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1.GIRIS ve AMAC

Immiin (bagisiklik) sistemimiz, viicudumuzu zararh maddelere karsi koruyarak
yasamimiz1 siirdiirmemizde dnemli rol oynamaktadir. Bagisik yanit, bir biyolojik olay
olarak, konagin kendisine yabanci olan maddeyi tanimasi ve buna karsi yanit
vermesidir. Immiin sistemimizin en 6nemli dzelligi, kendi antijenlerini ve kendinden
olmayan antijenleri ayirt edebilmesidir'. Fakat, otoimmiin hastaliklarda bu gorevini tam
olarak gerceklestirememektedir.

Bagisiklik sistemi ve merkezi sinir sistemi arasinda hormonlar, peptidler ve
norotransmitterler araciligi ile dogrudan bir etkilesim vardir. Ruhsal sistemin ve major
depresyonun bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklara olan etkileri bircok c¢alismada
arastirilmistir. Bu calismalardaki ortak goriis, stres ve depresyonun bagisiklik sistemi
iizerine olumsuz etki gosterdigi yoOniindedir. Bagisiklik sisteminde ortaya c¢ikan
degisikliklerin, stresin akut ya da kronik olusuna gore farklilik gosterebilecegi
bildirilmektedir. Bu tip hastaliklarin patofizyolojisinde sinyal molekiillerinin (bagisiklik
sistemine ait iletici maddeler) katkisi oldugu da diisiiniilmektedir. Her iki sistemin
hiicrelerinin tetiklenmesi, bu hiicrelerden bazi sinyal molekiillerinin salinimi ile
sonuglanir. Bunlarin baslicalar;; Tiimdr Nekroz Faktdér (TNF), interlokin (IL) ve
interferon (IFN) gibi sitokinledir’. Cahismamizda TNF-q, immiin sistemin temel gorevi
olan kendinden olanin ve olmayanin ayirt edilmesinde ve herhangibir antijenik uyariya
verilecek bagisik cevabmin siddetinin ayarlanmasinda birinci derecede sorumlu olan
MHC (Major Doku Uygunluk Kompleksi) lokusunun Smif III antijenlerinden olan
TNF-a geni hedef olarak se¢ilmistir. Ozellikle genin ifade edilmesinde, tiim diger
yapisal genlerde oldugu gibi promotor dizilerindeki polimorfizmlerin 6nemli olmasi
nedeniyle obsesit kompulsif bozukluk (OKB) ve PANDAS konusunda yapilan 6nceki
calismalar da goz Oniinde bulundurularak TNF-a promotor bolgesindeki 308 ve 850
polimorfizmleri se¢ilmistir. Molekiiler olarak TNF-a 308 ve 850 polimorfizmleri ile
PANDAS hastaligina genetik yatkinlik arasindaki iligkinin arastirilmasi ¢aligmanin esas

amacidir.



2.GENEL BILGI

Psikiyatride enfeksiyonlarin roliine iliskin arastirma ve bulgular yeni degildir.
Bu yiizyilin basinda sifiliz (frengi) hastaligi, farkli ve yaygin psikiyatrik bozukluklara
(Orn; Paralizi jeneral: Frenginin iigiincii evresidir. Frengi etkeninin, beyin ve sinir
sistemini enfekte etmesi ile meydana gelir) yol acan bir enfeksiyon hastaligi idi.
Gram-negatif spiroket bir bakteri olan Treponema pallidum’un sifilizin etkeni olarak
bulunmas1 ve penisilin ile tedavisinin gerceklestirilmesi, psikiyatrik durumlarda
enfeksiyonlarin rolii olabilecegini diisiindiirmiis ve psikiyatrik bozukluklar1
anlamamizda enfeksiyon hastaliklarinin bir model olabilecegi fikrini dogurmustur.

Yaklasik iki yiizyill 6nce Thomas Sydenham tarafindan ortaya konmus
streptokok enfeksiyonu kaynakli bir hastalik olan romatizmal ates varyant1 Sydenham
Koresi i¢in de ayni durum séz konusudur’. Obsesif-kompulsif bozukluk, romatizmal
ates, Sydenham Koresi gibi hastaliklar, streptokok bakterilerinin neden oldugu
hastaliklardir. Streptokok bakterileri beta hemolitik streptokoklar, alfa hemolitik
streptokoklar ve gama hemolitik streptokoklar olmak iizere 3 gruba ayrilirlar’. Beta
hemolitik streptokok bakterilerinin A, B, C ve G gibi gruplar1 vardir. Bu gruplardan C
ve G gruplar1 bogazda agr1 nedeni olabilirler ancak komplikasyon yapmazlar. Hastalarin
bogaz kiiltlirlerinden izole edilen beta hemolitik streptokoklarin %85-90°1 A grubudur.
En sik goriilen grup A streptokok enfeksiyonlari ise farenjit ve tonsillittir’.

Daha onceleri psikolojik kokenli bir bozukluk olarak dikkate alinan ¢ocukluk
cag1 baslangicli obsesif-kompulsif bozuklugun gilinlimiizde genetik duyarlhlik,
norofizyolojik anormallikler ve beyinde bolgesel islev bozuklugu dahil olmak iizere
cesitli etmenlerin rol oynadigi ndrobiyolojik bir bozukluk oldugu diisiiniilmektedir.
Giderek artan veriler, streptokok enfeksiyonlar1 sonrasi gelisen oto-immiinitenin diger
bir etyolojik etmen olduguna isaret etmektedir. Bu yaklasim, birbirine paralel iki dizi
arastirma tarafindan desteklenmektedir. I1ki, akut romatizmal atesin ge¢ komplikasyonu
olan Sydenham Koresi, ikincisi ise ¢ocukluk cagi obsesif-kompulsif bozuklugu ile

Tourette sendromuna iliskin arastirmalardir. Swedo ve arkadaglar1 Sydenham Koresinin;



obsesif-kompulsif bozuklugun bazi formlar1 i¢in tibbi bir model olabilecegini iddia

ederek bu hipotezi gelistirmislerdir®.

