastlardan salinir [2,3,9,10].
2.2.2. Tip Il interferonlar

interferon gamma (IFN-y) mitojenik etki sonucunda veya antijenle uyariimis T
helper hiicrelerinden salinir. En 6nemli makrofaj uyarici sitokindir. Aktif makrofajlar
fagosite ettikleri mikroplari éldirme yoéninde uyarir. IFN-y, IFNGR adli reseptor

kompleksine baglanarak aktivite gosterir [2,3,10,11].



2.2.3. Tip lll interferonlar

Bu grupta IFN-A1, IFN-A2 ve IFN-A3 aile uyeleri mevcuttur. Ayrica, 28a, 28b ve
29a interlOkinler olarak da adlandiriimaktadir. Tip Il FN'nin biyolojik aktiviteleri
IFN | aktivitelerine benzer, ama genellikle daha az yogun ve daha kisithdir [10,11].

2.3. Viral Enfeksiyonlar ve interferonlarin Aktivasyonu

VirUs ile enfekte olundugunda konakg! tarafindan gelistirilen antiviral cevapta ilk
onemli adim virUslerin hucreler tarafindan taninmasidir. Patojen tanima
reseptorleri (Patogen recognition receptor PRR’ler) adi verilen reseptorler bu

gOrevden sorumlu reseptor ailesidir [12].
PRR’lerin Tipleri:

1. Toll-benzeri reseptorler (Toll-Like Receptors): Viral nukleik asitleri taniyan
TLR’ler: TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9 dir.

2. Melanoma farkhlagma iligkili gen 5 (Differentiation-Associated gene 5);
MDA-5

3. Retinoik asit indiiklenebilir Gen | (Retinoic acid-Inducible Gene I); RIG-I

seklinde siniflandiriimistir.

Antiviral cevaptaki ikinci adim Tip | IFN’lerin Gretimidir. Tip | IFN’ler ilk olarak
1957’de Isaacs ve Lindermann tarafindan yapilan ¢alismada viral replikasyonda
etkili olan proteinler olarak gosterilmigtir [13]. Tip | IFN’lerin salgilanmasi ile viral
replikasyona karsi direng uyariimasi, MHC sinif | ifadesi ve antijen sunumu
artmaktadir. Ayni zamanda dogal katil hicreler olarak bilinen NK (Natural Killer
Cell) hucrelerini aktive ederek viris ile enfekte olmus hicrelerin ortadan
kaldirilmasini saglar. Buna ek olarak IFN’lar, tip | IFN reseptorlerine baglanarak
ISGF3’U (Interferon Stimulated Transcription Factor, IFN ile uyarilan gen faktor 3)
aktive eder ve IFN ile induklenebilir genlerin transkripsiyonunu, pro-inflamatuvar

sitokin ve kemokinlerin salinimini indikler [13,14].
2.4. Interferon Diizenleyici Faktorler [Interferon Regulating Factor (IRF)]

interferonlarin ifadesi interferon Regilatér Faktor (IRF) proteinleri tarafindan
kontrol edilir. Memelilerde 9 Uyeden olusan IRF ailesi, IRF1, IRF2, IRF3, IRF4,
IRF5, IRF6, IRF7, IRF8 (ICSBP) ve IRF9 (ISGF3Y), 1980’lerin sonunda Tipl
interferon arastirmalari sonucunda tespit edilmistir.Birgok IRF, patojenlere karsi



cevap olusumunda, hematopoietik hucrelerin farklagsmasinda, gen ifadesinin

duzenlenmesinde, hicre dongusu ve apoptozisin duzenlenmesinde rol oynar [15].

Bu ailenin proteinleri 6zgul bir DNA-baglayici domaini (DBD) paylasir. Bu
domainde triptofan uglari DNA ile temasa gegtiginde hidrofobik bir alan olustugu
dusundlmektedir. Bu alan bes adet yluksek korunumlu triptofan tekrarlariyla ilk 115
aminoaside karakterize edilip; yerlestiriimigtir. Triptofan rezidulari sadece gl DNA
ile temas kurmak icin gereklidir. Tum IRF’ler arasinda ortak olan bu domain Helix-
turn-Helix yapisi olusturarak, IFN tarafindan uyarilan genlerin promotor boélgesinde
yer alan IFN-ile uyarilan duzenleyici element (Interferon Stimulated Regulated
Element ISRE) bolgesine baglanmaktadir [16-18].

Bu faktorlerin her birinin DBD’si benzer bir temel DNA sekansini taniyor olsa da
baglayici alan, tek basina 6zgul promotor elementlerini hedeflemede ve bu
faktorlerden her birinin 6zgul fonksiyonunu yonlendirmede yeterli degildir. IRF
molekullerinin IRF baglanti domaini (Interferon Associated Domain IAD) olarak da
bilinen C-terminal bdlgeleri DBD’ye goére daha az korunuyor olsa da, IRF
faktorlerinin bazilar, IRF3, IRF5, IRF7 bu bdlgede benzerlik gbstermektedir
[12,17,18] (Sekil 2.1). Bu bodlgenin IRF’lerin protein-protein etkilesimlerini
dizenlemede dnemli oldugu dustnitlmektedir. IRF proteinlerinin C-terminali (IRF1
ve |IRF2 disinda) baska transkripsiyon faktorleri ile homo-heteromerik
etkilesimlerden sorumludur. Diger proteinlerle olan etkilesimler, muhtemelen
IRF’lerin DNA bagdlayici 6zgunligune ve fonksiyonuna katkida bulunur. Bu

etkilesimler IRF’lerin ¢ekirdege tasinmalarina da katkida bulunur [12,15].

IRF’ler Uzerine yapilan calismalar IRF’lerin 6zglin olarak Tip | IFN uyariimasinda
onemli olduklarini géstermektedir. Bununla birlikte IRF aile Uyeleri adaptif immln
yanitta, hidcre farklilasmasinda ve tumér baskilamayi sekillendirmede de rol
oynamaktadir. IRF ailesi Uyelerinin bircok 6nemli roli olmasina karsin, bu
transkripsiyon faktoérleri hakkinda vyapilan c¢ogu arastirma Tip | IFN

induksiyonundaki gorevleri tizerine odaklanmaktadir [12,16-18].
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Sekil 2.1. IRF3, IRF5 ve IRF7’nin dizi benzerligi [12]

2.4.1. interferon Diizenleyici Faktér 3 [Interferon Regulating Factor 3 (IRF3)]

interferon Reglilator Faktor 3 geni (IRF3) ilk olarak Expressed Sequence Tags
(EST) veri tabaninda IRF1 ve IRF2 genlerinin homologlarinin arastiriimasi
sirasinda tanimlamistir. IRF3 proteini, IRF ailesinin bir Gyesidir. Bu protein tum
hlcre ve dokularda ifadesi olan énemli bir hlicresel anti-viral sinyal molekultdar ve

birgcok hiicrede sitoplazma igerisinde inaktif formda bulunur.

IRF3 proteinini kodlayan gen, kromozom 19q13.3 g13.4 lokasyonunda

bulunmaktadir ve 8 ekzon igermektedir [16].

IRF3 proteini 55 kDa agirligindadir ve toplam 427amino asitten olusur. IRF3

proteinin 2 onemli domaini vardir:
1. N-terminal DNA-bagliyici domain
2. C-terminal transaktivasyon domain

iki domain prolin amino asidi bakimindan zengin olan bir baglayici dizi ile birbirine
baghdir. Bu baglayicida, “Nuclear Export Signal (NES)” dizisi bulunur. Viral
enfeksiyonlarda IRF3, CTD domain’ninde bulunan Ser/Thr rezidularinin



fosforilasyonuyla aktive olur. Bu fosforilasyondan dolayi, CTD domain’ninin negatif
yuku artar ve IRF3’Un dimer haline gelmesi saglanir. Dimerize olan IRF3 molekuli
sitoplazmadan cekirdege tasinir ve orada p300/CBP koaktivatoru ile birleserek
hedef genlerin (IFN-a ve IFN-B genlerinin) transkripsiyonel aktivasyonunu saglar
[17,19,20].

interferon daha sonra hiicreden ayrilir ve hiicre-yiizey reseptérlerine baglanir,
JAK/STAT yolu olarak bilinen iyi karakterize edilmis bir sinyal transdiksiyonuna
yol acar (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. JAK/STAT yolu (Hepatit C virtsinin hicre i¢i konak savunmasindan
kacis yolu ) Nature 436, 939-945 (18 August 2005)

Aktive edilmis STAT proteinleri ¢ekirdege tasinir ve IRF faktor p48 (ISGF3g) ile
birleserek ISGF3 kompleksini olusturur. Bu kompleks sonra interferon-uyariimis
genlerin (interferon-stimulated genes (ISGs)) promotdrlerinde mevcut olan
interferon-hassas cevap elementine (interferon-sensitive response element ISRE)

baglanir ve ifadelerini aktive eder [21].

IRF-3°Un sUrekli transfekte olan hicrelerdeki asiri Gretimi hicre buylumesini ciddi
oranda etkiliyor gibi durmamaktadir. Bunun nedeni su olabilir: uyarimamig
hicrelerde IRF-3, sitoplazma iginde inaktiv olarak bulunur ve de etkin olmasi igin

fosforlanmasi sarttir. Viral enfeksiyonun IRF-3 fosforlanmasini indikledigi ve de



cekirdege dogru hareketlendirdigi bilinmektedir ki burada p300/CBP transkripsiyon
koaktivator ile birleserek IFN-a, IFN-B olmak Uzere hedef genlerin
transksripsiyonuna yol agmaktadir. Gen transkripsiyonunu indukleyecek bir
fosforlanmayi gerektirmeyen konstitutif olarak aktif IRF-3 yapisinin ifadesi

apoptoza yol agiyor gibi durmaktadir.

Viral enfeksiyon disinda IRF3’un fosforlanma ve aktivasyonu, diger genlerin
(inflamatuvar genler gibi) transkripsiyonuna da sebep olabilmektedir. Bu nedenle
blyuime faktorleri tarafindan IRF3’Un aktivasyonu hucre buyumesinin negatif
kontroline yol acgabilmektedir [16]. IRF3 geninin bulundugu bodlgenin gliomalarda
genellikle delesyona ugramis olmasi tUmor baskilayici bir role sahip olabilecegine
dair bir kanit olusturmaktadir. IRF3 geninin promotorunda ve ilk intronunda ¢ok
saylida GC tekrarlari olmasi bu genin ifadesinin diger tumor baskilayici genlere

benzer sekilde, metilasyon yoluyla dizenlendigini isaret etmektedir [16].
2.4.2. IRF3’un Genomik Organizasyonunun Karakterizasyonu

IRF-3 proteinini kodlayan gen kromozom 19g13.3-q13.4’e yerlesmistir ve 8 ekzonu
bulunur [22,23]. Ekzon intron baglanti bolgelerinin tamami GT/AG konsensustine
uyar. ATG translasyona baslama kodonu genin ikinci ekzonunda bulunur. IRF3'lUn
DBD’nin kodlama sekansi; ICSBP, IRF1 ve IRF2’ye benzer sekilde ikinci ve
ticlincti ekzonlarda bulunur. insan IRF3 geninin intronlari, tanimlanmis olan diger
IRF genlerine kiyasla ¢ok daha kisadir. IRF3 genini iceren bdlge, kromozom 19’un
yaklasik 7 kb’lik bdlgesinde yer almaktadir. IRF3 geninin genetik organizasyonu
sematik olarak Sekil 2.3’'te ve nukleotit dizisi Sekil 2.4'te gdsteriimektedir. IRF3

geninin cDNA ve aminoasit dizilimi ise Sekil 2.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. A) IRF3 genine ait promotor, 5" UTR, B) 1. ekzon, intronun

organizasyonu ve C) kromozom Uzerinde yeri [16]

>chromosome:GRCh37:19:50162229:50170632:-1

TGCAAGCAGTCTCTTTCCCCAACTCCCTCCCTCCCCCGCTGAGGACCTCTCTCCARAAACCCCARAGACA )

GAGAATAGAGCCAGATATAAAGAGAGGAGACAGACTGAGACCAGGAGCAAGAGTTAGGAGGGAGCCTCA
AATGCTGGCCCCTGGGGGAGAAGGGCCACTCCTCTTACCTAGGTGGAGTTGGAACAGGAGACCCGGCAG
CCTCACCACGCCTAAGGAAGGCAGCTAGGACCCTCAGCGTGTCTTCCCGGAGCCCCAGCTCTTCAGAGC
CTGCCATGGAGGCACCTGTGAGAGAGAGGGTTAGGGACTGGACTCCAAGGGTTTAGCAAGAAGTGGAGG
CTTGGGGACCAGGACTTGTGAGTCCCAAGGAAGGTGCTGAGGGCCTGGACTCCTGGGTCCTTTGGAGAG
TGTGGGTCTGGGGGCCTAGACTCTTGAGTCCTCAGACGAAAAAGCGATCAGGAAAAAGACTCTTCGATC
CAAGGAAAGGTGGTGGGGCTGGGTGCCCAGATTCGTGGGTCTAAAGGAGGAGGGAGCTGGGGTCCTGGA
CTTCTGAGTCTTAGAGAAAAAGGAACTGGAGCCCCAGACCCTTAGGTCTCCCAGGAAGAAGAGGCTTAG
CGCCCCAACTCCTGGATTCTATAAGAGGCATATGCCAAACTCCTGAAACCCTTAAAGCATCGGGAACTA
CCAATCCCAAGAGGTTTCAGGGCAAATCTTCCCCTAGGTCCGCGCTTCTTCGCCGCGCAGCCTGCTGTG
AGGTGTAGTTCCAAATCTCCGACCCCTGCTGGAATCTAGAGGACCCTGGACCCTTGGATATCAGAGAAG
CGGGACTGGGGTGCCCACCACTGGATCCCGGCCCCCTCCTCTTCCCTCCTCACCCCACCCCTCGTCAAC
ACCCCGCTGACCTGGTCCGGGGCCCCACCGCCGCCTCCTCCACTCAACTTGCGGTCTCCTCCACTGAAC
TCGTACAAACTTTATTAGTTCAACTTTCCCGCGCCTGCGCACTGGGCCGGGTCGATAACCGGCCCAGCG

TAGAAAGGGCGGAACGCTGGGTGCACGCTCAATTTGCATGTGACGCTCCCAGCATGCCTCTGGCCGGAA <

ACCCAAAAAAGGGCATAGGGGCGGGAACAGCCCAGCGGGCCGTCCCATCGGCTTTTGGGTCTGTTACCC
AAAGAATGATAAAGTTGGTTTTATTTCAAGAAGTCGATCAAAAAGAAAGCCCCAGCGCTCTAGAGCTCA
GCTGACGGGAAAGGGGGTGCGCAGCCTCGAGTTTGAGAGCTACCCGGAGCTCCAAGACAGGGGTGGGTT
CCAGCTGCCCGCACGCCCCGACCTTCCATCGTAGGTAACGCGGAAGAGCCCGGGAGAGCGTTGGTGGCG
TCCGAGAGCGAGGAGCGGGAAAGAGGATGGGTCTGCACGGAGAGTGGAAAGGCAGGCTGTGTACTCTGG
GGAAAGTGGAGCAAGGAAGGAGCTACAGTGGCCGACGCTGGAGGT

intron

. Promotor
ve 5’UTR

> Ekzon 1

CGGCTGCAGAAAAACTAGAAAAAGTAGGGAGGAAAGAGGAAAAGAGGAGGCGTCTACACTGAGGGGGTT
CTAGAGAGGGAGGGGTGGACTCCGTAGATGGGGGTAGTTCAGTCTCGAAACCTGGGGCGTGCTCTGTCC
TGGAGGAGGGAGGCGGGCAGTCGGAGGGGAATTGAATGGAAGTTCTGTGTTGGAAATGTTTTGGGAGAT
CTTCTGTAGGGGGACTGTGGAAGGGGGTCTACATTGGGGTAAGTGCAGGAGGTAGAGGCTTACACGTGA
ATCGATTCTGCACTGAAATAACTAGGGAAAGAGGATGCTACCCTGAAAGTGGGGATACTTACTTTCGAT
GATGTGGGGGAGGGAGGAGGTCTATACTGGCGGAATTGAGGGAGTGGAGGGTCTGCACTGAAGACGCTG
GGGAAGGATGTGCCATGGATATGGGAAGGAACCCTAGCTGATTAGAGAGCCTCTCGGGAGGATGGGAGG
ATGGGAAGAGGAGGTTTCCTGTTTGTACCCCCGAAAATATGGGTGAAGGACCTGTGCCGTGGCCCGTGA
GAAGGAGGTCTGGGTGCGGAAACTCCAGGCCAGGTGGGTCCGGGGGAGGCCGGTCGCGCCCAGGAAATG
CCCTATACGC GCAGGCCGGACC-GGAACCCCAAAGCCACGGATCCTGCCCTGGCTGGTGTCGCAGCT
GGACCTGGGGCAACTGGAGGGCGTGGCCTGGGTGAACAAGAGCCGCACGCGCTTCCGCATCCCTTGGAA
GCACGGCCTACGGCAGGATGCACAGCAGGAGGATTTCGGAATCTTCCAGGTGCGTGCGACGACCTGGGA
CG

intron

Ekzon 2

10




CTGGAAACCCGGAGCTGCGCGCTGGGCGGAAAGGACTCCTAGTGGGCCCGGCTGAGAAGGCGGAGGTGG
CGCGCGAGGGGCGGGCTCGTGCCAACGCTGGTGGGTGGGGCTAGAACGGGAGGGGCGGGGCTAGCCGGA
TCCGCTGACTGATGGTGGGGCGCAAGCAGGGTTGGAGCTGCAGGGTTACGGGAATAAAACCGGGAAAGC
CGGTTAGTACGCAAAGGAAATGCATCCTGGGGGTTTGGGGCTTTCTAGAGGCCGGGGCTCTTGGTTGTA
GGATAGATACTGGGGGATGGTTCTTGAAACATCAGAGGTGAGGCCTGGAGCCCCAAATCTGAGGTTCCT
AACTACCGAATTAGTATATGCCAGAGGTGGTAAACAGTGTGAGGGGCGGGGTTATCACAGAGGGTGTCG
CGGGGCAGGTGGTGCACGGGATTAGACACCAAGTTGGACTTGGAAGCCTGGCTTAGAAAGAAAAGGTTT
TTGGGCCGGGGGCGGTGGTTCACACCTGTAATCCTAGCACTTTGCAAGGCCAAGGCGGGAGGATCGCTT
GAGCCCAGGAGTTTGAGGCCAGCTTGGGCAACATAGGCTCCATCTCTTTAAAAACAAAAGCGAAACARAA
ACAAAAACCAAAGAGGTTTCAAAGGCTTTTGAAGAGGCCGAGCACAGTAGCTCATGCCTGTAATCCCAG
CACTTTGGGAGGCCGAGGAGGACGGATCACCTGAGGTCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGGT
GAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCCAGGTGTAGTGGTGCCCACCTGTAATCCCAGCTA
CTCAGGAGGCTGAGACAGGAGAATCGCTTGAACCGGGGAGGCGGAAGTTGCAGTGAGCTGAGATTGCAC
CATTGCATTCCAGCCTGGGTGACAGGAGTGAAACTCCATCTCAAAAAGAAAAAAAGCCTTTTGAAAACT
AGAGGTGGGGGATGGAGGTAGGTGGGACGGGGGGATTTGGGGATGGACCTTGCAGAGTTAGAACTTGCC
AGGGAAAGAGGGTGGTGTTAGGACTCGGGAGACAGGGTTAGGGCCCCAGGAGCAGGATCTAAGTCGTCC
TCCCCCACCATCCTGACACCACTGTTGCCCCAGGCCTGGGCCGAGGCCACTGGTGCATATGTTCCCGGG
AGGGATAAGCCAGACCTGCCAACCTGGAAGAGGAATTTCCGCTCTGCCCTCAACCGCAAAGAAGGGTTG
CGTTTAGCAGAGGACCGGAGCAAGGACCCTCACGACCCACATAAAATCTACGAGTTTGTGAACTCAGGT
CTGCCAGCTTGGGGTTC