1980’11 yillarin sonlarina dogru Uluslararas1 Akil Saghgi Enstitiisii’niin yaptigi
aciklamaya gore Sydenham kore’li hastalarda obsesif kompulsif belirtilerde artis
meydana gelmistir. Streptokok enfeksiyonu sonucu ani bagslangicli OKB belirtileri
gdsteren fakat, kore gdzlenmeyen alt tip, PANDAS olarak adlandirilmistir’. PANDAS'1
cocuklarda A grubu beta hemolitik streptokok enfeksiyonu tonsillofarenjitini takiben
glinler-haftalar igerisinde siddetli obsesif kompulsif bozukluk ve tik ataklar:
gelismektedirg. PANDAS ile ilgili izlem caligmalarinda, PANDAS alt grubuna dahil
oldugu diisiiniilen cocuklarda, semptom alevlenmeleri ile antistreptokokal titreler

arasinda belirgin pozitif koreleasyon bulunmustur’'

. Ayrica Sydenham Koresi,
Huntington Koresi, Globus Pallidus'un Bilateral Nekrozu gibi hastaliklarda obsesif-
kompulsif bozukluk (OKB) belirtileri klinigin bir parcasi olarak kargsmiza ¢ikmaktadir.
1990’11 yillarda A grubu beta hemolitik streptokok (AGBHS) enfeksiyonuyla bir grup
cocukta ani baslangicli ve epizodik seyirli OKB ve/veya tik bozuklugu arasinda bir
iliski olabilecegi bildirilmistir''. OKB hastalarmin ¢ok biiyiik bir kisminda nérolojik
bulgularin bulunmasi ve bazi agir norolojik hastaliklarda OKB belirtilerinin ortaya
ctkmasi, arastirmalarin OKB'un ndroanatomisine yonelmesine yol a¢gmistir. Obsesif-
kompulsif bozukluk, ¢ocukluk caginda baslayabilen ve oldukg¢a agir seyredebilen bir
psikiyatrik bozukluktur. Yineleyen ve kisinin yasaminda belirgin sikintiya yol agan
obsesyonlar ve kompulsiyonlarla karakterizedir. Giintimiizde OKB'un c¢ocuklukta ve
eriskinlikte benzer belirtilerle ortaya ciktiklar1 ve olgularin yarisina yakminm gocuk-
ergen doneminde bagsladigi anlasilmistir. Obsesyonlar ve kompulsiyonlar bireyin
yasantisini zorlastirarak sikintiya sokmaktadir. Obsesyon, kimi zaman istenmeden gelen
veya uygunsuz olarak yasanan, belirgin sikintiya neden olan ve bagka bir diisiince ya da
eylemle etkisizlestirmeye caligilan yineleyici ve 1srarli her tiirlii diisiince, diirtii veya
takint1 olarak tanimlanmaktadir. Kompulsiyonlar ise kisinin obsesyona bir tepki olarak
ya da kat1 bir bicimde uygulanmasi gereken kurallarina gore yapmaktan kendini
alikoyamadigi yineleyici davraniglar ya da zihinsel eylemlerdir. PANDAS, (Streptokok
enfeksiyonlarina bagli gelisen pediatrik otoimmiin ndropsikiyatrik hastalik)
noropsikiyatride yeni tanimlanan bir hastaliktir. Sik {ist solunum yolu enfeksiyonu

geciren ve genetik yatkinlik gosteren 4-12 yas arasi ¢ocuklarda norolojik bozukluklarla



karakterize olarak meydana gelmektedir. Noropsikiyatrik belirtiler bazal gangliyon

néronlarmnin oto-antikorlar tarafindan tahrip edilmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir'”.

Obsesif-komuplsif bozuklugu olan hastalara beyin goriintiileme tekniklerinden
SPECT (Tek Foton Emisyon Bilgisayarli Tomografi) uygulandiginda, goriintiilenen
beyin kesitlerinde normal beyin yapisina kiyasla farkliliklar
gozlemlenmektedir.(SPECT; beynin 1yi c¢alisan, fazla ve az g¢alisan alanlarini
degerlendirilmesine olanak saglayan ve beyindeki kan akimini 6lgmeye yonelik
kullanilan bir tip prosediirdiir).

Obsesif-kompulsif bozuklugu olan hastalarda bu yontemle 6zellikle birbiriyle
baglantili beyin bdlgelerinden; bazal gangliyonlar, singulat girus ve talamusta aktivite
artist tespit edilmistir. Bunun yani swra frontal lobda da aktivite azalmasi

gbzlemlenmistir'>.

2.1. PANDAS (Pediatric Autoimmune Neuropshychiatric Disorders
Associated with Streptococcal Infections)

PANDAS tiim diinyada yeni tanimlanan ndropsikiyatrik bir hastaliktir. 11k defa
Swedo ve arkadaglari tarafindan 1998 yilinda tanimlanmistir. Aslinda 19. yy’in
baslarinda S6r William Osler, Sydenham koreli hastalarla yaptig1 ilk c¢alismalarda
hareket bozukluklarmna rastlamis olup 1980’lere kadar bu durumun beynin bazal
gangliyon bolgesiyle iliskili oldugu belirlenememistir'*.

1998 yilinda Amerikan Ulusal Ruh Saghgi Enstitiisi'ne gore olusturulan
PANDAS hastaliginin kriterleri:
1.Obsessif-kompulsif bozukluk veya tik bozuklugunun goériilmesi
2. Semptomlarin 3 yas ile ergenlik arasinda goriilmesi
3. Ani semptom alevlenmelerinin goriilmesi
4. Semptomlarin baglamasmin ve alevlenmesinin A grubu beta hemolitik streptokok
enfeksiyonu ile iligkili olmasi
5. Semptom alevlenmelerinde norolojik anormalliklerin olmasi'’.

Tirk toplumu genel olarak streptokok enfeksiyonlarma sik yakalanan bir
toplumdur. Bu yiizden PANDAS’a en sik rastlanan toplumlardan birisidir. PANDAS
hastaligmin olusmasinda bireyin immiin sisteminin duyarli olmasi O6nemli rol

oynamaktadir. Genetik ve immiinolojik faktorler hastaligin etiyolojisinde 6nem



tasimaktadir®. 2006 yilinda Amerika’da yapilan bir arastirmaya gore; mevsimlerin de
streptokok enfeksiyonunun meydana gelmesinde rol oynadigi ortaya c¢ikartimustr.
Sonbaharda streptokok enfeksiyonu goriilme sikligi, ilkbahar/yaz mevsimlerine gére daha
fazladir. Ayrica, streptokok enfeksiyonu tekrar eden ¢ocuklarda belirtilerin goriilme sikligi
da artmaktadur'®.

PANDAS, A grubu Beta Hemolitik Streptokok enfeksiyonu sonrasinda beynin
bazal gangliyon bolgesinde ndronlarin oto-antikorlar tarafindan tahribati ile obsesif-
kompulsif belirtiler ve tik bozukluklari belirtileri ile meydana gelmektedir'’.
Streptokoklara bagli obsessif-kompulsif hastaligin patofizyolojisi Sydenham Koresine
cok benzer. Sydenham Koresinde A grubu beta hemolitik streptokok enfeksiyonuna
bagl antistreptokokkal antikorlar, enfeksiyon sonucu kan beyin bariyerini gegen
streptokok antijenlerininin bazal gangliyonda bulunan bazi epitoplarina karsi molekiiler
mimikri sonucu c¢apraz reaksiyon vererek baglanir. Benzer bir mekanizmanin

PANDAS’da rol oynadig: diisiiniilmektedir'®.

2.2. Noronlarin apoptozu ve Tiimor Nekroz Faktoriin Immiin Cevaptaki Rolii

Timor Nekroz Faktor (TNF), programli hiicre 6limiinii tetikleyen polipeptid
biiyiime faktoriidiir. Immiin cevabin ve hematopoiezis olarak tanimlanan kan
hiicrelerinin yapimlarmnin diizenlenmesine yardimci olarak T lenfositler ve makrofajlar
tarafindan {iretilen bir sitokindir. Bunun yam sira lenfoid hiicreler, mast hiicreleri,
endotelyal hiicreler, kalp miyositleri, fibroblastlar ve sinir doku tarafindan da
sentezlenmektedir. Timor nekroz faktor ailesine ait olan polipeptidlere 6liim
aktivatorleri de denmektedir ve degisik hiicre tiplerinde apoptoz sinyali veren TNF
reseptor ailesi iiyelerine baglanarak apoptoz mekanizmasini aktiflestirirler. Timor
nekroz faktorii, enfeksiyona karst konak organizmanin savunma mekanizmasi
tarafindan hizl bir sekilde tretilir, fakat agir1 eksprese olmasi 6liimciil olabilmektedir.

TNF, ilk 6nce 212 aminoasitlik uzun bir stabil homotrimer seklinde Tip-II
transmembran proteini olarak sentezlenir. Bu transmembran protein, proteolitik yikim
enzimi olan metalloproteaz ile ¢oziinebilir forma doniistiiriiliir ve salgilanir. TNF-a’nin
¢oziinebilir formu ilk defa 1975 yilinda kesfedilmistir'”.

Timor nekroz faktoriin, TNF-a ve TNF-f olmak iizere iki tipi vardir. TNF-a,

immiin cevabin ve hematopoiezis olarak tanimlanan kan hiicrelerinin yapiminin



diizenlenmesine yardimci olarak T lenfositler ve makrofajlar tarafindan tiretilen, bir¢cok
inflamatuar ve immiin sistem aracili cevapta onemli rol oynayan bir sitokindir. Kasektin
olarak da adlandirilir. Monositler, makrofajlar, T ve B lenfositleri, dogal 6ldiriicii
hiicreler (NK) ve endotoksin veya mikrobiyal iiriinlerle uyarilan diger hiicrelerden
salinir. TNF-B, lenfotoksin olarak adlandirilir ve aktive olmus T-yardimei hiicreleri
(Th) tarafindan salgilanir®®. Cesitli sitokinleri ortama salarak immiin sistemi diizenleyen
T-yardimc1 hiicreleri, salgiladiklar1 bu sitokinlerin tiiriine gore, farkli alt gruplara
ayrilirlar. Th-1 hiicreler, TNF-a, IL-2 ve IFN-y tireterek ¢esitli hastaliklara karsi immiin
savunmada 6nemli olan, hiicresel immiin cevabi uyarirlar. Th-2 hiicreler ise; 1L-4, IL-5
ve IL-13 sitokinlerini iiretir ve alerjik tepkilerde rol oynarlar*'. IL-1, IL-6 ve TNF gibi
sitokinler, proinflamatuvar sitokinler olarak bilinir ve inflamatuvar degisikliklerin
olusmasinda, patojenin eliminasyonunu saglayan hizli bagisiklik yanitin ortaya

¢ikmasinda rol oynarlar®,

2.3. TNF-a

Timor Nekroz Faktor ailesine ait polipeptidler, immiin sistemde apoptozu uyaran
reseptorleri aktive ederek apoptozu gergeklestirmektedir. TNF-0, bagisik cevabi
olusturacak sitokin kaskadinin indiiksiyonu i¢in gereklidir. TNF-a, ayrica,
inflamasyonda, yara iyilesmesinde ve doku onariminda da gorev alir.  TNF
molekiiliiniin, bu etkilerine aracilik eden 2 reseptorii bulunmaktadir. Bunlar; 55kDa
molekiil agirlindaki Tip I (CDja0a) ve 75kDa molekiil agirligindaki Tip II (CDiagp)
reseptorleridir. Tip II reseptoriin TNF-a baglama afinitesi, Tip I reseptorden 10 kat
fazladir. Tip I reseptor, sitotoksik aktivite ve endotoksik soktan sorumluyken, Tip II

reseptor lenfosit proliferasyonunu yonlendirmektedir™.



2.3.1. TNF-o Geni
Insanda TNF geni, 6. kromozomda MHC lokusunda 6p21.3 bdlgesinde

yerlesmistir™*.

Sekil 1. 6. kromozom ve MHC lokusu (6p21.3)>.

6. kromozom yaklasik olarak 170 milyon baz ciftinden olusur. Bu kromozom,
toplam hiicre DNA'sinin % 5,5-6'sina sahiptir. Bugiine kadar 1,557 geni ve 633
psodogeni tanimlanmistir. HLA-B, insan genomunda ve 6. kromozomdaki en

polimorfik gendir™.
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Sekil 2. TNF-a geninin 6. kromozom iizerindeki lokalizasyonu®’

Insana ait TNF-o geni ilk defa 1985 yilinda klonlanmistir. Bu gen 6.
kromozomun kisa kolunda Simif III MHC gen bélgesinde lokalize olmustur. 3 kb
uzunlugundadir ve 4 ekzonu vardir. TNF-a geni baz dizisinde 170-355, 962-1007,



1195-1242, 1544-1965 arasindaki bolgeleri olusturan diziler ekzonlar1 meydana
getirmektedir. Bu bolgelerin haricindeki diziler ise intronlar1 meydana getirmektedir.
Uretilen proteinin %80’inden fazlasini 1. ekzon ve son ekzon kodlamaktadir. TNF-a
geninin  kodlanmayan bolgeleri promotor bolgesi ile 3 ve 5 UTR
bolgeleridir.(UTR=Un  Translated Regions.  Proteine  doniismeyen,  genin
transkripsiyonunda ve transkripsiyonel faktorlerin baglanmasinda etkili olan

bolgelerdir). Olgun TNF molekiilii, 17.356 Da agrrhginda olup, 157 aminoasitten

olusmustur®.
Promotor
Biilgesi Intron Tntron fntron —
”‘*HI- [ ITIT—LM
. ,
Llim“ 1 Fkzon 2 Fkzon 3 Flkzon 4
170-355 962-1007  1195-1242 1544-1965

Sekil 3. TNF-a geninin intron ve ekzonlar1
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Sekil 4. Gen yapis1™

2.3.2. Okaryot genlerinde promotor bolgeleri

Okaryotlarda promotor bolgeleri, transkripsiyonu baslatmak i¢in gerekli
faktorlerin baglandig: bolgelerdir. Bu bolgeler, RNA Polimeraz II tarafindan taninan ve
genin yukarisinda (5’yOniinde) yer alan 100 bg¢’lik kisa modiiler DNA dizileridir.
Prokaryotik ve okaryotik mRNA’larin 5° ve 3’ uglarinda UTR bolgeleri ad1 verilen ve



transle olmayan bolgeler de bulunmaktadir. TNF-o {iretimi transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel kontrol altindadir.