GTGTGGGAGGCTGGGGCCCCAAGGGTTCCTGGCACTCCTACTCCCCTCACCACTTTTCTCAACAGGAGT
TGGGGACTTTTCCCAGCCAGACACCTCTCCGGACACCAATGGTGGAGGCAGTACTTCTGATACCCAGGT
GAGAATGTGCCCAACTTTCATGCCCCTCAGTCTCCGACCTGTCTCCATGGGCCTTGTCCTCTCCCTCTA
GACGATCCCCCCACTCCCCTGCCTCCAGCCTGCCCCTCACCTGAGCCAGTGCTGACCCTGTCTGTCCCT
GCCCCGGTCTCCTCAGGAGAAAATTCCAAGTCTTCACCCAGCATTCAAGGCCCGAGCACACCTTCCCGG
GATTTCATGGATTTCGATTCGCAGGGGGCTGTCAGCCTCTTGGGAACTGAAAAACTCCCTCACCTTGAT
CCTGCTGAGGCCCAAGCTGGGGGAGCATCCCCTCTGAAATTCTACCCAGCCTGCTTTGCCCAGGTCTTA
CCTGCATAGAGCCAGATCCTTGGGTTGGAATGGTAGCACCTGGCGTTCATTAGTGTTTGTTTGGCTGTT
GATGCCATGGCTGGCTCTGTCCCCAGGCTGGAAGCCCCTTGAAGGCAGAGCTCAAGCCTGACCTCCCTG
CGTTGCTGAGAACAGACCTGGTCCATATGAAGTCTCCAGAAAA

intron

Ekzon 3

} Ekzon 4

GGATATGGAAATGCCTGATTCTCTTTTTTTGTTTCCCTCCAGGAAGACATTCTGGATGAGTTACTGGGT
AACATGGTGTTGGCCCCACTCCCAGATCCGGGACCCCCAAGCCTGGCTGTAGCCCCTGAGCCCTGCCCT
CAGCCCCTGCGGAGCCCCAGCTTGGACAATCCCACTCCCTTCCCAAACCTGGGGCCCTCTGAGAACCCA
CTGAAGCGGCTGTTGGTGCCGGGGGAAGGTGAGTGTCAGCTG

intron

Ekzon 5

CAGGCTGGGAGGGCTGAGGTCTGGGCGGCAGCCCCTGATTCTCAACCCCTCTCCCCTTCATGCCGCTGC
TGCCGCTGCTCAGAGTGGGAGTTCGAGGTGACAGCCTTCTACCGGGGCCGCCAAGTCTTCCAGCAGACC
ATCTCCTGCCCGGAGGGCCTGCGGCTGGTGGGGTCCGAAGTGGGAGACAGGACGCTGCCTGGATGGCCA
GTCACACTGCCAGACCCTGGCATGTCCCTGACAGACAGGGGAGTGATGAGCTACGTGAGGCATGTGCTG
AGCTGCCTGGGTGGGGGACTGGCTCTCTGGCGGGCCGGGCAGTGGCTCTGGGCCCAGCGGCTGGGGCAC
TGCCACACATACTGGGCAGTGAGCGAGGAGCTGCTCCCCAACAGCGGGCATGGGCCTGATGGCGAGGTC
CCCAAGGACAAGGAAGGAGGCGTGTTTGACCTGGGGCCCTTCATTGTAGGTGAGTGAGACAGGGGCTTC
GACCTGGCCAGTACAAAGCAGCCTGCACAGTGGTTAACAACTCAGGATTGGCCGGGCACGGTGGCTCAC
GCCTGTAGTCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGTGGGCAGATGACAAGTTCAGGAGTTCGAGACCAGCCT
GGTCAACATAGTGAAACCCCATCTCTACTAAAGATACAAAAAAATAGTCGGGCGTGGTGGCACGTGCCT
GTAATCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCTTGAACCCAGGAGGCGGAGATTGCAGTGA
GCTGAGATCGCACCACTGCACTCTAGCCTGGTGACAGAGTAAGACTCCATCTCGAACAACAAAAAAAAA
AGAACTCATGATTAGGACTGAATTCAGACGCTGGCTGCCCTTGGCCCGCTGTATAACCGAGGCAAAGGA
CTTTGCCCTGAGCCCGTGGAATCCAAGGATGGTCTCCTCTCTCTACCTGCCTGCCAGCGCTGGGGTGAG
ACACAGGCCCAGTACACAGAGCCTGCTCAGGGAATTAGCTGCCACTGTCATCATCATCGTAACTAATGA
TGGTGAACAGACCAATAGCAGGAAAGCTACATCCCTTAGGGTTTCGCTGTGCAGTGGCACTTTCTGCCA
TGATGGAAATGACAGTCACCTGCACTGTCCGGTGCAGCAGCCACTAGCCACAGGGGCCAAGCACTCAGG
TGAGGCGAGTGCAACCAGGACGTGATTCGTTTTAATTGGTTACAATTTAAACTGAAATAACCTTACATG
ACTAATGGCTGCAATTGGACAATGCAGCCTCAGACAGGACTGAATGCCAACCAGCTTCTCCAGATTCAC
TGAGCATCCTTGGGAGCATGGGCCCCCTACTCTGGGCCTGTTATGAATGCTGAGGCTTGGGGGCTTGGG
GGTGTGGCCTTCCAACAACCCCACCCTGATGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAAGGAGGGGACTTTCCCCAA
ACAAGCAGTCCCCTGGTCGAGGCAGCAGAGGGCCTTAGGTCAGGG

intron

Ekzon 6
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TAGGCTCCTGGGCCCCCAGATCTGATTACCTTCACGGAAGGAAGCGGACGCTCACCACGCTATGCCCTC
TGGTTCTGTGTGGGGGAGTCATGGCCCCAGGACCAGCCGTGGACCAAGAGGCTCGTGATGGTCAAGGTG
CCTGCAGACCTGAGTCCCTGGGGCTGAAAGGGGTGGCCTTACAGAGGGAAGAGGTTGCTCCCAGGAACT
CCAACTCCCAGAGGGCCCTCTAAAAAACTGCAACTTCCAAGATCTCTGCAATAACCAGTTTTTCATCCC
CGGGAGCTCCTTCCCATGGCCTCACCTGCAGAACCTGTTTTGAACTCTCTAAACCAGTGGCCCCCAAAC
TATTTGGCACCAGGGACCAGTCTCATGGAAGATAATATTTCCACGGACAGGGAGGTGTGGTTTCGGGAT
GAAACTGCTCCACTGCAGATCATCAGGCATTAGATTCTCTTAAGGAGCAGCCGATCCCTCACGTGCGCA
GTTCGATAGAGTTTGTGCTCCTCTGAGAATCTAATGCTGCCGCTGATCTCACAGAAGGCAGAGCTCAGG
CAGTAATATTCCCCCACCCGCTGCTCACATCCTGCTGTGCAACCTGGTCCCTAACAAGCCGTAGGGGGG
TTGGGGACCCCTGCTCTAAACCATGTAGAAGCTGGTGGACTCAAGTTTTAGCTGCCATTGTGAGGCCAT
GGCTGTGGCTCCCAGGAGTCAAGATCACAGACTGCTCAGCCCTGACGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTGTG
TGTGTGTGTAAAACTACAACTCCCAGCAGCCCTAGGCCTATGGTTCAGTTACAGCAGGGGGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTG

GAGGTGGTGGGGGTTATCATTCAAGTTTACGGGGAAGGGTGGGTAGAGGGTCCTCTTCTCATCCCTGAC }
Ekzon 7

intron

TGTGTGTGTGTGTGTGTGTAAAACTACAACTCCCAGCAGCCCTAGGCCTATGGTTCATCCTAGGTTACA
GCAGGGGCTGCAGGGAGTTGTAGTCCTCCAAGCCCTGACTCCTACCTTGGTGGACAGTGGCTGGGTGTT
TTCCCTGACTCCTGTCCCCACTTCCCCTGCAGGTTGTGCCCACGTGCCTCAGGGCCTTGGTAGAAATGG
CCCGGGTAGGGGGTGCCTCCTCCCTGGAGAATACTGTGGACCTGCACATTTCCAACAGCCACCCACTCT
CCCTCACCTCCGACCAGTACAAGGCCTACCTGCAGGACTTGGTGGAGGGCATGGATTTCCAGGGCCCTG > Ekzon 8
GGGAGAGCTGAGCCCTCGCTCCTCATGGTGTGCCTCCAACCCCCCTGTTCCCCACCACCTCAACCAATA
AACTGGTTCCTGCTATGATCACTTGTGCGTGTCTGGTGTTGGGTGCCCTCTGACCCAATATGGTTGTTA )
TTCCCGCTCAGGGTCTCAGTTTACCCATCTGTGCAGCTATATACAACTCAGGTGCTCAATGCATGAAGA
CCAAGCACTGCAGGGGGCAGCTGACACCTCCTCACTTCTGCCCAGGGACCTGGTGGGTGATGGCTGTCC
CCGTGTTGTAGACCAAGACACAGGCTGGGAGAGGCGCAAAGGTCACAGAGTAGGAAACACAAAGACTAG
CCAGAACCCAGGCCCCCTGCCTTGCCTATGAACAGTTTGGGCAAGTGGTCCTTCTCCTTCCAGGCCTCA
GGCTCCCCTCCACGTGGGGCTGGAGGGGTCTTGGTAAAGGGGCTCTGCGGCCACCCTGGAGCCTGCAAA
GCCTGCCTGCCTGGTGACCCTGGGCACTGTCACCTCTCCTGGTTGGGCCGCAGTTCTGGGTGATGAAAC
TGGCAGAAGCCAGCGCAGCCCTGACTCACCCTTCGGCCCTTGCTGCTCTGTGCCTCAGTTTCCCTCTCA > 3UTR
GGACAGTTGATGAGATCACCCCAGCTTCACGGGGCTGCTGAAAAGAGAAGCCAACTCAATGGGGAACAC
AGATCCTGCTCTGGGAGCAATTCCAAGGCAGGCACATGGCACCCAGGAGCCGAGCTGGGAAGATGCTGA
TCAGGTGGGGTCCGGCCCCTGCCTCCCTGTGAGCAGCTCGCTCCCAGCCAGAGACTGTGCTAAGTGCTC
CACCTGTGTCTTGTTCAATCATCACAACACCCACTACACAGATAAGAAAACTGAGGCCCAGGGGAGGCA
GCTGCCCCAAGTCACAGTCTGGTCTCTGTCTCCCATCCTCAGCCTCCTGGGGGTCCCTCCCCAACCCTC
TGGCAAATTTGTCTCCGAAAACAAAGGGTTAGAACCATGGGGCTCAGGGGTAATGTTTCATGAAATCTT
TAATGAAATTGGGGAGAGGGGCACAAACAGAAGGGAGGGGCACTGGGGACAG

Sekil 2.4. IRF3 geninin promotor, 5’UTR, ekzon, intron ve 3’'UTR bdlgelerinin

DNA dizilimi sekil Gzerinde gosterilmistir. Kirmizi ile betimlenmis kisimlar ekzon

bdlgelerini gdstermektedir. Translasyonun baslama kodonu mavi ile belirtmistir
(http://lwww.ensembl.org).
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GGAGAGTGGAAAGGCAGGCTGTGTACTCTGGGGAAAGTGGAGCAAGGAAGGAGCTACAGT

GGCCGACGCTGCAGGCCEEACCATGGGAACCCCARAGCCACGGATCCTGCCCTGGCTGGT
..................... -M--G--T--P--K--P--R--I--L--P--W--L--V
GTCGCAGCTGGACCTGGGGCAACTGGAGGGCGTGGCCTGGGTGAACAAGAGCCGCACGCG
--5--0--L--D--L--G--Q--L--E--G--V--A--W--V--N--K--S--R--T--R
CTTCCGCATCCCTTGGAAGCACGGCCTACGGCAGGATGCACAGCAGGAGGATTTCGGAAT
--F--R--I--P--W--K--H--G--L--R--Q--D--A--Q--Q--E--D--F--G--1
CTTCCAGGCCTGGGCCGAGGCCACTGGTGCATATGTTCCCGGGAGGGATAAGCCAGACCT
--F--Q--A--W--A--E--A--T--G--A--Y--V--P--G--R--D--K--P--D--1,
GCCAACCTGGAAGAGGAATTTCCGCTCTGCCCTCAACCGCAAAGAAGGGTTGCGTTTAGC
--P--T--W--K--R--N--F--R--S--A--L--N--R--K--E--G--L--R--L--A
AGAGGACCGGAGCAAGGACCCTCACGACCCACATAAAATCTACGAGTTTGTGAACTCAGG
--E--D--R--S--K--D--P--H--D--P--H--K--I--Y--E--F--V--N--S--G
AGTTGGGGACTTTTCCCAGCCAGACACCTCTCCGGACACCAATGGTGGAGGCAGTACTTC
--V--G--D--F--S--Q--P--D--T--S--P--D--T--N--G--G--G--S--T--S
TGATACCCAGGAAGACATTCTGGATGAGTTACTGGGTAACATGGTGTTGGCCCCACTCCC
--D--T--Q--E--D--I--L--D--E--L--L--G--N--M--V--T,--A--P--T,--P
AGATCCGGGACCCCCAAGCCTGGCTGTAGCCCCTGAGCCCTGCCCTCAGCCCCTGCGGAG
--D--P--G--P--P--S--L--A--V--A--P--E--P--C--P--Q--P--L--R--S
CCCCAGCTTGGACAATCCCACTCCCTTCCCAAACCTGGGGCCCTCTGAGAACCCACTGAA
--P--5--L--D--N--P--T--P--F--P--N--L,--G--P--S--E--N--P--L--K
GCGGCTGTTGGTGCCGGGGGAAGAGTGGGAGTTCGAGGTGACAGCCTTCTACCGGGGCCG
--R--L--L--V--P--G--E--E--W--E--F--E--V--T--A--F--Y--R--G--R
CCAAGTCTTCCAGCAGACCATCTCCTGCCCGGAGGGCCTGCGGCTGGTGGGGTCCGAAGT
--Q--V--F--Q--Q--T--1--S--C--P--E--G--L--R--L--V--G--S--E--V
GGGAGACAGGACGCTGCCTGGATGGCCAGTCACACTGCCAGACCCTGGCATGTCCCTGAC
--G--D--R--T--L--P--G--W--P--V--T--L--P--D--P--G--M--S—--L--T
AGACAGGGGAGTGATGAGCTACGTGAGGCATGTGCTGAGCTGCCTGGGTGGGGGACTGGC
--D--R--G--V--M--S--Y--V--R--H--V--L--5--C--L--G--G--G--L--A
TCTCTGGCGGGCCGGGCAGTGGCTCTGGGCCCAGCGGCTGGGGCACTGCCACACATACTG
--L--W--R--A--G--Q--W--L--W--A--Q--R--L--G--H--C—-H--T--Y--W
GGCAGTGAGCGAGGAGCTGCTCCCCAACAGCGGGCATGGGCCTGATGGCGAGGTCCCCAA
--A--V--S--E--E--L--L--P--N--S--G--H--G--P--D--G--E--V--P--K
GGACAAGGAAGGAGGCGTGTTTGACCTGGGGCCCTTCATTGTAGATCTGATTACCTTCAC
--D--K--E--G--G--V--F--D--L--G--P--F--T--V--D--L—-I--T—--F--T
GGAAGGAAGCGGACGCTCACCACGCTATGCCCTCTGGTTCTGTGTGGGGGAGTCATGGCC
--E--G--5--G--R--S--P--R--Y--A--L--W--F--C--V--G--E--S—-W--P
CCAGGACCAGCCGTGGACCAAGAGGCTCGTGATGGTCAAGGTTGTGCCCACGTGCCTCAG
--Q--D--Q--P--W--T--K--R--L--V--M--V--K--V--V--P--T--C--L--R
GGCCTTGGTAGAAATGGCCCGGGTAGGGGGTGCCTCCTCCCTGGAGAATACTGTGGACCT
--A--L--V--E--M--A--R--V--G--G--A--S--S--L--E--N--T--V--D--1,
GCACATTTCCAACAGCCACCCACTCTCCCTCACCTCCGACCAGTACAAGGCCTACCTGCA
--H--T--8--N--S--H--P--L--S--L--T--S--D--Q--Y—--K--A--Y--L--Q
GGACTTGGTGGAGGGCATGGATTTCCAGGGCCCTGGGGAGAGCTGAGCCCTCGCTCCTCA
--D--L--V--E--G--M--D--F--Q--G--P-—-G—-E-=S-=*—. . .. ..........
TGGTGTGCCTCCAACCCCCCTGTTCCCCACCACCTCAACCAATAAACTGGTTCCTGCTAT

Sekil 2.5. IRF3 geni cDNA ve aminoasit sifreleyen bolgelerinin dizilimi
(http:/mww.ensembl.org).

Genin promotor ve 5' ucunda bulunan ve translasyona ugramayan bdlgesi, c-Myc,
SP-1 ve AP-2 gibi cesitli transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgelerini icerir.
IRF3’Gn 5'UTR bdlgesinde yer alan intronun rolu henuz bilinmemektedir, ancak
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fonksiyonel c-Myc baglanma bolgeleri gogunlukla bu introna yerlesmistir. Ug SP-1
baglanma bdlgesine ek olarak diger IRF genleri promotorlarinda tespit edilemeyen
HOX kutusu, CArG/SRF, USF elementi ve NF-1 baglanma bdlgesi gibi bazi 6zgln

bolgelerin bulundugu gosterilmigtir [16].