TNF-a geninin kodlanmayan boélgeleri promotor bolgesi ile 3> UTR bolgesidir.
Kodlanan bolgeleri ise ekzon bdlgeleridir. Olgun TNF molekiilii, 17.356 Da agirhiginda
olup, 157 aminoasitten olusmustur. Giiniimiizde gen ifadesinde rolii oldugu saptanmis
olan 6nemli TNF polimorfizmleri bulunmaktadir. Bunlar;

I- (CT)n sekanslart:

*TNF b (7 allel)
*TNF c (2 allel)
*TNF d (7 allel)
*TNF e (3 allel)
2- (CA)n sekanslart:
*TNF a (12 allel)
3- Promotor bolge polimorfizmleri:
*-238 G/A degisimi (TNFA) Het/Homozigot
*-244 G/A degisimi
*-308 G/A degisimi (TNF1-2) Het/Homozigot
*-376 G/A degisimi
4- Diger nadir polimorfizmler:
*- 49 G/A degisimi
*-419 G/C inversiyonu
* LTa +250 G/A degisimi (TNFB1-B2)
*-1031, -863, -857'de polimorfizmler tanimlanmastir.
Bunlar arasinda LTa(Lenfotoksin-a) +250 ve TNF-a -308 polimorfizmleri, bazal
ve uyarilmig olarak artmig TNF-a iiretimi ile iligkili bulunmustur. Bu nedenle pek c¢ok
enflamatuar ve enfeksiyoz hastaliga yatkinlik ile bu polimorfizmler arasinda iliski

kurulmaktadir®.

2.3.3. TNF-0 Gen Ekspresyonu
TNF-a geninin ekspresyonunun post-transkripsiyonel kontrolii; translasyonun
baslamasi, mRNA stabilitesi ve poliadenilasyon olaylar1 ile diizenlenmektedir. TNF-a

transkriptlerinin 3> UTR boélgesindeki AREs (AU Rich Elements=Adenin Urasil



bakimmdan zengin elementler=Smif 1 ARE’ler AUUUA, Smuf II ARE’ler ise
AUUUAUUUA tekrar dizilerine sahiptir) post-transkripsiyonel kontrolde 6nemli bir rol
oynamaktadir. AU elementlerinin konsantrasyonu genin ne kadar siirede transkript
verecegi bilgisini tagimaktadir. ARE’ye baglanan trans etkili faktorlerin post-
transkripsiyonel kontrolde rolii oldugu ortaya ¢ikartilmistir. ARE baglayici proteinlerin
protein ekspresyonunun diizeyinin belirlenmesinde gorev aldig1 diisiiniilmektedir
Coziilebilen 51 kDa’luk homotrimerik TNF, nanomolar konsantrasyon diizeylerinin

altinda biyoaktivitesini kaybeder’.
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Sekil 5. TNF-a gen yapist®'

Tablo 1. TNF-a geni promotor bolgesi baz dizisi*.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

ggggaagcaa
tcagggagct

acctctgggg
agtatcgggg
gagcctccag
ctggggccct
agccaagact
ccagtggtct
tgctaccccc
tcccecgecaga
ttctctecect
ctgcatcctg
gaggcaatag
atcagtcagt
ggggtatcct
agaaaccgag
tctccaccaa
agggacatat
agcagaggac
agacgccaca

aggagaagct
cctgggagat
agatgtgacc
accccceccectt
gacctccagg
gagaagtgag
gaaaccagca
gtgaattccc
acccagcctt
cccaaacaca
caaggactca
tctggaagtt
gttttgaggg
ggcccagaag
tgatgcttgt
acagaaggtg
ggaagttttc
aaaggcagtt
cagctaagag
tccecctgaca

gagaagatga
atggccacat
acagcaatgg
aacgaagaca
tatggaatac
agcttcatga
ttatgagtct
gggggtgatt
tcctgaggcecce
ggcctcagga
gctttctgaa
agaaggaaac
gcatggggac
accccccteg
gtgtccccaa
cagggcccac
cgctggttga
gttggcacac
ggagagaagc
agctgccagg

aggaaaagtc
gtagcggctc
gtaggagaat
gggccatgta
aggggacgtt
aaaaaatcag
ccgggtcaga
tcactccccg
tcaagctgcc
ctcaacacag
gcccctceccca
agaccacaga
ggggttcagce
gaatcggagc
ctttccaaat
taccgcttcc
atgattcttt
ccagccagca
aactgcagac
caggttct

agggtctgga
tgaggaatgg
gtccagggct
gagggcccca
taagaagata
ggaccccaga
atgaaagaag
ggctgtccca
accaagcccc
cttttccctce
gttctagttc
cctggtcccc
ctccagggtc
agggaggatg
ncccgccccce
tccagatgag
ccccgcecectce
gacgctccct
cccccectgaa

g999cggggyg
gttacaggag

atggaagtcg
gggagtgaaa
tggccacaca
gttccttgga
aaggcctgcc
ggcttgtccc
cagctccttc
caaccccgtt
tatctttttc
aaaagaaatg
ctacacacaa
gggagtgtga
gcgatggaga
cttatgggtt
ctctcgeccce
cagcaaggac
aacaaccctc

Sitokinlerle yapilan ¢aligmalarda, iliskili genlerin promotor bdlgelerinde

meydana gelen tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP), bir¢ok hastalikla iliskisi oldugu
saptanmistir. TNF-a geninin de promotor bodlgesindeki polimorfizmler arastirilarak
otoimmiin hastaliklar1 ve diger hastaliklarla

ilgili calismalar yapilmistir. Bu



hastaliklardan PANDAS’ 1 olus mekanizmasinin asagidaki gibi oldugu 6nerilmektedir:
Streptokok bakterilerinin tirettigi M antijenleri konak canli organizmada, immiin sistemde
hiimoral bagisikliktan sorumlu B lenfosit ve hiicresel bagisikliktan sorumlu T lenfositlerini
uyararak aktive ederler. M antijenleri, antijen sunumu yapan hiicrelerle T lenfositlerine
sunulurlar ve apoptoza yonlendirilirler. Duyarli hale gelen bazi B ve T lenfositleri de
aktive olarak santral sinir sistemine gecerler ve kan-beyin bariyerini asarak bazal ganglia
ndronlarinin lizerinde bulunan reseptorlerle epitop benzerliginden dolay ¢apraz reaksiyon
vererek birlesirler. Bu birlesme sonucunda da bir otoimmiinite mekanizmasi olarak
noronlar apoptozla yok edilirler. Bagska bir deyisle, bazal gangliyon néronlar1 oto-
antikorlar tarafindan tahrip edilmektedir. Noron kayiplar1 zamanla sinapslarda iletisim
bozukluguna dolayisiyla da néropsikiyatrik bozukluklara yol agmaktadir>. Cocuklar, 12
yas civarinda M proteinine karsi antikorlar gelistirebildikleri i¢in ergenlikten sonra A

grubu beta hemolitik streptokok enfeksiyonu sikliginda bir azalma olmaktadir®”.