IRF3 promotoru, TATA kutusu ya da CCAAT Kkutularini icermemektedir. Turler
arasinda korunmus olan bu yapilar IRF1 ve IRF2 genlerinde de bulunmamaktadir.
IRF3geni, TATA kutusunun bulunmadigi promotorlarda transkripsiyonun
baslamasini saglayan baslangi¢c elementinin baglanacagi bir baglanma dizisine
de sahip degildir. IRF3 geninin minimal promotor bdlgesi GC nukleotidlerince
zengindir. IRF3 geninin olasi transkripsiyonel baslangi¢c bdlgesine yakin olan
minimal promotor bodlgede yer alan NF-1 baglanma dizisinin IRF3’ln
transkripsiyonunu basglatabilecegi ongorulmektedir. IRF3’Un 5 ucunda yer alan
promotor bolgesinin delesyon analizinde transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin ilk
113 nukleotidlik kisminda temel promotor aktivitesi goriimustir. Bu bolge iginde

SP-1 ve HOX DNA-baglayici bolgesi bulunmustur.

IRF3’Un ilk intronunun AP-2 ve SP-1 baglayici elementlerine sahip olduklari
gorulmustar. Ayrica bu bolgede bir de c-Myc igin baglanma dizisi mevcuttur. Ancak
bu bolgenin fonksiyonel baglantisi halen soru isaretidir. IRF3promotoru ayni
zamanda NF-kB ve IRF1 igin ayri baglanma bdlgeleri icerir ancak bu iki bélgenin
fonksiyonel oldugu dusunudlmemektedir. IRF-3 genine ayit promotor, 5’'UTR, 1.
ekzon, intronun nukleotit dizisi ve Turk toplumunda belirlenen 5 adet SNPIlerin yeri
Sekil 2.6'da gdsterilmektedir [16].
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ATTCGGATCCAAGGAAAAGGTGGTGGGGCTGGGTGCCCAGATTICGTGGGTCTAAAGGAGGAGGGAG -694

AP-1 like
CTGGGGTCCTGGACTTCTGAGTCTTAGAGAAAAAGGAACTGGAGCCCCAGACCCTTAGGTCTCCCA -628
GGAAGAAGAGGCTTAGCGCCCCAACTCCTGGATTCTATAAGAGGCATATGCCAAACTCCTGAAACC -562
CTTAAAGCATCGGGAACTACCAATCCCAAGAGGTTTCAGGGCAAATCTTCCCCTAGGTCCGCGCTTC -496
TTCGCCGCGCAGCCTGCTGTGAGGTGTAGTTCCAAATCTCCGACCCCTGCTGGAATCTAGAGGACCC -430
TGGACCCTTGGATATCAGAGAAGCGGGACTGGGGTGCCCACCACTGGATCCCGGCCCCCTCCTCTTC -364
CCTCCTCACCCCACCCCTCGTCAACACCCCGCTGACCTGGTCCGGGGCCCCACCGCCGCCTCCTCCA -298
CTCAACTTGCGGTCTCCTCCACTGAACTCGTACAAACTTTATTAGTTCAACTTTCCCGCGCCTGCGCA -232
Spl USF
CTGGGCCGGGTCGATAACCGGCCCAGCGTAGAAAGGGCGUAACGCTGGGTGCACGCTCAATTTGICA] -166
USF NFkb like  SRF/CArG Sp1
TGTGAJCGCTCCCAGCATGCCTCTTGCCGGAAACCCAAAAAAGGIGCATA 5AACAGCCCA -100
Sp1 HOX
GAGGGCCGINCCCATCGGCTTTTGGGTCTGTTACCCAAAGAATGATTAINAGTTGGTIETATTTCAAGAA -44
. ‘ +1
GGGAAAGGGGGTGCGCAGCCTC 20
GCTGCCCGCACGCCCCGACCTT 86
CCATCGTAGGTAACGCGGAAGAGC GGAGAGCCATGGTGGCGTCCGAGAGCGAGGTAGCGGG 152
AAAGAGGATGGGTCTGCACGGAGAGTGGAAAGGCAGGCTGTGTACTCTGGGGAAAGTGGAGCA 215
AGGAAGGAGCCACAGTGGCCGACGCTGGAGGTCGGCTGCAGAAAAACTAGAAAAAGTAGGGA 278
GGAAAGAGGAAAAGAGGAGGCGTCCTACACTGAGGGGGTTCTAGAGAGGGAGGGGTGGACTC 341
CGTAGATTGGGGGTAGTTCAGTCTCGAAACCTGGGGCGTGCTCTGTCCTGGAGGAGGGAGGCGG 404
GCAGTCGGAGGGGAATTGAATGGAAGTTCTGTGTTGGAAATGTTTTGGGAGATCTTCTGTAGGGG 467
C-Myc
GACTGTGGAAGGGGGTCTACATTGGGGTAAGTGCAGGAGGTAGAGGCTTACACGTGAATCGATT 530
CTGCACTGAAATAACTAGGGAAAGAGGATGCTACCCTGAAAGTGGGGATACTTACTTTICGATGA 593
TGTGGGGGAGGGAGGAGGACTATACTGGCGGAATTGAGGGAGTGGAGGGTCTGCACTGAAGAC 666
GCTGGGGAAGGATGTGCCATGGATATGGGAAGGAACCCTAGCTGATTAGAGAGCCTCTCGGGA 739
GGATGGGAGGATGGGAAGAGGAGGTTTCCIGTTIGTACCCCCGAAATATGGGTGAAGGACCTGT 802
GCCGTGCCCGTGAGAAGGAGGTCTGGGTGCGTITCTCCAGGCCAGGTGGGTCCGGGGGAGGCCG 865
GTCGCGCCCAGGAAATGCCCTATACGCGCAGGCCGGACCATGGGAACCCCAAAGCCACGGAT 931
CCTGCCCTGGCTGGTGTCGCAGCTGGACCTGGGGCAACTGGAGGGCGTGGCCTGGGTGAACAAGAG 1097

Sekil 2.6. IRF-3 genine ait promotor, 5°'UTR, 1. ekzon, intronun nikleotit dizisi ve
Tark toplumunda belirlenen 5 adet SNPlerin yeri [16]

2.4.3. interferon Regiilator Faktor 3 ve Hastaliklar

Belirtildigi gibi IRF3 6nemli bir hlcresel antiviral sinyal molekuludar. VirlGs
enfeksiyonu sonrasinda; IRF3, karboksil ucundaki rezidularin fosforilasyonu ile
aktif hale getirilir; sonrasinda yer degistirerek hlicre ¢ekirdegine hareket eder ve
burada hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir [17,24]. IRF3, ayrica, ultraviyole
Isik ve bazi kimyasallar gibi DNA’ya zarar veren gevresel stresler tarafindan da

aktif hale getirilir [25]. IRF3 faktorinin asirn ekspresyonu, normal hicrelerde p53
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ve p21’i aktive ederek hicre proliferasyonunu inhibe etmigtir. IRF3 faktorinin
insan kanser hucrelerinde ektopik ekspresyonu ise in vivo tUimor formasyonunu
azaltmistir [26,27]. Ayrica, DNA-baglayici domain bulunmayan bir dominant
negatif mutant IRF3’'te onkojenik potansiyel oldugu gorulmuastiar [28]. Tum bu
calismalar, IRF3’Un tumor baskilayici gen islevini yerine getirebilecegini
gOstermektedir. Baska bir IRF Uyesi olan IRF1’in tumdr baskilayici bir gen oldugu
bilinmektedir; ayrica birgok insan kanseri vakasinda, fonksiyon kaybina yol agan
mutasyonlar bildirilmistir [29]. Ancak, simdiye kadar, hi¢bir insan kanseri turinde,
IRF3’e iliskin higbir fonksiyon kaybina yol agan mutasyon bildirilmemistir. Bu
durum, IRF3’Un gercekten tumor baskilayici bir gen olup olmadigina iliskin bir

tartisma baslatmistir.

Hepatit C virlis ve influenza A virls gibi bazi virusler, interferon regulatdr 3 degisik
yoldan fosforilasyonu gercgeklestiren enzimi (Virus Activated Kinase) inhibe ederek
veya IRF3 benzeri bir molekul sentez ederek inaktive edip hastaliklara yol acgarlar
[30,31]. Suarez ve arkadaslarinin calismasinda IRF3 geninin sistemik lupus
eritematozus (SLE) hastaligiyla genetik iliskisini arastirmiglar ama sistemik lupus
eritematozda, interferon duizenleyici faktor 3’'Un genetik iligkisine dair higbir kanit
bulunamamistir [32]. influenza A ve Respiratuvar Sinsital hastaliklarda da alt hava
yolu semptomlari gelisen gocuklarda, sonrasinda astim semptomlari gelisme riski
ylUksektir ve ayrica interferonlarin (IFNa/B) transkripsyonel dizeyde kisitlamalari

da gozlenmistir. IRF-3’un bu 6zellikleri astim hastaligiyla da iliskili olabilmektedir.
2.5. Astim

Astim, genetik ve cevresel faktorlerin birlikte rol oynadigi geri dontisumli hava
yolu daralmasi, brons asiri duyarlili§i ve hava yolu inflamasyonu ile karakterize
edilen, mekanizmasi tamamiyla aydinlatiimamis kompleks bir hastaliktir. Nobetler
halinde gelen nefes darligi, hiriltili solunum ve siklikla bunlara eslik eden 6ksurik
astimin klinik 6zellikleridir. Astim hastaliginin baslica fizyolojik 6zelligi hava akimi
kisitlanmasi ile tanimlanan hava yolu daralmasidir [33]. Astim gocukluk ¢aginin en
sik rastlanan kronik hastaliklarindan biridir. Cocuklarda astim hastaligi siklikla
atopik bir zemin Uzerinde gelismektedir. Atopiden sorumlu olan allerjenler arasinda
polenler, ev tozu akarlari, mantarlar, hayvan antijenleri ile besinler sayilabilir.
Allerjenler, bireyin immun sistemini uyararak o maddeye kargi Ozel bir yanit

olusumuna neden olur. immiin sistem tarafindan allerjene karsi antikorlar uretilir;
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hasta ayni allerjenle yeniden karsilastiginda dnceden olugsmus antikorlar devreye
girer ve ortaya clkan immun reaksiyon akut astim atagina neden olur. Atopik
astimli bireylerin aile 6ykusunde astim, allerjik rinit (saman nezlesi) ve infantil
(bebeklik ¢agi) egzema gibi diger atopik hastaliklara siklikla rastlanir. Atopik
hastalarda duyarli olduklari allerjene karsi deri testleri ve serumda allerjene 6zgul
IgE testleri pozitif sonug verir [34]. Ancak atopinin gosterilemedigi astim olgulari da

vardir ve yetigkin yasta non-atopik astim daha sik goérilmektedir [34,35].
2.5.1. Astim Epidemiyolojisi

Astimin dunyada yaklasik 300 milyon kisiyi etkiledigi dusunulmektedir. Danyanin
farkl bolgelerinden bildirilen ¢ok sayida arastirma sonuglari, prevalans oranlarinda
baylk farkhliklar oldugunu gdstermektedir. Cocuk ve eriskinler icin nispeten
standardize edilmis ve karsilastirilabilir yontemlerle yapilan arastirmalarda, bu
rakamlarin farkli Ulkeler arasinda degistigi bulunmustur. Bazi Ulkelerde astim
sikligi artis egilimi gostermektedir. Dinyada astim hastaligi nedeniyle yilda
yaklasik 250.000 kisinin éldugu tahmin edilmektedir [35].

Prevalans ve mortalite rakamlari arasinda net bir iliski bulunmamistir. Cocukluk
dénemi astim epidemiyolojisi arastirmalari temelde Ug¢ farkh yontem kullanilarak
yapilmistir. Bunlar Cocukluk Caginda Astim ve Allerji i¢cin Uluslararasi Arastirma
[International Study for Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC)] anketi,
Amerikan Toraks Dernedinin uyarlamis oldugu Anket ve Aberg anketleridir.
Erigkinlerdeki arastirmalarin hemen hemen tamami ise European Community
Respiratory Health Survey (ECRHS) anketidir. Bu arastirma sonuglarina gore
astim prevalansinin ¢gocuklarda %2-15 ve eriskinlerde ise %2-5 arasinda dagilim
gOsterdigi gorulmektedir. Bazi cocukluk donemi galismalarinda elde edilen yuksek
prevalans degerleri astim prevalansinin yasla azaldigini dusundurmektedir.
Bununla birlikte elde edilen yuksek prevelans degerlerinin ¢ocukluk donemindeki
bazi hinilti ile seyreden hastaliklarin yanlig astim tanisi ile degerlendiriimesi

sonucu olabilecegdi de dusunulmektedir [35,36].

Astim prevalansi Turkiye’de sehirler ve bolgeler arasinda 6nemli farkhliklar
gOstermektedir. Genelde kiy1 kesimleri, blyuk sehirler ve disiuk sosyoekonomik
yasam kosullarinda astim gorulme sikhgi daha yuksektir. Astim gocukluk ¢aginda
erkeklerde, eriskin donemde ise kadinlarda daha sik gorulmektedir. Buyuk

sehirlerde yapilan arastirmalar, bazi bolgelerde prevalansin artig egiliminde
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oldugunu gdstermektedir [37,38]. Ulke g¢apinda morbidite, mortalite ve maliyete

iligkin bilgiler yeterli degildir.

Tarkiye'de gocuk ve erigkinlerde yapilan bolgesel prevalans galismalari ve risk

faktorleri Cizelge 2.1'de 6zetlenmigtir [35].

Cizelge 2.1. Turkiye'de cocuk ve erigkinlerde yapilan bolgesel prevalans
calismalari ve isk faktorleri

Sehir Cocuk/Erigkin Prevalans Yil Yontem
Ankara Cocuk %6,4 2002 Aberg
Erigkin %3 1999
Adana Cocuk %12,6 1997 ISAAC
Afyon Cocuk %7, 2000-1 ECRHS
Antalya Eriskin %9,4 2006 ECRHS
Bursa Cocuk %14,8 2006 ISAAC
Diyarbakir Cocuk %14,1 2001 ISAAC
Edirne Cocuk %16,4- %5,6 1997 Aberg
Elazig Erigkin %31- %5,5 2002 ECRHS
Eskisehir Univ. Ogr Astim benzeri %17 1997-8 ECRHS
istanbul Cocuk %17 1996-7 ISAAC
izmir Cocuk %7,2 2006 ISAAC
Manisa Erigkin %1,2 2006 ECRHS
Samsun Cocuk %2,3 2006 ISAAC
Sivas Erigkin %4,5 2003 ECRHS
Urfa Cocuk %1,9 200 ISAAC
Zonguldak Cocuk %4,9 2006 ISAAC

2.5.2. Astimda Risk Faktorleri

Risk faktorleri; bireyi astima yatkin kilan kisisel faktorler (genetik, obezite, cinsiyet)
ve cevresel faktorler (allerjenler, enfeksiyonlar, mesleki duyarlastiricilar, sigara, ev
ici ve ev disl hava kirliligi) olmak Uzere iki grupta toplanabilir. Astim gelismesine
yol acan faktorlerin yani sira astim semptomlarini tetikleyen faktérler de vardir [39-
41].

Genlerin hem kendi aralarinda, hem de c¢evresel faktorler ile etkileserek bireyin
astima egilimini artirdiklari disunulmektedir. Astimin ortaya ¢ikmasinda etkili risk
faktorlerinin  basinda genetik faktorler gelir (42). Yapilan aile calismalari
gOstermektedir ki, anne babadan birinin astimli olmasi durumunda ¢ocukta astim
gorulme riski %20-30’a ylkselmekte, anne ve babanin her ikisinin de astiml
olmasi durumunda bu risk %60-70’e kadar ulagsmaktadir. Astim hastalidi Uzerinde
yapilan ikiz galigmalari hastaligin genetik yonune dair kuvvetli kanitlar saglamistir.

Bu caligmalarda, ikizlerden birinde astim gorilme durumunda digerinde de
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gorulme sikliginin yuksek oldugu, hatta bu sikhgin tek yumurta ikizlerinde cift

yumurta ikizlerine gore daha yuksek oldugu bildirilmistir [43,44].

Astim patogenezinde birgok gen rol oynamaktadir. Farkl populasyonlarda yapilan
calismalar bu hastalik ile iligkili olabilecek ¢ok sayida kromozomal bodlge
belirlemistir. Daha 6nceki ¢alismalar 6zellikle bazi lokalizasyonlar (5q, 11q, 6p,
12q, 13q ve 16p) Uzerinde yogunlagmaktadir. Populasyon ve linkaj ¢alismalarinin
birlikte analiz edildigi c¢alismalarda birgok genin astimla iligkisi olabilecegi

gozlemlenmigtir (Cizelge 2.2) [44-46].

Cizelge 2.2. Astim hastaligi ile iligkili bazi genler ve kromozom Uzerinde yerleri

[47]
Gen Kromozom Pozisyon Bu SNP’lerin incel_t_andigi calisma
sayisi (farkh popiilasyonlarda)
ADAM33 20 3596621-3610738 9
IL4 5 13203772-132046267 11
TNF 6 31651329-31654089 17
DENN1B 1 97715780-97716684 8
ORMDL3 17 35330822-35337380 8
IL4 R 16 272325227283599 7
PHF11 4 13 48967802-49001117 4
PTGDR 14 51804181-51813191 5

Yakin zamanda yapilan c¢alismalarda astimla iliskili olabilecedi dustnulen yeni

aday genler ortaya konulmustur (Cizelge 2.3) [47].

Cizelge 2.3. Astimin gelismesinde rol oynadigi disundlen aday genlere érnekler

Kromozom Aday genler

5q Th2 sitokin kiimesi (IL3,5, 9)
4q HHIP

4q FAM13A

2.5.3. Astim ve Enfeksiyonlar

Bazi calismalarda, paraziter enfeksiyonlarin atopik hastaliklarin gelisimi icin risk
faktord oldugu saptanmistir [48]. Patojenle enfekte olundugunda konakgi
tarafindan geligtirilen antiviral cevapta ilk 6nemli adim virtslerin hucreler
tarafindan taninmasidir. Patojen tanima reseptérleri (Patogen recognition

receptor: PRR’ler) adi verilen reseptorler bu gérevden sorumlu reseptoér ailesidir.
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PRR’lerin en onemli Gyelerinden biri Toll-benzeri reseptorler (TLR’ler)'dir. TLR’ler

hicrede yerlesimlerine gore siniflandirilmaktadir.

Genetik materyali cift zincirli RNA (dsRNA) olan virisler TLR3'e, bakteriyel
endotoksin lipopolisakkarit (LPS) ise TLR4’e baglanir ve IRF3 sinyal yolunu aktive
ederek tip | IFN’larin salgilanmasina sebep olmaktadir. LPS, TLR4 tarafindan
taninir; tanima iglemi bir cok molekiliin gorev aldigi kompleks bir olaydir. Tanima
kompleksinin diger 6nemli pargasi ise CD14’ dur.TLR4 dogal immin sistemin
guclu bir uyaricisi iken CD14, LPS i¢in yuksek afinitesi olan bir reseptordur ve LPS

icin esas olarak bir ko-reseptdr gibi fonksiyon gérmektedir [49].
2.5.4. Astim ve inflamatuar Hiicreler

Astim, hava yollarinin inflamatuvar bir hastaliidir ve inflamasyon olusumunda ¢ok
sayida hucre, sitokin, kemokin ve adhezyon molekuli rol oynamaktadir.
inflamasyonda mast hiicreleri ve eozinofiller disinda, T hiicreleri, makrofajlar,
noétrofiller, bazofiller ve yapisal hlcreler gibi ¢ok sayida hicre c¢esidi gorev
almaktadir [50,51].

Astimda etkili hucresel yollardan biri endotoksin sinyal yoludur (Sekil 2.7).
Endotoksinler, Gram negatif bakterilerin hlcre duvarlarinin bir pargasidir ve
cevrede yogun olarak bulunur. Endotoksin ile kargilasma siresi ve doz miktarina
ilave olarak endotoksinle kargilasan kisinin genetik yapisinin, kargilagsma sonunda

verilen immunolojik cevabi etkiledigi onceki ¢alismalarda rapor edilmistir [52,53].

Endotoksin sinyal yolunun ilk basamaklarinda gérev alan CD14 (C159T) ve TLR4
(A896G ve C1196T) genlerindeki genetik degisikliklerin astim ve atopi ile iligkisi
daha onceki calismalarda gosterilmistir [54, 55]. 2005 senesinde Hacettepe
Universitesi Cocuk Allerji ve Astim Unitesi Laboratuvarlari ¢alismada, CD14 geni
promotor bolgede yer alan C159T degisikliginin, kodominant modelde ¢ genotip
(CC, CT, TT) arasinda, atopik astimli ¢ocuklarda total IgE dlzeylerinin farkh
oldugunu ve TT genotipinin dusuk IgE duzeyi ile anlamli olarak iligkili oldugu

gOsterilmistir.
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Sekil 2.7. Endotoksin sinyal yolu (from Wikipedia)

Bununla birlikte atopiye sahip hafif astimli grupta, TLR4 (A896G ve C1196T)
polimorfizmlerinin daha yuUksek siklikta oldugu da bulunmustur [56]. IgE dizeyleri
arasinda go6zlenen bu farkin hicresel temelini ortaya koymak amaciyla farkh
genotiplere sahip bireylerin periferal kan mononukleer hiicre (PBMC) kultirinde,
uyarimamis kosulda CC genotipini tasiyan cocuklarin, TT genotipi tasiyan
cocuklara gore daha yuksek miktarda solubl CD14 tasidigini in vitro kosullarda
gosterilmistir [56]. Endotoksin (100ng/ml) ile uyarilma sonucunda TT genotipini
tasiyan bireylerde IL-10 ve IL-1B seviyeleri anlamli olarak ylksek bulunmus [57] ve
baska bir calismada PBMC’lerde IgE sentezi ve sitokin Uretimi Uzerine CD14,
C159T polimorfizminin etkileri gdésterilmistir. PBMC hacrelerinin 2 ve 200 ng/ml
LPS ile uyariimasi sonucunda TT genotipi, ylksek IgE sentezi ve germline
transkripsiyonu ile iligkili bulunmustur. Buna karsin genotip farkhliklar ile IgM ve
IgG dulzeyleri arasinda bir fark bulunamamistir. Bunun yani sira, kaltar
sUpernataninda artmis IL-4/IL-12 ve IL-4/INF-y oranlarini TT genotipi ile iligkisinin
anlamli oldugu bulunmustur. Endotoksin ile uyarilmanin CD14 promotor boélgede
yer alan C159T polimorfizminin IgE cevabina etkisinin in vivo (hasta plazma) ve in
vitro (hticre kiltiirQ siipernatan) kosullarda farkl oldugu gdsterilmistir. /n vivo'da C
allelinin yuksek IgE igin risk faktort, in vitro’da ise T allelinin ylksek IgE igin risk

foktorl olabilecegi gérulmustir. Yaptigimiz ¢calismalarin sonuglarina gore, in vivo
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ve in vitro kosullar arasinda gozlenen farkin, gen — cevre etkilesimi ve maruz

kalinan endotoksin (LPS) miktarina bagli olabilecedi yorumuna gidilmistir [58].

CD14 genotip varyantlarinda IgE sentezinde godzlenen farkliliklar, endotoksin
sinyal yolunda yer alan diger molekdullerin genotip farkliklarinin da IgE duzeyi
Uzerine etkili olabilecegini dusundiurmuastir. Bu sorunun cevabini bulmak igin
endotoksin sinyal yolundaki major molekuller belirlenerek bu molekullerde bulunan
ve minor allel frekansi %10’nun Uzerinde olan tek nukleotid degisiklikleri (SNP)
saptanmistir [55]. Farkh molekuldeki 81 SNP daha 6nce CD14 genotipi belirlenmis
TT ve CC genotipine gore in vitro IgE duzeyleri bilinen 45 hastada arastiriimigtir.
Bu arastirma sonucunda IgE duzeyi ile CD14, TLR4, IRF3, IRF5 ve TRAF6 genleri
arasinda iliski bulunmustur. IRF3 geninde yer alan rs7251, rs2304204 ve
rs2304205 SNP’lerinin IgE duzeyi ile iliskili oldugu da gdsterilmigtir [59].

Endotoksin sinyal yolunda goérev yer alan molekullerdeki genetik farkliliklarin,
astim ve astim fenotipleri ile iligkisini arastirmak Uzere Hacettepe Universitesi
Cocuk Allerji ve Astim Unitesi Laboratuvarlari yaptigi calismada; IRF3, MAPKS ve
CD14 genleri astim ve astim fenotipi ile iligkili bulunmustur. Yine bu ¢alismanin
sonucuna gore ilk defa IRF3 genindeki tek nikleotid degisikliginin (rs7251) astim

ve astim fenotipi ile iligkili olabilecegi de gosterilmistir [59].

Literatur bilgileri tarandiginda IRF3 genindeki genetik degisikliklerin astim, astim
fenotipleri ve IgE sentezi Uizerine etkisine dair Hacettepe Universitesi Cocuk Allerji
ve Astim Unitesi Laboratuvarlari ¢alismasi disinda bir veriye rastlanmamistir [59].
IRF3 molekulundeki genetik degisikliklerin astim ile iligkisini ortaya koymak bu
nedenle son derece onemlidir. IRF3 molekull ileriki ¢caligmalar ile astim tani ve

tedavisinde hedef molekul olmaya iyi bir aday gen potansiyeline sahiptir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Hasta ve Kontrol Orneklerinin Toplanmasi

Tez galismasi kapsaminda incelenen 525 astimli hasta ve 225 kontrol grubuna ait
genomik DNA o&rnekleri Hacettepe Universitesi Cocuk Allerji ve Astim Unitesi
Laboratuvarlari, DNA bankasindan temin edildi. Hasta ve kontrol grubuna dahil
edilen bireylerin her birinden etik kurallar ¢ergcevesinde, kan 6rnegi toplanmistir.
Bu DNA oOrneklerinin  galismamizda kullanilabilmesi icin tekrar Hacettepe

Universitesi Etik Kuruluna bagvurulmus ve yeni etik kurul izni alinmistir.
3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), herhangi bir organizmadan izole edilmis DNA
kullanilarak dizisi bilinen 6zgul bdlgelerin uygun primerler yardimiyla ¢ogaltiimasini
(amplifikasyonunu) saglayan basit bir in vitro DNA sentez yontemidir. GUnumuzde
PZR yontemi, mutasyonlarin tanimlanmasi, adli tibba iliskin DNA parmak izi
analizleri, allelik dizi degdisimlerinin tanimlanmasi, gen ifadesinin belirlenmesi ve
kantitasyonu, bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin taranmasi, prenatal tani, filogenetik
calismalar, ancient DNA (aDNA) analizleri ve gen dizi analiz ¢alismalarinda ¢ok

kullanilan bir ydntem haline gelmistir.
PZR tekniginin ¢calisma prensibi birbirini tekrarlayan ¢ basamaga dayanmaktadir:

1. Denatlrasyon Basamagi (denaturation): Yiksek sicaklikta (90-95 °C) DNA ift

zincirinin ayrilmasi saglanir.

2. Birlesme Basamagi (annealing): Primerlerin uygun bir sicaklikta (50-70 °C) tek

zincirli hale getiriimis DNA kalibina baglanmasi saglanir. Primerler 18-22
nukleotid uzunlugunda yapay oligonukleotitlerdir ve ¢ogaltilacak DNA bolgesinin

uclarindaki tanimlayici dizilere 6zgul olarak baglanir.

3. Zincir Uzama Basamagi (extension): Optimum c¢alisma sicakhiginda (70-75 °C)

polimeraz enzimi, ortamdaki serbest nukleotidleri kalip DNA'ya komplementer
olacak sekilde, primerin 5’'ucundan 3’'ucuna dogru ekleyerek zincirin uzamasini

saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli kopyasini olusturur.

Bu U¢ basamaktan olusan bir reaksiyon seti bir déngu olarak ifade edilir. Yeni DNA

zincirlerinin sayisi her dongude iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongude
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kalip gorevi gorurler. Bir dongu yaklasik 2-5 dakika surer ve pek ¢ok kez tekrarlanir.
Dongu sayisini “n” kabul edersek, PZR sonucu tup igerisinde bulunan DNA miktari
“2™ olarak ifade edilir. Reaksiyon 6zgullugini dogru sekilde tasarlanmis primer
oligonukleotidlerin secilmesiyle saglanir. Primerler, ¢cogaltilacak DNA bdlgelerine
baglanacak olan, baglanma bodlgesine komplementer yapida, kisa, tek zincirli,

sentetik DNA molekiilleridir.

PZR tekniginde 1siya dayanikli bir bakteri olan Thermus aquaticus’tan izole edilen
Tag DNA polimeraz enzimi kullanilir. Tag DNA polimeraz enzimi 85kDa molekul
agirliginda olup, 72 °C’de optimum polimerizasyon aktivitesini gosterir. Polimeraz
enzimleri aktivite icin serbest magnezyum iyonlarina ihtiya¢ duyarlar. Basarili bir
amplifikasyon ic¢in optimum magnezyum derigiminin bilinmesi gerekir. Her
dNTP’den 0,2 mM kullanildiginda optimum magnezyum derisimi 1,5-4 mM
arasindadir. Bu ¢calismada, PZR ‘ler ve kullanilan reaksiyon karigimi Cizelge 3.1'de

gOsterilmigtir.

Cizelge 3.1. PZR reaksiyon karigimi

DNA 2 ul
10x Reaksiyon tamponu 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 1,5l
2,5 mM dNTP karigimi 1 ul
ileri primer-F (10 pmol/ul) 1 ul
Geri primer-R (10 pmol/ul) 1 ul
sd H,O 15,9 pl
Tag DNA polimeraz (5 U/ul) 0,1 ul
Toplam Hacim 25 ul

3.2.1. IRF3 Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

Bu calismada ilk 25 astim hastalarindan ve 25 kontrol bireylerde genomik
DNA’lardan IRF3 genine ait uzak promotor, yakin promotor, ekzonl, ekzon 2,
ekzon 3, ekzon 4, ekzon 5, ekzon 6, ekzon 7, ekzon 8 (ekzon-intron bagdlanti
bolgeleri dahil) ve 600 baza kadar 3'UTR bdlgeleri uygun primer setleri
sentezlenerek PZR ile c¢ogaltildi. ilgili gen bolgelerini codaltmada kullanilan
primerlere ait diziler, Cizelge 3.2'de, PZR kosullari ve PZR Urdn buyUklUkleri

Cizelge 3.3’de verilmis ve primerler Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. IRF3 genin nen ilgili gen bdlgelerinin godaltiimasinda kullanilan
primerlerin dizisi
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5!

TCCCCATTGAGTTGGCTTCTC 3

Bfa | restriksiyon endonukleaz
enziminin kesimi igin

Uzak promotor F 5 GCAGTCTCTTTCCCCAACT &
R 5 GGAACTACACCTCACAGCAG 3’
Yakin promotor F 5 CTATAAGAGGCATATGCCAAAC 3
R 5 ATCATTCTTTGGGTAACAGACC 3
Ekzon 1 F 5 CAGCGTAGAAAGGGCGGAAC 3
R 5 CACCCCTCCCTCTCTAGAAC 3’
Ekzon 2 F 5 CTGTAGGGGGACTGTGGAAG 3’
R 5 TAGGAGTCCTTTCCGCCCAG 3’
Ekzon 3.4 F 5 ACTAGAGGTGGGGGATGGAG 3
' R 5 GGGATCGTCTAGAGGGAGAG 3
Ekzon 5.6 F 5 CTGCGTTGCTGAGAACAGAC &
' R 5 GAACTTGTCATCTGCCCACC 3’
Ekzon 7 F 5 TTAGGTCAGGGGAGGTGGTG 3’
R 5 GGAGTTGGAGTTCCTGGGAG 3
Ekzon 8 F 5 TTCATCCTAGGTTACAGCAGG &
R 5 GCTTGGTCTTCATGCATTGAG 3’
, F S5 TTGTTATTCCCGCTCAGGGTC 3’
J'UTR R
F
R

5!
5!

AGCCTCGAGTTTGAGAGCTAC 3’
CTAGTTTTTCTGCAGCCGACC &

10x Reaksiyon tamponu: 10 mM Tris HCL Ph = 9,0; 50 mM KCL, %0,1 % Triton X
100, 0,2 mg/ml BSA veya jelatin.

Hazirlanan ornekler DNA cift zincirinin agilmasi (denatlrasyonu), olasi proteaz
kontaminasyonunun 6nlenmesi ve ekzonukleaz aktivitesinin ortadan kalkmasi igin
PZR programi baglamadan 6nce, ornekler 94 °C’de 2 dakika bekletilmistir. En son

doénguden sonra yarim kalan reaksiyonlarin tamamlanmasi igin 72 °C’de 5 dakika

polimerizasyon saglandi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. IRF3-004 genin nen ilgili gen bolgelerinin PZR kosullari ve

PZR drin

bayuklukleri
. . PZR uriiniiniin

IRF3 Gen Bolgeleri PZR kosullar biyiikligii (bg)
94°C/2'(94°C/45s, 60°C/45s,

Uzak promotor 72°C/1'30s) 72°C/5’ | 33 dongii 766

koo 94°C/2'(94°C/45s, 62°C/45s, so1

P 72°C/1'30s) 72°C/5' / 31 dongii

94°C/2'(94°C/45s, 60°C/45s,

Ekzon 1 72°C/1'30s) 72°C/5’ | 31 dongii 550
94°C/2'(94°C/45s, 58°C/45s,

Ekzon 2 72°C/1'30s) 72°C/5' / 33 dongii 661
94°C/2'(94°C/45s, 62°C/45s,

Ekzon 3,4 72°C/1'30s) 72°C/5’ | 31 dongii 582
94°C/2'(94°C/45s, 60°C/45s,

Ekzon 5,6 72°C/1'30s) 72°C/5' / 33 dongii 897
94°C/2'(94°C/45s, 60°C/45s,

Ekzon 7 72°C/1'30s) 72°C/5’ | 31 dongii 295
94°C/2'(94°C/45s, 60°C/45s,

Ekzon 8 72°C/1'30s) 72°C/5' / 33 dongii 492

, 94°C/2'(94°C/45s, 60°C/45s,

3UTR 72°C/1'30s) 72°C/5’ | 31 dongii 600

Bfa | restriksiyon endonukleaz 94°C/2’(94°C/45s, 58°C/45s, 248

enziminin kesimi igin 72°C/1°30s) 72°C/5’/31 dongl

IRF3 PROF1

TGCAAGCAGTCTCTTTCCCCAACTCCCTCCCTCCCCCGCTGAGGACCTCTCTCCAAAACCCCAAAGACA 3

GAGAATAGAGCCAGATATAAAGAGAGGAGACAGACTGAGACCAGGAGCAAGAGTTAGGAGGGAGCCTCA

AATGCTGGCCCCTGGGGGAGAAGGGCCACTCCTCTTACCTAGGTGGAGTTGGAACAGGAGACCCGGCAG

CCTCACCACGCCTAAGGAAGGCAGCTAGGACCCTCAGCGTGTCTTCCCGGAGCCCCAGCTCTTCAGAGC

CTGCCATGGAGGCACCTGTGAGAGAGAGGGTTAGGGACTGGACTCCAAGGGTTTAGCAAGAAGTGGAGG

CTTGGGGACCAGGACTTGTGAGTCCCAAGGAAGGTGCTGAGGGCCTGGACTCCTGGGTCCTTTGGAGAG > Promotor

TGTGGGTCTGGGGGCCTAGACTCTTGAGTCCTCAGACGAAAAAGCGATCAGGAAAAAGACTCTTCGATC ve 5UTR

CAAGGAAAGGTGGTGGGGCTGGGTGCCCAGATTCGTGGGTCTAAAGGAGGAGGGAGCTGGGGTCCTGGA
CTTCTGAGTCTTAGAGAAAAAGGAACTGGAGCCCCAGACCCTTAGGTCTCCCAGGAAGAAGAGGCTTAG
CGCCCCAACTCCTGGATTCTATAAGAGGCATATGCCAAACTCCTGAAACCCTTAAAGCATCGGGAACTA
CCAATCCCAAGAGGTTTCAGGGCAAATCTTCCCCTAGGTCCGCGCTTCTTCGCCGCGCAGCCTGCTGTG

AGGTGTAGTTCCAAATCTCCGACCCCTGCTGGAATCTAGAGGACCCTGGACCCTTGGATATCAGAGAAG )
IRF3 PROR1

IRF3 PROF2
TCTCCCAGGAAGAAGAGGCTTAGCGCCCCAACTCCTGGATTCTATAAGAGGCATATGCCAAACTCCTGAAACCCTTAA
AGCATCGGGAACTACCAATCCCAAGAGGTTTCAGGGCAAATCTTCCCCTAGGTCCGCGCTTCTTCGCCGCGCAGCCTG
CTGTGAGGTGTAGTTCCAAATCTCCGACCCCTGCTGGAATCTAGAGGACCCTGGACCCTTGGATATCAGAGAAGCGGG
ACTGGGGTGCCCACCACTGGATCCCGGCCCCCTCCTCTTCCCTCCTCACCCCACCCCTCGTCAACACCCCGCTGACCT
GGTCCGGGGCCCCACCGCCGCCTCCTCCACTCAACTTGCGGTCTCCTCCACTGAACTCGTACAAACTTTATTAGTTCA
ACTTTCCCGCGCCTGCGCACTGGGCCGGGTCGATAACCGGCCCAGCGTAGAAAGGGCGGAACGCTGGGTGCACGCTCA