2.3.4.Bagisiklik sistemi ve elemanlar

Bir canlinin bagka bir canlida yasamini siirdiirmesi, bu esnada konakta zarar
meydana getirmesi ve bu etkilere karsi konakta karsit tepkimelerin olusmasi sonucu
meydana ¢ikan belirtiler kiimesine enfeksiyon diyebiliriz. Mikroorganizmalara karsi
olusan bagisiklik iki kisimdan olusur:

1) Dogal bagisikhk: Bu bagisiklik sistemi, mikroorganizmalara 6zgiil olmayip,
kalitsal olarak tiirsel ve bireysel yapi sonucu meydana gelmis bir bagisiklik
bi¢imidir.

2) Sonradan kazanilan veya ozgiill bagisikhk: Bu bagisiklik, enfeksiyon
etkenlerinin veya bir antijenin konakg¢iyla temas etmesi sonucunda olusan bagisik
yanitla ilgilidir. Bu bagisiklik 6zgiildiir. Hiimoral ve hiicresel olmak iizere iki tiirlii
bagisik yanittan olusur.

A) Hiimoral Bagisikhik
Hiimoral bagisik yanit, kan ve viicut sivilarinda bulunan 6zgiil immiinoglobulin
molekiilleriyle ilgilidir. Hiimoral bagisikligin esas hiicreleri B lenfositleridir. B
lenfositleri CDy ylizey reseptorii tasirlar. CDyp, B hiicre membraninda bulunan

hidrofobik karakterdeki coklu domain yapisindaki bir transmembran reseptoriidiir.



B) Hiicresel Bagisikhik

Bu bagisiklik tiirii, antijeni 6zgiil olarak taniyan yardimct T ve sitotoksik T
hiicreleriyle ilgilidir. Hiicresel bagisikligin esas hiicreleri T hiicreleridir. T hiicre yiizey
reseptorii olan CD,, NK hiicre membraninda da bulunan hiicre adezyon molekiiliidiir.
Yardimc1 T hiicresi, sitotoksik T hiicresi, siipresor T hiicresi, effektor T hiicresi ve
hafiza T hiicresi gibi alt gruplardan olusur.
Yardimer T hiicresi: Spesifik antijenleri MHC- Smuf II molekiilleri ile sunuldugunda
aktiflenen ve imiin cevabin siddetini ayarlayan bir T hiicresi grubudur.
Sitotoksik T hiicresi: Tiimor veya viriis antijenlerin MHC— Smif 1 molekiilleri ile
birlikte sunumu yapildiginda, 6ldiiriicii fonksiyonu aktiflenerek hedef hiicreyi ortadan
kaldiran hiicre grubudur. CDg ylizey reseptorii tagirlar.
Siipressor T hiicresi: Spesifik antijenleri fark ederek direkt veya baskilayici faktorler
aracilifiyla immiin cevabin diizeyini belirleyen hiicre grubudur.
Effektor T hiicresi: Gecikmis tip asir1 duyarhlik reaksiyonundan sorumlu hiicre
grubudur.
Hafiza T hiicresi: Ik defa karsilastigi antijenik 6zelliklere gdre ozellesmis T lenfosit
klonlarinin ayni antijen ile daha sonra karsilastiklarinda da onlar1 taniyabilme
ozelliginde olan hiicre grubudur.
NK hiicreleri (Dogal dldiiriicii hiicreler): Biiyiik graniilli lenfositlerdir. Timor
hiicrelerine ve virusla enfekte olmus hiicrelere karsi sitotoksik etki gosterirler. NK
hiicrelerinin belli bir antijen 6zgilligi ve MHC molekiiliine bagli tanima o6zelligi
yoktur.
B lenfositleri: B lenfositleri sentezledikleri Ig molekiillerini hiicre zari ylizeyinde
tasidiklar icin, ayn1 zamanda antijene kars1 6zgiil reseptor fonksiyonu da gosterirler. B
lenfositlerinin ¢ogunda MHC smif II antijenleri vardir. Bu antijenler T lenfositleriyle
etkilesimde onemlidir.
Interlokinler: Lokositler arasinda 6zel etkilesim yaratan sitokinlerdir.
Interferonlar: Iimmiin cevabmn baskilanmasmi veya modiilasyonunu saglayan ve

viruslarm biiyiimesiyle etkilesimde olan sitokinlerdir'.



3. Interlokin-TNF-a lliskisi:

Viicuttaki tiim cekirdekli hiicreler tarafindan IL-1 iiretilmektedir. Insanda IL-1,
ve IL-1, olmak iizere iki farkli formda bulunmaktadir. Bu iki form, farkli genler
tarafindan kodlanan 159 ve 153 aminoasitlik peptidlerdir. Birbirleri ile sadece %26
oraninda benzer olmalarina ragmen biyolojik aktiviteleri ve potensleri identiktir. Yine
ayni hiicre yiizey reseptorlerine benzer afinitelerle baglanirlar.

Bircok hiicre tarafindan biyolojik olarak inaktif olan, ancak reseptorlere
baglanma i¢in IL-1 molekiilleri ile yarigarak kompetitif inhibisyon yapan IL-1 reseptor
antagonist (IL-1gr,) olarak bilinen proteini kodlayan {igiinci bir gen eksprese
edilmektedir.

IL-1, TNF ile beraber antijen sunan hiicrelerce Th hiicrelerin aktivasyonunu
saglar. Antijen ile temas eden antijen sunan hiicreler tarafindan salgilanan bu iki sitokin,
bir¢cok adezyon molekiiliiniin ekspresyonunu arttirir. IFN iiretimi artar ve yiizeyde MHC
Smuf II molekiillerinin ekspresyonu artar. Boylece Th hiicreler tarafindan antijen sunan
hiicreler baglanabilir ve aktive olabilir. Aktive olan hiicrelerde IL-2 salinimi ile IL-2 ve
IFN reseptorlerinin ekspresyonu artar, sonu¢ta duyarli Th hiicrelerde klonal
proliferasyon gerceklesir. IL-1 ve TNF beraber hem hiimoral hem de hiicresel immiin
cevabin ortaya c¢ikmasimi saglar. Notrofil ve makrofajlar1 stimiile eder, B hiicre
proliferasyonunu hizlandirir, hematopoiezisi stimiile eder, bir¢cok sitokin ve inflamatuar
mediatdriin etkilerine aracilik eder.

TNF-0, bakteriyel infeksiyonlarin hem in-vivo hem de in-vitro olarak
kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir. IFN-g ile beraber makrofajlar1 aktive ederek,
hiicre i¢i parazitlerin gelisimini kontrol eder. Bu aktivasyon, reaktif oksijen ara
iirtinlerinin olusumu 1ile iligkilidir. Sitokin ile aktive olan makrofajlar in-vitro olarak
olusturduklar1 reaktif nitrojen ara Triinleri araciligiyla da bakterilerin hiicre igi
Sldiiriilmesini saglarlar®. Bagisiklik sistemi bir patojenle savasirken, sitokinler, T
hiicresi ve makrofajlar gibi bagisiklik sistemi hiicrelerini sinyal verir ve enfeksiyon
bolgesine gitmeleini saglarlar. Uygulamada, sitokinler daha fazla sitokin iiretmeleri i¢in

onlar1 uyararak bu hiicreleri etkinlestirirler.



Sekil 6. TNF alfann kristal yapisi®*

4. TNF ve Apoptoz Mekanizmasi

PANDAS’da TNF ile iliskili apoptoz mekanizmas1 ile ndronlar yok
edilmektedir. Tiimor nekroz faktor ailesine ait olan polipeptidlere 6liim aktivatorleri de
denmektedir ve degisik hiicre tiplerinde apoptoz sinyali veren TNF reseptor ailesi
iiyelerine baglanarak apoptoz mekanizmasini aktiflestirirler. Hiicre zarinda bulunan bir
cesit integral membran protein yapisinda olan Fas ve TNF-a reseptorleri, uygun
ligandlar ile baglandiklarinda, sitoplazmada bulunan inaktif Prokaspaz-8’in
aktiflesmesine neden olarak bulunduklar1 hiicreyi 6liime gotiiren sinyal kaskadimi
baslatmis olurlar.

Bu mekanizma iki farkli yolla gergeklesmektedir:

1) Onemli bir apoptotik faktdr olan Fas Ligand (FasL), TNF ailesinin bir iiyesidir ve
sitotoksik T lenfositleri ile dogal dldiiriicii hiicrelerin yiizeyinde bulunur. FasL’in N
terminali sitoplazmadadir, C terminali ise ekstraselliiler alana dogru uzanmaktadir.

FasL ve TNF, Fas ve TNFR1 reseptorleri ile baglandiklar1 zaman 6liim uyarisini
almig olarak bir seri protein-protein etkilesimlerinde bulunurlar. Fas-FasL bagiml
apopitozda FADD (Fas Associated Death Domain), Fas ile iliskili; TRADD (TNFR-1
Associated Death Domain), TNFR ile iliskili 6lim bdlgeleridir. Aktive olan apoptotik
sinyal, FADD ve TRADD d4liim bolgelerine baglanan Kaspaz-8’e iletilir. Kaspaz-8,
Oliim sinyalinin iletiminde rol alan baslatic1 proteinazlardan biridir. Kaspaz-8’in aktive
olmasi ile birlikte diger proteinazlar kaskad halinde kendi kendine aktive olarak 6liim

sinyalini niikleusa kadar iletirler ve sonucta kromozomal DNA’nin yikimma neden



olurlar. Fas-FasL bagimli apoptoz mekanizmasi iki tarafi keskin kili¢ gibidir. Bu sistem
dogru regiile edildigi takdirde viral enfeksiyonlarm ve kanser hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasinda gorev alir. Sistemin yeterli ¢alismamasi, enfekte hiicrelerin ortadan
kaldirilamamasina neden olurken fazla ¢alismasi ise doku hasarma neden olur.

2) Sitotoksik T hiicrelerinde meydana gelen uyarilma, perforin ve granzim igeren
graniillerde sekresyona neden olur. Perforinin, hedef hiicre plazma membraninda porlar
actig1 ve granzimin de buna yol gdsterdigi diisiiniilmektedir. Fakat perforin/granzim ve
FasL, hiicre 6liim programini birbirinden bagimsiz olarak tetiklemektedir. Sitotoksik T
hiicreleri ve NK hiicreleri, perforin/granzim ve Fas/FasL yolunun her ikisini de

kullanirlar ancak ne zaman hangisini tercih ettikleri bilinmemektedir'.

5. HLA (MHC=INSAN LOKOSIT ANTIJENI)

Immunolojik ve nonimmunolojik fonksiyonu olan bir dizi genden olusan MHC
bolgesi ilk kez farelerdeki transplantasyon calismalar1 ile Peter Gorer tarafindan 1937
yilinda tanimlanmistir. Bu genlerin {irtinleri olan molekiiller, 1958 yilinda Jean Dausset
tarafindan (HLA-A2) tanimlamig, aym1 yi1l Van Rood ve arkadaslar1t HLA-BW4 ve
BW6 antijenlerini ve kan transflizyonu yapilmis kisilerin ve c¢ok dogum yapmis

kadinlarin serumlarinda 16kositlere karsi olusmus antikorlar1 gostermislerdir.

Ik doku antijenleri Iokositlerde saptandig1 igin insan I6kosit antijenleri (Human
Leukocyte Antigens = HLA) olarak tanimlanmislardir. Daha sonraki yillarda
eritrositlerin diginda biitiin viicut hiicrelerinde bulunduklar1 ve ¢ok 6nemli olduklar1
anlagilarak bu grup antijen sistemi MHC molekiilleri veya MHC antijenleri olarak ta
isimlendirilmistir. MHC genel bir isimdir ve her bir tiirtin ayr1 bir MHC simgesi