CGTCCCATCGGCTTTTGGGTCTGTTACCCAAAGAATGATAAAGTTGGTTTTATTTCAAGAAGTCGATCAAAAAGAAAG

ATTTGCATGTGACGCTCCCAGCATGCCTCTGGCCGGAAACCCAAAAAAGGGCATAGGGGCGGGAACAGCCCAGCGGGC} ‘
Ekzon 1

CCCCAGCG IRF3 PROR2

IRF3 E1F
CCGGGTCGATAACCGGCCCAGCGTAGAAAGGGCGGAACGCTGGGTGCACGCTCAATTTGCATGTGACGCTCCCAGCAT
GCCTCTGGCCGGAAACCCAAAAAAGGGCATAGGGGCGGGAACAGCCCAGCGGGCCGTCCCATCGGCTTTTGGGTCTGT
TACCCAAAGAATGATAAAGTTGGTTTTATTTCAAGAAGTCGATCAAAAAGAAAGCCCCAGCGCTCTAGAGCTCAGCTG
ACGGGAAAGGGGGTGCGCAGCCTCGAGTTTGAGAGCTACCCGGAGCTCCAAGACAGGGGTGGGTTCCAGCTGCCCGCA
CGCCCCGACCTTCCATCGTAGGTAACGCGGAAGAGCCCGGGAGAGCGTTGGTGGCGTCCGAGAGCGAGGAGCGGGAAA
GAGGATGGGTCTGCACGGAGAGTGGAAAGGCAGGCTGTGTACTCTGGGGAAAGTGGAGCAAGGAAGGAGCTACAGTGG
CCGACGCTGGAGGTCGGCTGCAGAAAAACTAGAAAAAGTAGGGAGGAAAGAGGAAAAGAGGAGGCGTCTACACTGAGG
GGGTTCTAGAGAGGGAGGGGTGGACTCCGTAGATGGGGGTAGTTCAGTCTCG

IRF3 E1R

26
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IRF3 E2F
TTCTGTAGGGGGACTGTGGAAGGGGGTCTACATTGGGGTAAGTGCAGGAGGTAGAGGCTTACACGTGAATCGATTCTG
CACTGAAATAACTAGGGAAAGAGGATGCTACCCTGAAAGTGGGGATACTTACTTTCGATGATGTGGGGGAGGGAGGAG
GTCTATACTGGCGGAATTGAGGGAGTGGAGGGTCTGCACTGAAGACGCTGGGGAAGGATGTGCCATGGATATGGGAAG
GAACCCTAGCTGATTAGAGAGCCTCTCGGGAGGATGGGAGGATGGGAAGAGGAGGTTTCCTGTTTGTACCCCCGAAAA
TATGGGTGAAGGACCTGTGCCGTGGCCCGTGAGAAGGAGGTCTGGGTGCGGAAACTCCAGGCCAGGTGGGTCCGGGGG
AGGCCGGTCGCGCCCAGGAAATGCCCTATACGCGCAGGCCGGACCATGGGAACCCCAAAGCCACGGATCCTGCCCTGG
CTGGTGTCGCAGCTGGACCTGGGGCAACTGGAGGGCGTGGCCTGGGTGAACAAGAGCCGCACGCGCTTCCGCATCCCT
TGGAAGCACGGCCTACGGCAGGATGCACAGCAGGAGGATTTCGGAATCTTCCAGGTGCGTGCGACGACCTGGGACGCT
GGAAACCCGGAGCTGCGCGCTGGGCGGAAAGGACTCCTAGTGGGCCCGGCTGAGAAGG

IRF3 E2R

Ekzon 2

IRF3 E3,4F
ATCTCAAAAAGAAAAAAAGCCTTTTGAAAACTAGAGGTGGGGGATGCAGGCGTAGGTGGGACGGGGGGATTTGGGGATGG
ACCTTGCAGAGTTAGAACTTGCCAGGGAAAGAGGGTGGTGTTAGGACTCGGGAGACAGGGTTAGGGCCCCAGGAGCAG
GATCTAAGTCGTCCTCCCCCACCATCCTGACACCACTGTTGCCCCAGGCCTGGGCCGAGGCCACTGGTGCATATGTTC
CCGGGAGGGATAAGCCAGACCTGCCAACCTGGAAGAGGAATTTCCGCTCTGCCCTCAACCGCAAAGAAGGGTTGCGTT
TAGCAGAGGACCGGAGCAAGGACCCTCACGACCCACATAAAATCTACGAGTTTGTGAACTCAGGTCTGCCAGCTTGGG
GTTCGTGTGGGAGGCTGGGGCCCCAAGGGTTCCTGGCACTCCTACTCCCCTCACCACTTTTCTCAACAGGAGTTGGGG
ACTTTTCCCAGCCAGACACCTCTCCGGACACCAATGGTGGAGGCAGTACTTCTGATACCCAGGTGAGAATGTGCCCAA
CTTTCATGCCCCTCAGTCTCCGACCTGTCTCCATGGGCCTTGTCCTCTCCCTCTAGACGATCCCCCCACTCCCCTGCC

TCCAGCCT IRF3 E3,4R

Ekzon 3

Ekzon 4

IRF3 E5.6F
AGCCTGACCTCCCTGCGTTGCTGAGAACAGACCTGGTCCATATGAAGTCTCCAGAAAAGGATATGGAAATGCCTGATT
CTCTTTTTTTGTTTCCCTCCAGGAAGACATTCTGGATGAGTTACTGGGTAACATGGTGTTGGCCCCACTCCCAGATCC
GGGACCCCCAAGCCTGGCTGTAGCCCCTGAGCCCTGCCCTCAGCCCCTGCGGAGCCCCAGCTTGGACAATCCCACTCC } Ekzon 5
CTTCCCAAACCTGGGGCCCTCTGAGAACCCACTGAAGCGGCTGTTGGTGCCGGGGGAAGGTGAGTGTCAGCTGCAGGC
TGGGAGGGCTGAGGTCTGGGCGGCAGCCCCTGATTCTCAACCCCTCTCCCCTTCATGCCGCTGCTGCCGCTGCTCAGA
GTGGGAGTTCGAGGTGACAGCCTTCTACCGGGGCCGCCAAGTCTTCCAGCAGACCATCTCCTGCCCGGAGGGCCTGCG
GCTGGTGGGGTCCGAAGTGGGAGACAGGACGCTGCCTGGATGGCCAGTCACACTGCCAGACCCTGGCATGTCCCTGAC
AGACAGGGGAGTGATGAGCTACGTGAGGCATGTGCTGAGCTGCCTGGGTGGGGGACTGGCTCTCTGGCGGGCCGGGCA
GTGGCTCTGGGCCCAGCGGCTGGGGCACTGCCACACATACTGGGCAGTGAGCGAGGAGCTGCTCCCCAACAGCGGGCA
TGGGCCTGATGGCGAGGTCCCCAAGGACAAGGAAGGAGGCGTGTTTGACCTGGGGCCCTTCATTGTAGGTGAGTGAGA
CAGGGGCTTCGACCTGGCCAGTACAAAGCAGCCTGCACAGTGGTTAACAACTCAGGATTGGCCGGGCACGGTGGCTCA
CGCCTGTAGTCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGTGGGCAGATGACAAGTTCAGGAGTTCGAG

IRF3 E5,6R

Ekzon 6

IRF3 E7F
CTTTCCCCAAACAAGCAGTCCCCTGGTCGAGGCAGCAGAGGGCCTTAGGTCAGGGGAGGTGGTGGGGGTTATCATTCA
AGTTTACGGGGAAGGGTGGGTAGAGGGTCCTCTTCTCATCCCTGACTAGGCTCCTGGGCCCCCAGATCTGATTACCTT
CACGGAAGGAAGCGGACGCTCACCACGCTATGCCCTCTGGTTCTGTGTGGGGGAGTCATGGCCCCAGGACCAGCCGTG
GACCAAGAGGCTCGTGATGGTCAAGGTGCCTGCAGACCTGAGTCCCTGGGGCTGARAGGGGTGGCCTTACAGAGGGAA
GAGGTTGCTCCCAGGAACTCCAACTCCCAGAGGGCCCTCTAAAAAACTGCAACTTC

IRF3 E7R
IRF3 E8F

GGCCTATGGTTCATCCTAGGTTACAGCAGGGGCTGCAGGGAGTTGTAGTCCTCCAAGCCCTGACTCCTACCTTGGTGG
ACAGTGGCTGGGTGTTTTCCCTGACTCCTGTCCCCACTTCCCCTGCAGGTTGTGCCCACGTGCCTCAGGGCCTTGGTA
GAAATGGCCCGGGTAGGGGGTGCCTCCTCCCTGGAGAATACTGTGGACCTGCACATTTCCAACAGCCACCCACTCTCC
CTCACCTCCGACCAGTACAAGGCCTACCTGCAGGACTTGGTGGAGGGCATGGATTTCCAGGGCCCTGGGGAGAGCTGA
GCCCTCGCTCCTCATGGTGTGCCTCCAACCCCCCTGTTCCCCACCACCTCAACCAATAAACTGGTTCCTGCTATGATC
ACTTGTGCGTGTCTGGTGTTGGGTGCCCTCTGACCCAATATGGTTGTTATTCCCGCTCAGGGTCTCAGTTTACCCATC
TGTGCAGCTATATACAACTCAGGTGCTCAATGCATGAAGACCAAGCACTGCAGGGGGCAGCTGACACCTCCTCACTTC
TGCCCA IRF3 E8R

Ekzon 7

Ekzon 8

IRF3 3’'UTRF
GCCCTCTGACCCAATATGGTTGTTATTCCCGCTCAGGGTCTCAGTTTACCCATCTGTGCAGCTATATACAACTCAGGT
GCTCAATGCATGAAGACCAAGCACTGCAGGGGGCAGCTGACACCTCCTCACTTCTGCCCAGGGACCTGGTGGGTGATG
GCTGTCCCCGTGTTGTAGACCAAGACACAGGCTGGGAGAGGCGCAAAGGTCACAGAGTAGGAAACACAAAGACTAGCC
AGAACCCAGGCCCCCTGCCTTGCCTATGAACAGTTTGGGCAAGTGGTCCTTCTCCTTCCAGGCCTCAGGCTCCCCTCC
ACGTGGGGCTGGAGGGGTCTTGGTAAAGGGGCTCTGCGGCCACCCTGGAGCCTGCAAAGCCTGCCTGCCTGGTGACCC
TGGGCACTGTCACCTCTCCTGGTTGGGCCGCAGTTCTGGGTGATGAAACTGGCAGAAGCCAGCGCAGCCCTGACTCAC
CCTTCGGCCCTTGCTGCTCTGTGCCTCAGTTTCCCTCTCAGGACAGTTGATGAGATCACCCCAGCTTCACGGGGCTGC
TGAAAAGAGAAGCCAACTCAATGGGGAACACAGATCCTGCTCTGGGAGCAAT

IRF3 3’'UTRR

3'UTR

Sekil 3.1. IRF3 gen dizisi Uzerinde primerlerin gosteriimesi (Primerler sari renk ile
golgelendirilmistir.)

PZR sonucunda elde edilen amplifikasyon ornekleri, %71’lik agaroz jelde

incelenmigtir.
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3.3. Otomatik DNA Dizi Analizi

Zincir sonlandirma metodu ile DNA dizi analizi reaksiyonunda, 6zgul primerlerin
baglandigi tek zincirli DNA kaliplari kullanilir. Sentez reaksiyonunun durmasi,
zincire DNA uzamasini engelleyecek nukleotit analoglarinin katilmasi ile
gergeklestirilir. Bu zincir sonlandiricilar, DNA zincir uzamasini saglayan serbest 3'-
OH gruplari bulunmayan 2',3'- dideoksinukleozit-5'-trifosfatlardir (ddNTP). dNTP'ler
ve dort farkli ddNTP'nin birinden olusan karisim kullanildigi zaman, enzim
tarafindan katalize edilen reaksiyon, ddNTP'nin yapiya katildigi noktada
duracaktir. Batun bir dizilim, her birinde ayri bir ddNTP'nin bulundugu doért ayri
reaksiyon sonucunda elde edilir. Dizi reaksiyonlari, EDTA ve formamid ile

sonlandirilir, 1sitilarak denature edilir.

DNA dizi analizi, Sanger yonteminde kullanilan ddNTP’lerin her bir ¢gesidinin farkli
renkteki bir floresan etiketle isaretlenmesi yolu ile otomatiklestiriimistir. Bu
yontemde, birbirinden farkli renklerde isaretlenen ddNTP’lerin dordi de ayni
reaksiyon tuplne konulur. Reaksiyon sonucunda olusan renkli DNA fragmentleri,
kapiler tup igine doldurulan polimerde ayristirilir. Yarime sonucunda ortaya ¢ikan

renkli pikler, lazer okuyucu tarafindan saptanarak bilgisayara aktarilir.

DNA dizi analizi i¢in Floresan isaretli ddNTP’ler yardimiyla tek zincirli DNA sentezi
sirasinda DNA’da yer alan nukleotitler farkli floresan boyalarla isaretlenmistir.
isaretli Grinler kapillere uygulanmis ve érneklerin DNA dizisi kromatogram analizi

yapan programlar (chromas lite) araciligiyla bilgisayarda kontrol edilmigtir.
3.3.1. PZR Uriinlerinin Saflagtiriimasi

DNA dizi analizi uygulanacak amplifikasyon Urlnlerin temizlenmesi, PZR sonunda
olugacak 0zgul olmayan bant Kirliliginin onlenmesinde onemlidir. Bu nedenle
reaksiyon oncesi tum UrUnlerin temizlenmesi gerekmektedir. PZR artiklarindan
temizlenmesi Exonuclease | / Shrimp Alkaline Phosphatase kullanilarak

gercgeklestiriimistir.
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Her bir PZR Urinunin temizlenmesi icin asagidaki karisim hazirlanmistir:

PZR Grunu 4 ul
Exonuclease 1 (10 Unite/ul) 1yl
Shrimp Alkaline Phospatase (1 Unite/ul) 1 ul

Toplam Hacim 6 pl

Tap icerikleri pipetlenerek karistiriimis ve is1 donguleyiciye yerlestirilerek asagida

program uygulanmistir:

37°C 20 dakika
80 °C 20 dakika
95°C 2 dakika

3.3.2. Otomatik DNA Dizi Analizi (Sekans Analizi)

Otomatik DNA dizi analizi reaksiyonu, “ABlI PRISM Big Dye Teminator V3.1 Cycle

Sequencing Kit” kullanarak ve dUretici firmanin Onerileri dogrultusunda asagida

verildigi sekilde yapilmigtir

Doénguler tamamlandiktan sonra reaksiyondan artan malzemeler, asagida belirtilen

prosedur takip edilerek ortamdan temizlenmistir.

1.

2.

Her bir tipe 2 yl 3M sodyum asetat ilave edilmistir.

Taplere 50 pl soduk %95-100’luk etil alkol ilave edilmis ve iyice

karigtirilarak 1,5 ml’'lik ependorf tlplere aktarilmigstir.
Tlpler 15 dakika -20 °C’de bekletilmigtir.

20 dakika 13000 rpm'de santrifije edilmis ve slpernatan

uzaklastiriimigtir.
250 pl soguk %70’lik etil alkol ilave edilmistir.
5 dakika 13000 rpm’de santriflij edilmistir.

SlUpernatan uzaklastirilmis ve pelet 56 °C isisinda 5-6 dakika

kurumaya birakilmigtir.
Pelet 20 ul formamid ilave edilerek ¢6zilmis ve vortekslenmigtir.

Ornekler kapiller elektroforez sisteminin tiplerine aktarilmistir.
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10. Ornekler 95 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek denatiire edilmistir.
11. 5 dakika - 20°C’de bekletilmistir.
12. Hazirlanan ornekler kapiller elektroforez sisteminde yurutilmustar.
3.4. IRF3 Genotiplenme Metodu
3.4.1. PZR-RFLP [Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)]

Restriksiyon enzimleri (RE) DNA dizisinde o6zgul bdlgeleri taniyip kesen
proteinlerdir. DNA diziliminde meydana gelecek degisiklikler RE tanima dizilerini
etkileyerek, enzimin kesim noktasini ortadan kaldirabilir ya da yeni kesim noktasi

olusmasina neden olablir.

DNA dizi analizi sonucunda IRF3 geninin 1. Intronunda rs34739574
(CTG[G/A]GTG maotifi) ve 5’'UTR bolgesinde rs139412285 bulunan tek nukleotit
degisiklilerin (TTC[A/G]JAGC motifi) (snp data box.www.ncbi.nlim.nih.gov/snp)
astimh ve saglikli bireylerde sikhgini belirlemek icin PZR-RFLP [Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP)] yontemi kullanildi.

astimh ve saglikli bireylere ait DNA o&rnekleri IRF3 genine 6zgu primerleri

kullanarak ¢ogaltildi ve Dde | | 5'....c/thag.. 3’ | ve Bfal | 5'....c/tag.. 3’
3'....gant/c.. &’ 3'....gat/c.. 5’
restriksiyon endonukleaz enzimileri ile kesildiler

IRF3 geninin 1. intron bélgesinin rs34739574 polimorfizmin genotiplenmesinde
kullanilan ileri ve ters primerler mavi ile belirtiimistir. Dde | restriksiyon
endonukleaz enziminin tanima golgesi sari ile belirtiimistir ve geninin ekzon 2

bdlgesi kirmizi ile belirtilmistir (http://www.ensembl.org). (Sekil 3.2)

IRF3 geninin  5’'UTR  bolgesinin  rs139412285 (C/T)  polimorfizmin
genotiplenmesinde kullanilan ileri ve ters primerler yesil ile belirtilmistir. Bfa |
restriksiyon endonukleaz enziminin tanima golgesi sari ile belirtiimistir ve geninin

ekzon 1 bolgesi kirmizi ile betimlenmistir (http://www.ensembl.org). (Sekil 3.3).
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>chromosome: GRCh37:19:50162229:50170632:-1

IRF3 F2
TTCTGTACCCCCACTCTCCAAGGGCGGGTCTACATTGGGGTAAGTGCAGGAGGTAGAGGCTTACACGTGAAT
CGATTCTGCACTGAAATAACTAGGGAAAGAGGATGCTACCCTGAAAGTGGGGATACTTACTTTCGATGAT
GTGGGGGAGGGAGGAGGTCTATACTGGCGGAATTGAGGGAGTGGAGGGTCTGCACTGAAGACGCTGGGGA
AGGATGTGCCATGGATATGGGAAGGAACCCTAGCTGATTAGAGAGCCTCTCGGGAGGATGGGAGGATGGG
AAGAGGAGGTTTCCTGTTTGTACCCCCGAAAATATGGGTGAAGGACCTGTGCCGTGGCCCGTGAGAAGGA
GGTCTGGGTGCGGAAACTCCAGGCCAGGTGGGTCCGGGGGAGGCCGGTCGCGCCCAGGAAATGCC
Dde | Restriksiyon Endoniikleaz Tanima Bolgesi

CTATACGCGCAGGCCGGACCATGGGAACCCCAAAGCCACGGATCCTGCCCTGGCTGGTGTCGCAGCTGGA
CCTGGGGCAACTGGAGGGCGTGGCCTGGGTGAACAAGAGCCGCACGCGCTTCCGCATCCCTTGGAAGCAC Ekzon 2
GGCCTACGGCAGGATGCACAGCAGGAGGATTTCGGAATCTTCCAGGTGCGTGCGACGACCTGGGACGCTG
GAAACCCGGAGCTGCGCGLTECECECAAACCACTCCTAGTGGGCCCGGCTGAGAAGG

IRF3 R2

Sekil 3.2. IRF3 geninin rs34739574 polimorfizmin genotiplenmesinde kullanan
primerler ve Dde | enziminin tanima bdlgesi

>chromosome: GRCh37:19:50162229:50170632:-

CCGGGTCGATAACCGGCCCAGCGTAGAAAGGGCGGAACGCTGGGTGCACGCTCAATTTGCATGTGACGCT
CCCAGCATGCCTCTGGCCGGAAACCCAAAAAAGGGCATAGGGGCGGGAACAGCCCAGCGGGCCGTCCCAT
CGGCTTTTGGGTCTGTTACCCAAAGAATGATAAAGT TGGTTTTATT TCAAGAAGTCGATCAAAAAGAAAG
CCCCAGCGCTCTAGAGCTCAGCTGACGGGAAAGGGGGTGCGCAGCCTCCACTTTCAGAGCTACCCGGAGC
TCCAAGACAGGGGTGGGTTCCAGCTGCCCGCACGCCCCGACCTTCCATCGTA IRF3 F(Bfa l)

Bfa | Restriksiyon Endoniikleaz Tanima Bolgesi

Ekzon 1

GGTAACGCGGAAGAGCCCGGGAGAGCGT TGGTGGCGTCCGAGAGCGAGGAGCGGGAAAGAGGATGGGTCT
GCACGGAGAGTGGAAAGGCAGGCTGTGTACTCTGGGGAAAGTGGAGCAAGGAAGGAGCTACAGTGGCCGA
CGCTGCACEICEEEIEOATARARAGIAE . ~ . A AGTAGGGAGGAAAGAGGARAAGAGGAGGCGTCTACACT
GAGGGGGTTCTAGAGAGGGAGGGGTGGACTCCGTAGATGGGGGTAGT TCAGTCTCG

IRF3 R(Bfa )

Sekil 3.3. IRF3 geninin rs139412285 polimorfizmin genotiplenmesinde kullanilan
primerler ve Bfa | enziminin tanima golgesi

3.4.2. RFLP igin Orneklerin Hazirlanmasi

Amplifikasyon Urtnleri Dde | enzim ile kesim reaksiyonu igin belirtilen sekilde

hazirlanmistir.

Amplifikasyon Grina 8 ul
RE Dde | 1l
10X Buffer R” 2,5 ul
dH,0 10,5 pl
Toplam hacim 25 ul
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Reaksiyon karisimi 37 °C'ye ayarli etiivde 16 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
bitiminde 6X durdurma tamponundan (%40 sukroz, %0,25 brom fenol mavisi, %60
10XTBE tamponu)her reaksiyon tipune 2 pl eklenerek reaksiyon sonlandiriimistir.
Bsu R | RE kesimi sonucunda elde edilen Urunler %2’lik agaroz jele yuklenerek jel

elektroforezleri yapiimistir.

Amplifikasyon drunleri Bfa | enzim ile kesim reaksiyonu igin belirtilen sekilde

hazirlanmistir.

Amplifikasyon Grana 7 ul
RE Bfa | 0,8 ul
10X Buffer R* 2,5l
dH.0 14,7 ul
Toplam hacim 25 ul

Reaksiyon karisimi 37 °C’ye ayarli etiivde gece boyu inkiibe edilmistir. inkiibasyon
bitiminde 6X durdurma tamponundan (%40 sukroz, %0,25 brom fenol mavisi, %60
10XTBE tamponu) her reaksiyon tipune 2 pl eklenerek reaksiyon sonlandiriimistir.
Bsu R | RE kesimi sonucunda elde edilen Urtnler %2,5’lik agaroz jele yuklenerek

jel elektroforezleri yapilmigtir.
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4. SONUCLAR
4.1. IRF3 Geni PZR Sonuglari

25 astimh ve 25 kontrol bireylerde yapilan IRF3 geninin uygun primer setleri ile
yapilan promotor (uzak ve yakin), 8 ekzon ‘nu (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) ve 3UTR

bdlgelerinin PZR goéruntulerine ait bir 6rnek sekil 10 da gortulmektedir.

M 766 505 550 661 582 897 295 492 600 [Je

Sekil 4.1. IRF3 genin promotor (uzak ve yakin), 8 ekzon ve 3'UTR bdlgelerin
amplifikasyon sonrasi agaroz jelde géruntilenmesi ( Marker,1. uzak promotor, 2.
yakin promotor, 3. Ekzon 1, 4. Ekzon 2, 5. Ekzon 3 ve 4, 6. Ekzon 5 ve 6, 7. Ekzon
7, 8. Ekzon 8 ve 9. 3'UTR)

4.2. Otomatik DNA Dizi Analizi

25 astimli ve 25 kontrol bireylerde IRF3 geninin uzak promotor bélgesini igine
alacak sekilde 766 baza kadar, yakin promotor bdlgesini igine alacak sekilde 505
baza kadar, geninin Ekzon 1 boélgesini icine alacak sekilde 550 baza kadar,
geninin Ekzon 2 bodlgesini icine alacak sekilde 661 baza kadar, Ekzon 3,4
bdlgesini icine alacak sekilde 582 baza kadar ve geninin Ekzon 5, 6 bdlgesini igine
alacak sekilde 897 baza kadar, Ekzon 7 bdlgesini igine alacak sekilde 295 baza
kadar, Ekzon 8 bdlgesini igine alacak sekilde 492 baza ve 3'UTR bdlgesini igine
alacak sekilde 600 baza kadar olan PZR Urunleri DNA dizi analiz yontemi ile
tarandi. DNA dizi analizi sonucunda genin 5'UTR bolgesinde rs2304204
rs2304205, rs3204440 ve rs139412285 polimorfizmleri, 1. intronunda rs2304206
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ve rs34739574 polimorfizmleri ve 8. ekzonunda rs7251 polimorfizmi bulunmustur

(snp databox.www.ncbi.nlim.nih.gov/snp).

Bulunan tum polimorfizmler ve polimorfizmlerin baz degisimleri Cizelge 4.1’de

verilmigtir.

Cizelge 4.1. IRF3 genin promotor (uzak ve yakin), 8 ekzon ‘nu (1,2,3 4,5 6,7,
8) ve 3’'UTR bolgelerinde bulunan polimorfizmler

Polimorfizmler ve bulundugu gen Polimorfizmlerin tizerinde yer aldigi
bolgeleri dizilim

rs2304204  5'UTR GAAGTCGATCIA/G]IAAAAGAAAG
rs3204440 5'UTR TACCCGGAGCI[T/C]JCCAAGACAG
rs2304205 5'UTR AAGACAGGGGIT/G]GGGTTCCAGC
rs139412285 5'UTR GGGTGGGTTCIC/TIAGCTGCCCGC
rs2304206 1. intron CGGAAGAGCCIC/TIGGGAGAGCGTT
rs34739574 1. intron AGGGGTCTGG|G/A]JGTGCGGAAACT
rs7251 Ekzon 8 CCTGGGGAGA[G/CICTGAGCCCT

IRF3 geninin promotor (uzak ve yakin), 8 ekzon ‘nu (1,2, 3 4,5 6, 7, 8) ve 3UTR
bdlgelerin de DNA dizi analizi sonucunda toplam yedi adet tek nukleotit degisikligi
bulunmustur. Bulunan bu degisiklikler; sirasiyla motif yapilariyla birlikte
rs2304204-ATC[A/G]JAAA Sekil 4.2'de, rs3204440-AGC[T/C]CCA Sekil 4.3'de,
rs2304205-GGG[T/G]GGG Sekil 4.4'de, rs139412285-TTC[C/T]AGC Sekil 4.5'de,
rs2304206-GCC[C/T]GGG Sekil 4.6’da, rs34739574TGG[G/A]GTG Sekil 4.7’de,
rs7251- AGA[G/C]CTG Sekil 4.8’de gorulmektedir.
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Polimorfizm rs2304204 (IRF3 - 5'UTR)

GAAGTCGATC[A/G]AAAAGAAAG / A—G

CCCCACCCCTCGTCAACACCCCGCTGACCTGGTCCGGGGCCCCACC
AACTTGCGGTCTCCTCCACTGAACTCGTACAAACTTTATT
GCACTGGGCCGGGTCGATAACCGGCCCAGCGTAGA
ATTTGCATGTGACGCTCCCAGCATGCCTCT GGAAACCCAAAAAAGGGCATAGGGGCGG
GAACAGCCCAGCGGGCCGTCCCAT TTTGGGTCTGTTACCCAAAGAATGATAAAGTTG
GTTTTATTTCAAGAAGTCGATCAAAAAGAAAGCCCCAGCGCTCTAGAGCTCAGCTGACGGGA
AAGGGGGTGCGCAGCCTCGAGTTTGAGAGCTACCCGGAGCTCCAAGACAGGGGTGGGTTCCA Ekzon 1
GCTGCCCGCACGCCCCGACCTTCCATCGTAGGTAACGCGGAAGAGCCCGGGAGAGCGTTGGT
GGCGTCCGAGAGCGAGGAGCGGGAAAGAGGATGGGTCTGCACGGAGAGTGGAAAGGCAGGCT
GTGTACTCTGGGGAAAGTGGAGCAAGGAAGGAGCTACAGTGGCCGACGCTGGAGGTCGGCTG
CAGAAAAACTAGAAAAAGTAGGGAGGAAAGAGGAAAAGAGGAGGCGTCTACACTGAGGGGGT
TCTAGAGAGGGAGGGGTGGACTCCGTAGATGGGGGTAGTTCAGTCTCGAAACCTGGGGCGTG
CTCTGTCCTGGAGGAGGGAGGCGGGCAGTCGGAGGGGAATTGAATG

CCTCCTCCACTC
AACTTTCCCGCGCCTGC
GCGGAACGCTGGGTGCACGCTCA

GG

140 150 160 170
o1 o1 T T T e 6 T e c [e c

Sekil 4.2. IRF3 geni 5'UTR bdlgesinde bulunan polimorfizm rs2304204
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Polimorfizm rs3204440 (IRF3 - 5'UTR)

TACCCGGAGC[T/C]CCAAGACAG /7

T—>C

CCCCACCCCTCGTCAACACCCCGCTGACCTGGTCCGGGGCCCCACCGCCGCCTCCHKCACTC
AACTTGCGGTCTCCTCCACTGAACTCGTACAAACTTTATTAGTTCAACTTTCGLGCGCCTGC
GCACTGGGCCGGGTCGATAACCGGCCCAGCGTAGAAAGGGCGGAACGCT TGCACGCTCA
ATTTGCATGTGACGCTCCCAGCATGCCTCTGGCCGGAAACCC GGCATAGGGGCGG
GAACAGCCCAGCGGGCCGTCCCATCGGCTTTTGGGTCTGTTACC GAATGATAAAGTTG
GTTTTATTTCAAGAAGTCGATCAAAAAGAAAGCCCCAGCGC 'AGAGCTCAGCTGACGGGA
AAGGGGGTGCGCAGCCTCGAGTTTGAGAGCTACCCGGAGCTCCAAGACAGGGGTGGGTTCCA
GCTGCCCGCACGCCCCGACCTTCCATCGTAGGTAACGCGGAAGAGCCCGGGAGAGCGTTGGT
GGCGTCCGAGAGCGAGGAGCGGGAAAGAGGATGGGTCTGCACGGAGAGTGGAAAGGCAGGCT
GTGTACTCTGGGGAAAGTGGAGCAAGGAAGGAGCTACAGTGGCCGACGCTGGAGGTCGGCTG
CAGAAAAACTAGAAAAAGTAGGGAGGAAAGAGGAAAAGAGGAGGCGTCTACACTGAGGGGGT
TCTAGAGAGGGAGGGGTGGACTCCGTAGATGGGGGTAGTTCAGTCTCGAAACCTGGGGCGTG
CTCTGTCCTGGAGGAGGGAGGCGGGCAGTCGGAGGGGAATTGAATG

Ekzon 1

TT TC

[ (| il I U T g i \“\H”\ [
0 AR o A A
W L

I LA L L

Sekil 4.3. IRF3 geni 5'UTR bdlgesinde bulunan polimorfizm rs3204440
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Polimorfizm rs2304205 (IRF3 - 5'UTR)

AAGACAGGGG[T/G]GGGTTCCAGC /1 T—-6

CCCCACCCCTCGTCAACACCCCGCTGACCTGGTCCGGGGCCCCACCGCCGCCTCCTCCAYIC
AACTTGCGGTCTCCTCCACTGAACTCGTACAAACTTTATTAGTTCAACTTTCCCGCGCHYTIGC

GTTTTATTTCAAGAAGTCGATCAAAAAGAAAGCCCCAGCGCTCTAGAGCTCAGCLGACGGGA
AAGGGGGTGCGCAGCCTCGAGTTTGAGAGCTACCCGGAGCTCCAAGACAGGGGTGGGTTCCA Ekzon 1
GCTGCCCGCACGCCCCGACCTTCCATCGTAGGTAACGCGGAAGAGCCCGGGAGAGCGTTGGT
GGCGTCCGAGAGCGAGGAGCGGGAAAGAGGATGGGTCTGCACGGAGAGTGGAAAGGCAGGCT
GTGTACTCTGGGGAAAGTGGAGCAAGGAAGGAGCTACAGTGGCCGACGCTGGAGGTCGGCTG
CAGAAAAACTAGAAAAAGTAGGGAGGAAAGAGGAAAAGAGGAGGCGTCTACACTGAGGGGGT
TCTAGAGAGGGAGGGGTGGACTCCGTAGATGGGGGTAGTTCAGTCTCGAAACCTGGGGCGTG
CTCTGTCCTGGAGGAGGGAGGCGGGCAGTCGGAGGGGAATTGAATG

GG

TT TG

Sekil 4.4. IRF3 geni 5'UTR bdlgesinde bulunan polimorfizm rs2304205
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Polimorfizm rs139412285 (IRF3 - 5UTR)

GGGTGGGTTC[C/T]JAGCTGCCCGC 1\

CCCCACCCCTCGTCAACACCCCGCTGACCTGGTCCGGGGCCCCACCGCCGCCTCCTCCACTC
AACTTGCGGTCTCCTCCACTGAACTCGTACAAACTTTATTAGTTCAACTTTCCCGCGCCTG
GCACTGGGCCGGGTCGATAACCGGCCCAGCGTAGAAAGGGCGGAACGCTGGGTGCACGCTC
ATTTGCATGTGACGCTCCCAGCATGCCTCTGGCCGGAAACCCAAAAAAGGGCATAGGGGCG
GAACAGCCCAGCGGGCCGTCCCATCGGCTTTTGGGTCTGTTACCCAAAGAATGATAAAGT
GTTTTATTTCAAGAAGTCGATCAAAAAGAAAGCCCCAGCGCTCTAGAGCTCAGCTGACGG
AAGGGGGTGCGCAGCCTCGAGTTTGAGAGCTACCCGGAGCTCCAAGACAGGGGTGGGTTCCA Ekzon 1
GCTGCCCGCACGCCCCGACCTTCCATCGTAGGTAACGCGGAAGAGCCCGGGAGAGCGTTGGT
GGCGTCCGAGAGCGAGGAGCGGGAAAGAGGATGGGTCTGCACGGAGAGTGGAAAGGCAGGCT
GTGTACTCTGGGGAAAGTGGAGCAAGGAAGGAGCTACAGTGGCCGACGCTGGAGGTCGGCTG
CAGAAAAACTAGAAAAAGTAGGGAGGAAAGAGGAAAAGAGGAGGCGTCTACACTGAGGGGGT
TCTAGAGAGGGAGGGGTGGACTCCGTAGATGGGGGTAGTTCAGTCTCGAAACCTGGGGCGTG
CTCTGTCCTGGAGGAGGGAGGCGGGCAGTCGGAGGGGAATTGAATG

CC CT
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Sekil 4.5. IRF3 geni 5'UTR bdlgesinde bulunan polimorfizm rs139412285
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Polimorfizm rs2304206 (IRF3 - 1. intron)

CGGAAGAGCC[C/TIGGGAGAGCGTT /1 C—oT

GTTTTATTTCAAGAAGTCGATCAAAAAGAAAGCCCCAGCGCTCTAGAGCTZAGCTGACGGGA
AAGGGGGTGCGCAGCCTCGAGTTTGAGAGCTACCCGGAGCTCCAAGACLELGGGTGGGTTCCA Ekzon 1
GCTGCCCGCACGCCCCGACCTTCCATCGTAGGTAACGCGGAAGAGCCCGGGAGAGCGTTGGT
GGCGTCCGAGAGCGAGGAGCGGGAAAGAGGATGGGTCTGCACGGAGAGTGGAAAGGCAGGCT
GTGTACTCTGGGGAAAGTGGAGCAAGGAAGGAGCTACAGTGGCCGACGCTGGAGGTCGGCTG
CAGAAAAACTAGAAAAAGTAGGGAGGAAAGAGGAAAAGAGGAGGCGTCTACACTGAGGGGGT
TCTAGAGAGGGAGGGGTGGACTCCGTAGATGGGGGTAGTTCAGTCTCGAAACCTGGGGCGTG
CTCTGTCCTGGAGGAGGGAGGCGGGCAGTCGGAGGGGAATTGAATG

TT

Sekil 4.6. IRF3 geni 1. intron bdlgesinde bulunan polimorfizm rs2304206
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Polimorfizm rs34739574 (IRF3 - 1. intron)

AGGGGTCTGG[G/A]GTGCGGAAACV G—A

GAAGTTCTGTGTTGGAAATGTTTTGGGAGATCTTCTGTAGGGGGAC
CATTGGGGTAAGTGCAGGAGGTAGAGGCTTACACGTGAATC
GGGAAAGAGGATGCTACCCTGAAAGTGGGGATACT
AGGTCTATACTGGCGGAATTGAGGGAGTG
TGCCATGGATATGGGAAGGAACCC TGATTAGAGAGCCTCTCGGGAGGATGGGAGGATG
GGAAGAGGAGGTTTCCTG 'ACCCCCGAAAATATGGGTGAAGGACCTGTGCCGTGGCCC
GTGAGAAGGAGGTCTGGGTGCGGAAACTCCAGGCCAGGTGGGTCCGGGGGAGGCCGGTCGCG
CCCAGGAAATGCCCTATACGCGCAGGCCGGACCATGGGAACCCCAAAGCCACGGATCCTGCC
CTGGCTGGTGTCGCAGCTGGACCTGGGGCAACTGGAGGGCGTGGCCTGGGTGAACAAGAGCC
GCACGCGCTTCCGCATCCCTTGGAAGCACGGCCTACGGCAGGATGCACAGCAGGAGGATTTC
GGAATCTTCCAGGTGCGTGCGACGACCTGGGACGCTGGAAACCCGGAGCTGCGCGCTGGGCG
GAAAGGACTCCTAGTGGGCCCGGCTGAGAAGGCGGAGGTGGCGCGCGAGGGGCGGGCTCGTG
CCAACGCTGGTGGGTGGGGCTAGAACGGGAGGGGCGGGGCTAGCCG