vardir’’,



5.1. immiin Tanima

Immiin yanitm olusumunda ilk basamak, kendi HLA molekiillerince sunulan yabanci
peptidin yardimc1 T hiicreleri tarafindan (CD4 T hiicreleri) taninmasidir. Taninmanin
saglanabilmesi i¢cin T-hiicre reseptorii (THR), HLA-antijen kompleksine 6zgii olmalidir.
Hiicrelerin birbiriyle temasi lizerine THR, yabanci peptid ve antijen sunan hiicre iizerinde yer
alan MHC molekiiliinden olusan trimolekiiler bir kompleks meydana gelir. T hiicreleri ve
antijen sunan hiicre arasindaki etkilesim, diger lenfositler ve B;, CD4 gibi T hiicreleri
iizerinde yer alan CDy4, CDg, CD,g ve CDy1,/CD;s gibi APC hiicre yiizey molekiilleri (I6kosit
fonksiyonuyla baglantili antijen 1 [LFA-1] ve interseliiller adhezyon molekiilii (ICAM-1)
destegi ile saglanir. Hiicre ylizey reseptorleri ve sitokinler gibi immiin modiilatér molekiilleri
kodlayan genler uyarilir, transkribe edilir ve aktif irtinler vermek iizere translasyon gecirirler.
Aktivasyonun erken evrelerinde yanitlayict T hiicrelerinin klonal genislemesi ile sonuglanan,
interlokin 2 (IL-2) ve interferon (IFN) sitokinleri iiretilir. Makrofajlar ve B hiicreleri de ek
sitokinler ve kemokinler katilarak c¢alistirilmistir ve boylelikle uyarilmis B hiicrelerinin yaniti
genisletilerek olgun antikor olusturan plazma hiicrelerine déniismeleri saglanir. Immiin
yanitin hem hiicresel hem de hiimoral kollari, nakledilen bir organin yabanct HLA antijenleri

ile iliski halindedir*®*’.

6. PANDAS’da Tedavi

PANDAS’da ilag tedavisine iliskin ilk veriler baslangicta olgu bildirilerine
dayanmaktadir. Otoimmun siireci tamamen baskilayan ya da kesintiye ugratan intravendz
immunglobulin, prednizon, penisilin gibi ilaglarm kullanilmasi1 ve plazma degistirilmesi
(plazmaferez) gibi uygulamalar PANDAS tanili ¢ocuklarda akut ve belirgin bir diizelme
olusturmaktadir. Ozellikle 3 yil siireyle 3 haftada bir uygulanan penisilin ignesi, tedavi
acisindan ¢ok olumlu sonuglar vermektedir. Uciincii yilin sonunda kesin pozitif sonug
almmaktadir. Eger uygun sekilde tedavi edilmezse belirli bir zaman sonra sizofreniye kadar

gidebilen geri doniisiimsiiz norolojik bozukluklar ortaya ¢ikabilmektedir®.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismaya; Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi, Cocuk ve Ergen Ruh Saghgi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali yetkili doktorlar1 tarafindan PANDAS tanist konulan 58 hasta
cocuk ile 58 saglikli cocuk dahil edildi. Hastalardan EDTA’l1 tiiplere alinan 3-4 cc kanlar +4
°C’ de muhafaza edilip, DNA izolasyonu i¢in kullanildi. PCR amplifikasyonlar1 ve kesim
reaksiyonlar1 yapildiktan sonra PAGE (Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ile gériintiilendi.

3.2. Gereg
Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar asagida

verilmistir.

1. Tag polimeraz (Fermantas)
Magnezyum kloriir (MgCly) (Merck)
Sukroz (Merck)
Tris baz (Amresco)
Sodyum kloriir (NaCl) (Fermantas)
EDTA (Sigma)
Sodyum dedosil siilfat (SDS) (Bio Basic Inc)
Proteinaz K (Sigma)

A A B R

Brom fenol mavisi (Fermantas)

—
)

. Etidyum bromiir (Fermantas)

[
[

. PCR tamponu (Fermantas)

. Hae III ile kesilmis pUC marker DNA (Fermantas)

_
W N

. Primerler

—_—
N

. Deoksintikleosit Trifosfat seti (Roche)

—
9]

. Agaroz (promega)
. Saf etanol (Riedel-de Haen)

_
N O

. DNA izolasyonu, PCR ve elektroforez ile ilgili diger kimyasal maddeler (Sigma ve
Merck)

18. Restriksiyon enzimleri



3.3. Kullanilan Bashca Cihazlar ve Teknik Malzemeler

1. Santrifiijler (Techne Cambridge, Universal 16R)

2. Spektrofotometre (Shimadzu UV-160)

3. Hassas terazi (Sartorius)

4. Su banyolar1 (Grant)

5. pHmetre (Inolab)

6. Derin dondurucu (-20 °C) (Beko)

7. Buzdolab1 (+4 °C) (Ugur)

8. Jel goriintiileme cihazi (Uvitec)

9. Yatay elektroforez tanki (Biogen)

10. Dikey elektroforez tanki (Biolab)

11. Deepfeez (Beko, Siemens)

12. Vorteks (Niive NM 110)

13. Mikrodalga firin (Argelik)

14. Elektorforez cihazi(EC 3000-90, E-C Apparatus Corporation)
15. Thermal cycler (Bioer XP cycler, Eppendorf Mastercycler)
16. Otoklav (Trans)

17. Otomatik pipetler (Socorex, Beta-Pette, Gilson, Rainin)
18. Meziir

19. Etil alkol

20. Primerler

21. pHmetre

22. Steril kabin (Kojair KR-125 Safety)

23. Ependorf tiipler

Bu teknik malzemeler arastrmanm yapildigi C.U. Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali molekiiler biyoloji laboratuvarinda bulunmaktadir.

3.4. Yontem

Bu calismada, dncelikle hastalardan toplanan kan 6rnekleri numaralandirilip listelendi ve
+4 °C’de muhafaza edildi. Daha sonra, bu Srneklerin doymus tuz ¢ozeltisi ile ¢Oktiirme
yontemiyle DNA izolasyonu yapildi®®*°. PCR amplifikasyonu gerceklestirildi ve agaroz jelde
yiiriitiilerek amplifikasyonun olup olmadigi kontrol edildi. PCR firiinleri par¢a uzunluk kesim

polimorfizmi (RFLP) reaksiyonuna tabi tutularak poliakrilamid jelde yiiriitiildii. Jel tizerindeki



bantlara gore polimorfizm olup olmadigi belirlendi. Elde edilen sonuglarin istatistiksel verileri
SPSS 10.0 programinda tekrarli dl¢iimlerin oldugu denemeler metodu ile varyans analizi ve

ikili kargilastirma metodlariyla belirlenmistir.

3.4.1. DNA lzolasyonu

3.4.1.1. Doymus Tuz Cozeltisi ile Coktiirme Yontemi
1- Bench temizligi yapildi (%70’1ik alkol ile)
2- Benmari agild1 (65 °C).
3- Eppendorf tiiplere 700 pl kan ve 700 pl eritrozis lizis tamponu konuldu. 2-3 dk oda 1sisinda
birakildi.
4- 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
5- Siipernatant atild1. Sonra, 700 pl lizis tamponu pellete eklendi, karistirildi ve ¢ozildii.
6- 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
7- Siipernatant atildi. 1000 pl fizyolojik tampon konuldu ve karistirildi.
8- 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
9- Siipernatant atild1. 1000 pl fizyolojik tampon konuldu ve karistirildi.
10- 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
11- 300 pl TE-9

20 ul PK
100 ul SDS ilave edildi, karistirildi ve pellet ¢6zdiiriildi.