GAAGGGGGTCTA
CTGCACTGAAATAACTA
TCGATGATGTGGGGGAGGGAGG
TCTGCACTGAAGACGCTGGGGAAGGATG

> Ekzon 2
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Sekil 4.7. IRF3 geni 1. intron bdlgesinde bulunan polimorfizm rs34739574
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Polimorfizm rs7251 (IRF3 - Ekzon 8)

CCTGGGGAGA[G/C]CTGAGCCCT / G-C

CAGGGGCTGCAGGGAGTTGTAGTCCTCCAAGCCCTGACTCCTACCTTGG
GGTGTTTTCCCTGACTCCTGTCCCCACTTCCCCTGCAGGTTGTG
TTGGTAGAAATGGCCCGGGTAGGGGGTGCCTCCTCCCTG

TTCCAACAGCCACCCACTCTCCCTCACCTCCGAC
TGGAGGGCATGGATTTCCAGGGCCCTGGGGAGAGCTGAGCCCTCGCTCCTCATGGTGTGCCT
CCAACCCCCCTGTTCCCCACCACCTCAACCAATAAACTGGTTCCTGCTATGATCACTTGTGC
GTGTCTGGTGTTGGGTGCCCTCTGACCCAATATGGTTGTTATTCCCGCTCAGGGTCTCAGTT

TACCCATCTGTGCAGCTATATACAACTCAGGTGCTCAATG

CGTGCCTCAGGGCC
TACTGTGGACCTGCACAT

CAAGGCCTACCTGCAGGACTTGG

Ekzon 8

GC

Sekil 4.8. IRF3 geni Ekzon 8 bdlgesinde bulunan polimorfizm rs7251
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IRF3 5'UTR bolgede yer alan rs2304204 polimorfizimine ait DNA dizi analizi

sonuglari

IRF3 rs2304204 gen polimorfizmine ait DNA dizi analizi sonuglarina goére, 25
bireylik astim grubunda AA homozigot genotipi 7 (%28) bireyde, AG heterozigot
genotipi 16 (%64) bireyde ve GG homozigot genotipi ise 2 (%8) ve kontrol
grubunda AA homozigot genotipi 10 (%40) bireyde, AG heterozigot genotipi 15
(%60) bireyde ve GG homozigot genotipi ise 0 (%0) bireyde gozlenmistir.

IRF3 5'UTR bolgede yer alan rs3204440 polimorfizimine DNA dizi analizi

sonuglari

IRF3 rs3204440 gen polimorfizmine ait DNA dizi analizi sonuclarina goére, 25
bireylik astim grubunda TT homozigot genotipi 13 (%52) bireyde, TC heterozigot
genotipi 12 (%48) bireyde ve CC homozigot genotipi ise 0 (%0) ve kontrol
grubunda TT homozigot genotipi 22 (%88) bireyde, TC heterozigot genotipi 3
(%12) bireyde ve CC homozigot genotipi ise 0 (%0) bireyde gdzlenmigtir.

IRF3 1. intron bolgede yer alan rs2304206 polimorfizimine ait DNA dizi analizi

sonuglari

IRF3 rs2304206 gen polimorfizmine ait DNA dizi analizi sonuglarina goére, 25
bireylik astim grubunda CC homozigot genotipi 7 (%28) bireyde, CT heterozigot
genotipi 16 (%64) bireyde ve TT homozigot genotipi ise 2 (%8) ve kontrol
grubunda CC homozigot genotipi 9 (%36) bireyde, CT heterozigot genotipi 16
(%64) bireyde ve TT homozigot genotipi ise 0 (%0) bireyde gézlenmistir.

IRF3 5'UTR bodlgede yer alan rs2304205 polimorfizimine DNA dizi analizi

sonuglari

IRF3 rs2304205 gen polimorfizmine ait DNA dizi analizi sonuglarina goére, 25
bireylik astim grubunda TT homozigot genotipi 7 (%28) bireyde, TG heterozigot
genotipi 16 (%64) bireyde ve GG homozigot genotipi ise 2 (%8) ve kontrol
grubunda TT homozigot genotipi 9 (%36) bireyde, TG heterozigot genotipi 16
(%64) bireyde ve GG homozigot genotipi ise 0 (%0) bireyde gbzlenmistir.
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IRF3 1. intron bolgede yer alan rs34739574 polimorfizimine DNA dizi analizi

sonuglari

IRF3gen rs34739574 polimorfizmine ait DNA dizi analizi sonuglarina gore, 25
bireylik astim grubunda GG homozigot genotipi 20 (%80) bireyde, GA heterozigot
genotipi 4 (%16) bireyde ve AA homozigot genotipi ise 1 (%4) ve kontrol grubunda
GG homozigot genotipi 20 (%80) bireyde, GA heterozigot genotipi 5 (%20) bireyde
ve AA homozigot genotipi ise 0 (%0) bireyde gozlenmigtir.

IRF3 5'UTR bolgede yer alan rs139412285 polimorfizimine ait DNA dizi analizi

sonuglari

IRF3 gen rs139412285 polimorfizmine ait DNA dizi analizi sonuglarina goére, 25
bireylik astim grubunda CC homozigot genotipi 25 (%100) bireyde, CT heterozigot
genotipi 0 (%0) bireyde ve TT homozigot genotipi ise 0 (0) ve kontrol grubunda CC
homozigot genotipi 24 (%96) bireyde, CT heterozigot genotipi 1 (%4) bireyde ve
TT homozigot genotipi ise 0 (%0) bireyde gézlenmistir.

IRF3 Ekzon 8 bolgede yer alan rs7251 polimorfizimine ait DNA dizi analizi

sonuglari

IRF3rs7251 gen polimorfizmine ait DNA dizi analizi sonuglarina gore, 25 bireylik
astim grubunda GG homozigot genotipi 10 (%40) bireyde, GC heterozigot genotipi
10 (%40) bireyde ve CC homozigot genotipi ise 5 (%20) ve kontrol grubunda GG
homozigot genotipi 12 (%48) bireyde, GC heterozigot genotipi 10 (%40) bireyde ve
CC homozigot genotipi ise 3 (%12) bireyde goézlenmigtir.

Kontrol ve hasta gruplari icin Tlrk populasyonunda IRF3 geni 5’UTR bdélgesinde
rs2304204, rs2304205, rs3204440 ve rs139412285 polimorfizmleri, 1. intronunda
rs2304206 ve rs34739574 polimorfizmleri ve 8. ekzonunda rs7251 polimorfizmine
iliskin genotipleme c¢alismalarina ait genotip ve alel frekanslarinin daghmi Cizelge

4.2 ‘de verilmigtir.
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Cizelge 4.2. IRF3 geninde bulunan (rs2304204, rs2304206, rs2304205, rs320440,
rs34739574, rs139412285, rs139412285 ve rs7251) polimorfizmlerin olusturdugu

genotip ve alel frekanslarinin kontrol ve hasta grubunda daglimi

Astimlilar Kontroller P
IRF3 (rs2304204) n=25 (%) n=25 (%)
Genotip
AA 7 (28) 10 (40) 0.268
AG 16 (64) 15 (60)
GG 2 (8) 0 (0)
n=50 (%) n=50 (%)
Alel 0.295
A 30 (60) 35 (70)
G 20 (40) 15 (30)
IRF3 (rs2304206) n=25 (%) n=25 (%)
Genotip
CcC 7 (28) 9 (36) 0.325
CT 16 (64) 16 (64)
TT 2(8) 0(0)
n=50 (%) n=50 (%)
Alel 0.405
C 30(60) 34(68)
T 20(40) 16(32)
IRF3 (rs2304205) n=25 (%) n=25 (%)
Genotip
TT 7 (28) 9 (36) 0.325
TG 16 (64) 16 (64)
GG 2(8) 0(0)
n=50 (%) n=50 (%)
Alel 0.405
T 30(60) 34(68)
G 20(40) 16(32)
IRF3 (rs320440) n=25 (%) n=25 (%)
Genotip
TT 13 (52) 22 (88) 0.012
TC 12 (48) 3(12)
CC 0(0) 0(0)
n=50 (%) n=50 (%)
Alel 0.023
T 38(76) 47(94)
C 12(24) 3(6)
IRF3 (rs7251) n=25 (%) n=25 (%)
Genotip
GG 11 (40) 12(48) 0.5
GC 9 (40) 10 (40)
CC 5 (20) 3(12)
n=50 (%) n=50 (%)
Alel 0.5
G 31(62) 34(68)
C 19(38) 16(32)

p degeri ki-kare (X Fisher's Exact Test) testi sonucunda elde eilmistir.

25 astimh bireyde IRF3 geninin genotipleme sonucunda en ¢ok rastlanan motifler 5 kisi,
rs2304204 (AG), rs3204440 (TC), rs2304205 (TG), rs2304206 (CT), rs34739574 (GG),
rs139412285 (CC) ve rs7251 (GC) ve 5 kisi rs2304204 (AG), rs3204440 (TC), rs2304205
(TG), rs2304206 (CT), rs34739574 (GG), rs139412285 (CC) ve rs7251 (GG)'dir. Ancak
saglikh bireylerde en ¢ok gorilen motifler (5 kisi) rs2304204 (AG), rs3204440 (TT),
rs2304205 (TG), rs2304206(CT), rs34739574 (GG), rs139412285 (CC) ve rs7251 (GC)
oldu, Saptanan tim polimorfizimlerin genotiplenme sonuglari Cizelge 4.3 ve 4.4'te

gOsterilmektedir.
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Cizelge 4.3. 25 astimli bireyde IRF3 geninin genotipleme sonuglari

Astim rs2304204 | rs3204440 [rs2304205 [ rs2304206 | rs34739574 | rs139412285 [rs7251
1-bal50 AG TC TG CT GG CC GG
2-bal82 AG TC TG CT GG CcC CcC
3-bal100 AA TT TT CC GG CcC CcC
4-bal256 AG TC TG CT GG CcC GC
5-bal287 AA TT TT CC GA CC GG
6-bal290 AA TT TT CC GG CcC GG
7-cs73 AA TT TT CC GG CcC GG
8-cs118 GG TT GG TT GG CcC CcC
9-cs206 GG TT GG TT GG CC CcC
10-cs307 AG TT TG CT GG CC GC
11-cs409 AA TT TT CC GA CC GG
12-cs466 AG TT TG CT GA CC GC
13-cs499 AA TT TT CC GG CC GC
14-cs503 AG TT TG CT GG CC GC
15-cs520 AG TC TG CT GG CC CcC
16-csb51 AA TT TT CC GG CC GC
17-cs588 AG TC TG CT GG CC GG
18-cs691 AG TC TG CT GA CC GG
19-cs731 AG TC TG CT AA CC GG
20-cs817 AG TC TG CT GG CC GC
21-cs857 AG TC TG CT GG CcC GG
22-cs923 AG TC TG CT GG CcC GG
23-cs1100 AG TC TG CT GG CC GC
24-cs1108 AG TC TG CT GG CC GC
25-cs1242 AG TT TG CT GG CC GG
Cizelge 4.4. 25 kontrol bireyde IRF3 geninin genotipleme sonuglari

Kontrol rs2304204 | rs3204440 | rs2304205 |rs2304206 | rs34739574 | rs139412285 |rs7251
1-sk5 AG TC TG CT GG CC CC
2-sk21 AG TT TG CT GG CC GC
3-sk24 AG TT TG CT GG CC GG
4-sk27 AA TT TG CT GG CC GC
5-sk29 AG TT TG CT GG CC GC
6-sk31 AA TT TT CC GG CC GG
7-sk33 AA TT TT CC GA CC GG
8-sk35 AA TT TT CC GG CC GG
9-sk42 AG TT TG CT GG CC GG
10-sk43 AG TT TG CT GG CC GC
11-sk44 AG TT TG CT GG CC GC
12-sk45 AG TT TG CT GG CC GG
13-sk46 AG TT TG CT GG CC GC
14-sk68 AG TT TG CT GG CC CC
15-sk69 AG TC TG CT GG CC CC
16-sk70 AA TT TT CC GG CC GG
17-sk80 AG TT TG CT GA CC GC
18-sk81 AA TT TT CC GG CC GG
19-sk87 AG TC TG CT GG CC GC
20-sk110 AA TT TT CC GG CC GG
21-sk116 AG TT TG CT GA CC GC
22-sk122 AA TT TT CC GA CT GG
23-sk126 AA TT TT cC GG cC GG
24-sk130 AA TT TT cC GA CC GG
25-sk135 AG TT TG CT GG CC GC
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4.3. IRF3 1. intron ve 5UTR Bodlgelerinde Yer Alan rs34739574 ve
rs139412285 Polimorfizimlerinin Genotipleme Sonuglari

DNA dizi analiz sonuglari rs34739574 ve rs139412285 polimorfizimlerinin Turk
populasyonda taranmaya baslandi ve sikliklari belirlendi. IRF 3 geni DNA dizisi
Uzerinde ileri ve ters amplikasyon primerleri yesil, Dde | kesim noktasi sari ve
rs34739574(G/A) plimorfizim kirmizi ile belirtilmistir. PZR Grintn buyudklugu
661b¢’dir. Dde | enzimi A allelini keser ve 354 ve 307 b¢'lik iki pargaya ayirir. IRF3
geni DNA dizisi Uzerinde ileri ve ters amplikasyon primerleri yesil, Bfa | kesim
noktasi sari ve rs139412285 (C/T) nukleotit degisiklik noktasi kirmizi ile
belirtilmistir. PZR Granudn buyuklugu 661b¢’dir. Bfa | enzimi T allelini keser ve 200
ve 48 bc'lik iki parcaya ayirir. Amplifikasyon primerleri, enzim kesim noktasi,
enzimin o6zelligi ve kesim sonrasi agaroz jel goruntusu Sekil 4.9 ve 4.10. Uzerinde

verilmistir

GTTGGAAATGTTTTGGGAGATCT TS - GGG TCTACATTGGGGT

AAGTGCAGGAGGTAGAGGCTTACACGTGAATCGATTCTGCACTGAAATAACTAGGGAAAGA
GGATGCTACCCTGAAAGTGGGGATACTTACTTTCGATGATGTGGGGGAGGGAGGAGGTCTA
TACTGGCGGAATTGAGGGAGTGGAGGGTCTGCACTGAAGACGCTGGGGAAGGATGTGCCAT
GGATATGGGAAGGAACCCTAGCTGATTAGAGAGCCTCTCGGGAGGATGGGAGGATGGGAAG
AGGAGGTTTCCTGTTTGTACCCCCGAAAATATGGGTGAAGGACCTGTGCCGTGGCCCGTGA
GAAGGAGGTCTGJGTGCGGAAACTCCAGGCCAGGTGGGTCCGGGGGAGGCCGGTCGCGCCC
AGGAAATGCCCTATACGCGCAGGCCGGACCATGGGAACCCCAAAGCCACGGATCCTGCCCT
GGCTGGTGTCGCAGCTGGACCTGGGGCAACTGGAGGGCGTGGCCTGGGTGAACAAGAGCCG
CACGCGCTTCCGCATCCCTTGGAAGCACGGCCTACGGCAGGATGCACAGCAGGAGGATTTC
GGAATCTTCCAGGTGCGTGCGACGACCTGGGACGCTGGAAACCCGGAGCTGCGCGIINERN
B G TGGGCCCGGCTGAGAAGGCGGAGGTGGCGCGCGA

Ddel
(T

ROT75S 14112 91

% [ 0
s e e EE ROtiss [EH FIR [

H=Homozigot
HET=Heterozigot

M=100CbgcMarker
N=Normal

%\fownwwv
labs'..‘

|nlo ancb com
www.neb.com

Sekil 4.9. IRF3 geni sekans dizi Uzerinde amplikasyon primerleri ve Dde | kesim
noktasi ve rs34739574 nukleotit degisiklik noktasi belirtiimistir. Restriksiyon
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endonukleaz ile kesim sonucunda olusan goruntu agaroz jel elektroforezi
resminde gosterilmektedir.

CTGCGCACTGGGCCGGGTCGATAACCGGCCCAGCGTAGAAAGGGCGGAACGCTGGGTGCAC
GCTCAATTTGCATGTGACGCTCCCAGCATGCCTCTGGCCGGAAACCCAAAAAAGGGCATAG
GGGCGGGAACAGCCCAGCGGGCCGTCCCATCGGCTTTTGGGTCTGTTACCCAAAGAATGAT
AAAGTTGGTTTTATTTCAAGAAGTCGATCAAAAAGAAAGCCCCAGCGCTCTAGAGCTCAGC
TGACGGGAAAGGGGGTGCGCAGCCTCCACTTTGAGAGCTACCCGGAGCTCCAAGACAGGGG
TGGGTTCJAGCTGCCCGCACGCCCCGACCTTCCATCGTAGGTAACGCGGAAGAGCCCGGGA
GAGCGTTGGTGGCGTCCGAGAGCGAGGAGCGGGAAAGAGGATGGGTCTGCACGGAGAGTGG
AAAGGCAGGCTGTGTACTCTGGGGAAAGTGGAGCAAGGAAGGAGCTACAGTGGCCGACGCT

GGAECICCECICOACANARAGIAG . /. A A AGTAGGGAGGAAAGAGGAARAGAGGAGGCGTCT

ACACTGAGGGG

PRODUCT INFORMATION

FspBI
(Bfal)
#ER1762 2500 U

Lot: 00160161 Expiry Date: 06.2016

5.CIT A G.3
3..GA T1C..5

Concentration: 10 Ul
Source: Flavobacterium species RFL1
Supplied with: 1 mL of 10X Buffer Tango

Store at -20°C

) @ 9 (@) (@

N N N HET M
N= Normal
HET= Heterozigot
M= 100b¢Marker

Sekil 4.10. IRF3 geni sekans dizi Uzerinde amplikasyon primerleri yesil, Bfa |
kesim noktasi ve rs139412285 nikleotit degisiklik noktasi belirtilmistir.
Restriksiyon endonikleaz ile kesim sonucunda olugsan goéruntl agaroz jel
elektroforezi resminde gosterilmektedir.
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4.3.1. IRF3 rs34739574 Polimorfik Bolgesinin Dde | Enzimi Kesim Sonugclar

Astimli

ve saglikl

bireylerin

IRF3 genotiplenmesi

sonucunda saptanan

rs34739574 polimorfizim iki grup arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir
(Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. Saglikli ve astimli bireylerde IRF3 rs34739574 polimorfizminde

genotip dagilimi

IRF3 rs34739574

Saghikli (n=195) (%)

Astimli (n=530) (%)

genotipi P
GG 161 (82,6) 417 (78.6)

GA 31 (15.9) 100 (19) 0.471
AA 3 (1.5 13 (2.3)

p degeri ki-kare (X Fisher's Exact Test) testi sonucunda elde eilmistir.

Cizelge 4.6. Astiml ve sagliklilarda IRF3 rs34739574 polimorfizme ait alel

dagihmi

IRF3 rs34739574 alel | Astimli (n=1060) (%) | Saghkl (n=390) (%) p
G 934(88,1) 353(90.5)

A 126(11.9) 37 (9.5) 0,2

4.3.2. IRF3 rs139412285 Polimorfik Bolgesinin Bfa | Enzimi Kesim Sonuglari

Astimli

ve saglikli

bireylerin

IRF3 genotiplenmesi

sonucunda saptanan

rs139412285 polimorfizim iki grup arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir
(Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8).

Cizelge 4.7. Saglikli ve astimli bireylerde IRF3 rs139412285 polimorfizminde

genotip dagilimi

IRF3 rs139412285

Saglikli (n=204) (%)

Astimhi (n=170) (%)

genotipi P
CC 203 (99.5) 169 (99.4)

CT 1 (0.5) 1 (0.6) 1
TT 0 (0) 0 (0)

p degeri ki-kare (X Fisher's Exact Test) testi sonucunda elde eilmistir.

Cizelge 4.8. Saglikli ve astimllarda IRF3 rs139412285 polimorfizme ait alel

dagilhimi

IRF3 rs139412285 Astimli (n=408) (%) Saghikli (n=340) (%)

alel P
C 407(99.8) 339(99.7)

T 1(0.2) 1(0.3) 1
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Calismamizda dahil edilen Saglikli ve astimli bireylerin bazi 6zellikleri agisindan

degerlendirilmistir. Saglikli bireylerle hasta bireylerin karsilastiriimasi yapildiginda,

yas ve hayvan temasi bakimindan hastalarin astim yatkinhidi agisindan istatistiksel

olarak anlaml bir fark gézlenmemistir ama cinsiyet, FEV1 degeri, IgE duzeyi, Deri

testlerinde duyarliliklari, Eozinofil sayisi, Ailede allerjik hastalik dykusu ve Sigara

ile karsilagmalarinda hastalarin astim yatkinhigi acisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark gozlenmigtir Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Saglikli ve astimli cocuklarin ozellikleri

Saghkh Astiml p
n=191 n=613
Yas (yil)* 10,7 (8,1-13,1) 10,6 (8,1-13,5) >0,05
Cinsiyet, n (%)
Erkek 92 (%48,2) 394 (%64,3) <0,001
Kadin 99 (%51,8) 219 (%35,7)
FEV1 (%)* 101 (91-108) 94 (85-104) <0,001
IgE (kU/L)* 35 (17-73) 184 (70-485) <0,001
Deri testlerinde duyarlilik, n (%) 31 (%16,2) 391 (%63,8) <0,001
Eozinofil sayisi (mm?)* 141 (99-273) 290 (170-480) <0,001
Ailede allerjik hastalik dykusu, n (%) 21 (%11) 224 (%36,5) <0,001
Sigara ile karsilagsma, n (%) 110 (%57,6) 252 (%41,1) <0,001
Hayvan temasi, n (%) 24 (%12,6) 36 (%5,9) >0,002

*Ortanca (ceyrekler arasi)

p degeri ki-kare (X°) testi sonucunda elde eilmistir.
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5. TARTISMA

Interferon genlerinin ifadesi IRFs proteinleri tarafindan kontrol edilir. interferon
regulator faktorler, transkripsiyon faktorlerin ailesindendir ve IFN ile uyarilan
genlerin ve tip | IFN'lerin genlerin, IFN-a ve IFN-B dahil olmak Uzere
dizenlenmesinde o6nemli bir rolleri vardir. Tip | interferonlar (IFN), 13 adet
yakindan iligkili IFN-A geni ile tek bir IFN-B geninden olugsan cok-genli aile

tarafindan kodlanan sitokinlerdir.

IRF ailesinin dokuz Uyesi IRF-1 ile IRF-9 tespit edilmistir. IRF-3 viral bir gift zincirli
RNA veya bakteriyel lipopolisakkarit aracili sinyal ile dolaysiz aktive olmasi
acisindan, IRF aile Uyeleri arasinda benzersizdir. IRF-3 ile transaktive edilen hizli
erken cevap veren genler, hem viral enfeksiyona kargi dogustan bagisiklik

tepkisinde hem de ardindan gelen adaptif bagisiklikta kritik roller oynamaktadir.

Yapilan calismalar, IRF3 genindeki nukleotit degisikliklerinin  6nemini
gOstermektedir. 2007 yilinda Garifulin ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen
deneyler sonucunda IRF3 geninin intron 5 bdlgesinde bulunan A /T polimorfizminin

IFN-B1 ifadesinin baslatiimasinda etkili oldugunu géstermistir [60].

Zhang ve arkadaslari ¢alismalarinda insan IRF3 geninin 8. ekzonunda yer alan ve
kodon 427 pozisyonundaki treonin aminoasidini serin aminoasidine donustliren
nikleotit degisikliginin  6zofageal kansere duyarlilikla iliskisi olabilecegini
gOstermigstir. (P<0,05). Cin popullasyonunda CC genotip indeks katilimcilarda
0zofageal kanser riski, GG genotip sahip olanlardan 2,38 kat daha fazla oldugu

saptanmistir [61].

IRF3 geninin polimorfizmlerinin sistemik lupus eritematozus (SLE) hastalidi ile
iliskisi de arastirlmistir. Sanchez ve arkadaslarinin ¢alismalarinda, IRF3
polimorfizmlerinin (rs2304204, rs7251 ve rs2304207) ispanyol popilasyonda SLE
duyarlihg! ya da siddetinde dnemli bir rol oynamadigini ileri surmektedir [31]. Ama
Akahoshi ve arkadaslarin g¢alismasinda, Japon populasyonunda, IRF3 geninin 5
adet SNP calismis ve bu 5 SNP’den 2 polimorfizim (rs2304204 ve rs2304206)
SLE ile en belirgin iliskiyi gostermistir. GG genotip frekansi SLE hastalarinda

kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak azalmistir [62].

Fang ve arkadaslarin calismalarinda Cin populasyonun da IRF3 geninin
polimorfizmleri ve hepatitis B virus (HBV) infeksiyonuna duyarlilikla iliskisini
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arastinimistir. Bu galismada, 985 Kronik HBV enfeksiyonu olan hasta ve 294 kendi
kendini sinirlayan HBV ile enfekte olmus birey kontrol olarak calisildi. IRF3
genindeki 3 polimorfizm rs10415576, rs2304204 ve rs2304206 segildi. Bu 3
SNP’nin genotip (rs10415576, P = 0,2106; rs2304204, P = 0,8458; rs2304206, P =
0,8315) ve haplotip frekanslari kontroller ve kronik HBV enfeksiyonu olan hastalar

arasinda herhangi bir anlamli fark bulunmamistir [5].

Astim patogenezinde birgcok gen rol oynamaktadir. Populasyon ve linkaj
calismalarinin birlikte analiz edildigi ¢alismalarda birgok genin astimla iligkisi

olabilecegi gozlemlenmistir.

Tip | interferonlar, (IFNa/B) interferon ile uyarilimis genler, Rantes ve IP-10 gibi
bazi kemokin genler i¢in gerekli bir transkripsiyonel aktivatorlerdir. Bunun yani sira
Rantes, IP-10 ve IFNB genlerinin promotor bdlgelerinde NFkB ve IRF3

transkripsiyon faktorleinin baglanma elementleri bulunmaktadir [63].

Yong-Gang Zhang ve arkadaslarin yapmis olduklari deneylerde, meta-analiz
calismalari igin 10 vaka / kontrol grubu (toplam 1706 vaka ve 1685 kontrol)
belirlenmistir. Bu ¢calismada Rantes genindeki 2 polimorfizim (-403G/A ve -28C/G)
ile astim riski arasinda bir iliski olup olmadigi arastiriimis ve bu iki SNP ve astim
hastaligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir. 3 alt grup
analizleri incelendiginde 2 alt grupta yani kdken (Asyali, Avrupalilar ve Afrikali-
Amerikalilar kokenli bireylerde) ve bireylerin yasina gore -403G/A pozisyonundaki
SNP, astim ve Rantes geninin polimorfizimleri ile ilgili iliskisi anlamli bulunmadi
ama grup atopik durum analizinde, bu SNP ile anlamli olan bir iliski

bulunmustur[64].

Genetik materyali cift zincirli RNA olan virisler TLR3’e, bakteriyel endotoksin
lipopolisakkarit ise TLR4’e baglanir ve IRF3 sinyal yolunu aktive ederek tip |
IFN’larin salgilanmasina sebep olmaktadir. Bu aktivitasyonun hicresel yollardan
biri endotoksin sinyal yoludur. endotoksin sinyal yolu, astimda da etkili hiicresel
yollardan biridir. Endotoksin, gram-negatif bakterilerin hiicre zarinin blyuk bir
kismini olusturmaktadir ve dogada hazir olarak bulunmaktadir. Astim yayginhgi
son yillarda yukselmistir ve 6zellikle hastanelerde daha uzun kalmak ve mortalite
ile iligkilendirilmigtir. Astim hava yollarinin asiri hassasiyeti ve daralmasi ile

karakterize edilen kronik bir solunum sistemi hastah@idir. inflamatuvar hiicrelerin
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gorev aldig! inflamasyon, epitel hicre hasari ve hava yolu daralmasina yol agcan
asirt mukus uretimi astim hastalarinda gorinen genel patolojik bulgulardir. Astim

hastaligin meydana geldiginde hem genetik hem de ¢evresel faktorler etkilidir [64].

Endotoksin sinyal yolundaki gorev alan bazi proteinlerin genlerindeki (TLR2, TLR4
ve CD14) genetik degisikliklerin astim ve atopi ile iligkisi daha dnceki ¢aligsmalarda

gOsterilmistir.

Lachheb ve arkadaslarin ¢alismalarinda 210 ¢ocuk astimli hasta, 224 kontrol ve
80 aile ile TLR2 (12408 G/A), TLR4 (11196 C/T), TLR4 (1896A/G), TLR9 (21237
T/C), TLR9 (21486 T/C) ve CD14 (2159 C/T) genlerindeki polimorfizmlerin astim
hastahigi ile iligkisi arastirnimistir. CD14, C alleli astimli grupta kontroller ile

karsilastiriidiginda anlamli olarak yuksek bulunmustur [55].

Sackesen ve arkadaslarin g¢alismalarinda CD14 geni promotor bodlgede yer alan
C159T degisikliginin, kodominant modelde U¢ genotip (CC, CT, TT) arasinda,
atopik astimli ¢ocuklarda total IgE duzeylerinin farkl oldugunu ve TT genotipinin
dusuk IgE dizeyi ile anlamh olarak iligkili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte
atopiye sahip hafif astimli grupta, TLR4 (A896G ve C1196T) polimorfizmlerinin
daha yuksek siklikta oldugu da bulunmustur [56].

Sahiner ve arkadaslarin ¢alismalarinda, MAPK8 ve CD14 genlerinde degisimlerin
astim fenotipi ile iligkili bulunmustur. Yine bu ¢alismanin sonucuna goére ilk defa
IRF3 genindeki tek nukleotid degisikliginin (rs7251) astim ve astim fenotipi ile
iligkili olabilecegi de gdsterilmistir [59].

Literatur bilgileri tarandiginda, IRF3 genindeki genetik degisikliklerin astim ile
iliskisini gosteren bagka bir veriye rasttanmamistir. IRF3 molekulu ileriki ¢calismalar
ile astim tani ve tedavisinde hedef molekll olmaya iyi bir aday gen potansiyeline

sahip olabilecegi soylenebilir.

Bu calismada yapilan DNA dizi analiz sonucunda IRF3 geninin 5UTR, 1.
intronunda ve ekzon 8 bodlgelerinde toplam yedi adet tek nukleotit degisikligi
bulunmustur. Bu yedi polimorfizimin 3 Gnin (rs2304204, rs2304205, rs2304206)
birlikte kalitildig1 belirlenmistir. Bulunan polimorfizimler genin 5'UTR (rs2304204,
rs3204440, rs2304205, rs139412285, 1. intron (rs2304206, rs34739574) ve ekzon
8 (rs7251) bolgelerinde yer almaktadirlar ve bu polimorfizimlerin motif yapilari
rs2304204 ATC[A/G]AAA, rs3204440 AGC[T/C]CCA, rs2304205 GGG[T/G]GGG,
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rs139412285  TTC[C/TJAGC, rs2304206 GCC[C/TIGGG, rs34739574
TGG[G/A]GTG, rs7251 AGA[G/CICTG seklindedir.

IRF3 genin 6zelliginden o6turd, 1. intron 5 UTR bdlgesinin icinde yer almaktadir.
Bu nedenle 5UTR da buldugumuz SNPler de ©6nem kazanmaktadir.
Calismamizda, IRF3 rs2304204 gen polimorfizmine ait DNA dizi analizi
sonuglarina goére, genotip frekanslarina bakildiginda homozigot AA genotipi
oranlari 2 grup (25 astimli, 25 kontrol) arasinda farklilhklar gostermektedir. AA
genotipi hasta grubunda %28 oraninda gozlenirken, kontrol grubunda %40 olarak
gOzlenmistir ve GG genotipi hasta grubunda %8 oraninda godzlenirken, kontrol

grubunda GG genotipine rastlanmamigtir (Cizelge 4.2).

IRF3 rs3204440 gen polimorfizm icin DNA dizi analizi sonuglarina gore, genotip
frekanslarina bakildiginda homozigot TT genotipi ve heterozigot TC genotipi
oranlari 2 grup arasinda farkliliklar géstermektedir. TT genotipi hasta grubunda
%52 oraninda goézlenirken, kontrol grubunda %88 olarak ve TC genotipi hasta
grubunda %48 oraninda gozlenirken, kontrol grubunda %12 olarak gézlenmistir ve
CC genotipi 2 hasta ve kontrol gruplarinda rastlanmamistir. rs3204440 gen
polimorfizmine ait Turk populasyonunu yaptigimiz galismamizdan elde ettigimiz
bulgularla yapilan istatistiksel analizler sonucunda, astim ile bu gen polimorfizmi

arasinda anlamli fark oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).

IRF3 rs2304206 gen polimorfizm igin DNA dizi analizi sonuglarina gore, genotip
frekanslarina bakildiginda homozigot CC genotipi ve heterozigot CT genotipi
oranlari 2 grup arasinda bariz farkhliklar géstermemektedir ama TT genotipi hasta
grubunda %8 oraninda go6zlenirken, kontrol grubunda TT genotipine
rastlanmamistir. IRF3 rs2304205 gen polimorfizm icin de DNA dizi analizi
sonuglarina goére, genotip frekanslarina bakildiginda homozigot TT genotipi ve
heterozigot TG genotipi oranlari 2 grup arasinda bariz farkliliklar
gostermemektedir ama GG genotipi hasta grubunda %8 oraninda goézlenirken,

kontrol grubunda GG genotipine rastlanmamistir (Cizelge 4.2).

IRF3 rs34739574 gen polimorfizm icin de DNA dizi analizi sonuglarina gore,
genotip frekanslarina bakildiginda homozigot GG genotipi ve heterozigot GA
genotipi oranlari 2 grup arasinda bariz farkhliklar géstermemektedir ama AA

genotipi hasta grubunda %4 oraninda go6zlenirken, kontrol grubunda AA
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genotipine rastlanmamigtir. Calismamizda bu polimorfizm igin rs34739574 hasta
ve kontrol birey sayimizi ¢ogaltarak (530 hasta ve 195 kontrol) arastirmamizi
geniglettik. rs34739574 gen polimorfizmine ait Turk populasyonunu tanimlayan bir
orneklemde yaptigimiz ¢alismamizdan elde ettigimiz bulgularla yapilan istatistiksel
analizler sonucunda, astim ile bu gen polimorfizmi arasinda anlaml fark oldugu
belirlenmemistir. RFLP sonuglarina gére homozigot GG genotipi hasta grubunda
%78. 7 oraninda gozlenirken, kontrol grubunda %82,6 olarak gbézlenmistir ve
heterozigot GA genotipi %18.9 oraninda goézlenirken, kontrol grubunda %15,9
olarak gozlenmistir. Homozigot AA genotipi hasta grubunda %2,5 oraninda

gozlenirken, kontrol grubunda %1.5 oldugu belirlenmemistir (Cizelge 4.5).

IRF3 rs139412285 gen polimorfizm igin de DNA dizi analizi sonuglarina gore,
genotip frekanslarina bakildiginda homozigot CC genotipi ve heterozigot CT
genotipi oranlari 2 grup arasinda bariz farkhliklar gostermemektedir ve TT
genotipine 2 grubunda raslanmadik. Bu tez calismamizda DNA dizi analizi
sonuglarini dikkate alarak bu polimorfizm igin rs139412285 204 hasta ve 170
kontrole kadar sayimizi ¢ogaltarak arastirmamizi genislettik. rs139412285 gen
polimorfizmine ait Turk populasyonunda yaptigimiz ¢alismamizdan elde ettigimiz
bulgularla, astim ile bu gen polimorfizmi arasinda anlamli fark oldugu
belirlenmemistir. RFLP sonuglarina gére homozigot CC genotipi hasta grubunda
%99,5 oraninda go6zlenirken, kontrol grubunda %99,4 olarak gdézlenmistir ve
heterozigot CT genotipi %0,5 oraninda gozlenirken, kontrol grubunda %0.6 olarak
g6zlenmistir. Homozigot TT genotipi hasta ve kontrol grubunda gdzlenmemistir
(Cizelge 4.7).

Calismamizda IRF3 geninde DNA dizi analizi sonuglarina gére buldugumuz son
rs7251 polimorfizmine ait, genotip frekanslarina bakildiginda homozigot GG
genotipi, heterozigot genotipi GC ve CC homozigot genotipi hasta ve kontrol
grubunda benzer oraninda gdzlenirken, hasta ve kontrol arasinda bir bariz fark

g6zlenmemistir (Cizelge 4.2).

Astimda da 6nemli oldugu bilinen endotoksin sinyal yolaginda yer alan pek ¢ok
molekultin IRF3 proteini ile etkilesimini gdsteren calismalar bulunmaktadir. Ancak
IRF3 ile genetik ve gevresel pek ¢ok faktorin rol aldigi astimla ilgili calismalar

oldukga azdir. Bu nedenle bu calisma IRF3 genindeki nukleotit degisikliklerin
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astimla ne kadar iligkili olabilecegine ait bilgilere katkida bulunmasi agisindan

onemlidir.
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