12- 65 °C’ye ayarlanmis benmari’ye konuldu ve 1-1.30 saat beklenildi.
13- 6 M Tuz ¢ozeltisinden 200 pl ilave edildi ve karistirildi.
14- 13.500 rpm’de 7 dk santrifiij edildi.
15- Siipernatant yeni steril tiipe alind1 ve pellet atildi.
16- 13.500 rpm’de 7 dk santrifiij edildi.
17- Siipernatant yeni steril tiipe alind1 ve pellet atildi.
18- %100’liik etil alkolden 900 pl konuldu.
19- 13.500 rpm’de 7 dk santrifiij edildi.
20- Siipernatant atild1. %70’lik etil alkolden 1000 pl konuldu.
21- 13.500 rpm’de 7 dk santrifiij edildi.
22- Siipernatant atildi. Tiipler ters ¢evrilip oda sicakliginda 20-25 dk DNA’nin tiipe yapismasi
beklendi.
23- 200 pl TE konuldu.
24- 65 °C’ye ayarlanmis benmari’de 15 dk bekletildi ve DNA nin ¢oziilmesi saglandi.



25- Bir gece oda 1sisinda dinlenmeye birakildi.

3.42. TNF-a Geninin -308 G/A ve -850 C/T Polimorfizmleri icin PCR
Amplifikasyonu

3.4.2.1. TNF-a Geninin -308 G/A ve -850 C/T Polimorfizmleri i¢in Kullamlan
Primer Dizileri

Calismamizda; TNF-a geninin promotor bolgesindeki -308 G/A ve -850 C/T
polimorfizmleri ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. -308 G/A ve -850 C/T polimorfizmlerinin tespiti
icin gerekli primer dizileri, daha Once yapilan g¢aligmalar g6z Oniinde bulundurularak
secilmistir. Baz dizileri tizerinde primerleri belirlemeye yarayan 6zel bir programda (Gene

runner) promotor bolgesi baz dizisi ile primerlerimizi eslestirerek primerlerin dogrulugunu

tekrarlamig olduk.

Cizelge 1. -308 G/A ve -850 C/T PCR-RFLP primerleri

TNF-a Geni -308 G/A Polimorfizmini Belirlemek i¢cin Kullanilan Primer Cifti

Forward primer : 5’-GGG ACA CAC AAG CAT CAA GG-3°
Reverse primer : 5°’-AAT AGG TTT TGA GGG CCA TG-3’

TNF-a Geni -850 C/T Polimorfizmini Belirlemek icin Kullanilan Primer Cifti
Forward primer: 5’-AAG TCG AGT ATG GGG ACC CCC CGT TAA-3’
Reverse primer : 5°-CCC CAG TGT GTG GCC ATA TCT TCT T-3’

Tablo 2. TNF-a geni promotor bolgesi baz dizisi. Mavi boyali ve alt1 ¢izili bolgeler -308 G/A polimorfizmini

belirlemek i¢in kullanilan forward ve reverse primerlerin baz dizileri. Bu primerlerle 142 b¢’lik bolge amplifiye
edilmistir.

1 ggggaagcaa
61 tcagggagct
121 acctctgggg

aggagaagct
cctgggagat
agatgtgacc

gagaagatga aggaaaagtc agggtctgga ggggcggggg
atggccacat gtagcggctc tgaggaatgg gttacaggag
acagcaatgg gtaggagaat gtccagggct atggaagtcg
181 agtatcgggg accccccctt aacgaagaca gggccatgta gagggcccca gggagtgaaa

241 gagcctccag gacctccagg tatggaatac aggggacgtt taagaagata tggccacaca
F 301 ctggggcggg acacacaagc atcaaggtga aaaaaatcag ggaccccaga gttccttgga
361 agccaagact gaaaccagca ttatgagtct ccgggtcaga atgaaagaag aaggcctgcc
R 421 ccagtggtce atggecctca aaacctattt tcactccccg ggctgtccca ggcttgtccce

481
541
601
661
721
781

tgctaccccc
tcccecgecaga
ttctctecect
ctgcatcctg
gaggcaatag
atcagtcagt

acccagcctt
cccaaacaca
caaggactca
tctggaagtt
gttttgaggg
ggcccagaag

tcctgaggcecc
ggcctcagga
gctttctgaa
agaaggaaac

gcatggggac
accccccteg

tcaagctgcc
ctcaacacag
gcccctceccca
agaccacaga
ggggttcagce
gaatcggagc

accaagcccc
cttttccctce
gttctagttc
cctggtcccc
ctccagggtc

agggaggatg

cagctccttc
caaccccgtt
tatctttttce
aaaagaaatg
ctacacacaa

gggagtgtga



841
901
961
1021
1081
1141

Tablo 3. TNF-a geni promotor bolgesi baz dizisi. Yesil boyali ve altigizili bolgeler -850 C/T polimorfizmini
belirlemek i¢in kullanilan forward ve reverse primerlerin baz dizileri. Bu primerlerle 131 b¢’lik bolge amplifiye

ggggtatcct
agaaaccgag
tctccaccaa
agggacatat
agcagaggac
agacgccaca

edilmistir.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

F 841 ggggtatcca agtcgagtat

ggggaagcaa
tcagggagct

acctctgggg
agtatcgggg
gagcctccag
ctggggccct
agccaagact
ccagtggtct
tgctaccccc
tccececgecaga
ttctctecect
ctgcatcctg
gaggcaatag
atcagtcagt

tgatgcttgt
acagaaggtg
ggaagttttc
aaaggcagtt
cagctaagag
tccecctgaca

aggagaagct
cctgggagat
agatgtgacc
accccceccectt
gacctccagg
gagaagtgag
gaaaccagca
gtgaattccc
acccagcctt
cccaaacaca
caaggactca
tctggaagtt
gttttgaggg
ggcccagaag

gtgtccccaa
cagggcccac
cgctggttga
gttggcacac
ggagagaagc
agctgccagg

gagaagatga
atggccacat
acagcaatgg
aacgaagaca
tatggaatac
agcttcatga
ttatgagtct
gggggtgatt
tcctgaggcecc
ggcctcagga
gctttctgaa
agaaggaaac
gcatggggac
accccccteg

ggggaccccc

ctttccaaat
taccgcttcc
atgattcttt
ccagccagca
aactgcagac
caggttct

aggaaaagtc
gtagcggctc
gtaggagaat
gggccatgta
aggggacgtt
aaaaaatcag
ccgggtcaga
tcactccccg
tcaagctgcc
ctcaacacag
gcccctceccca
agaccacaga

ggggttcagc
gaatcggagc

ncccgcccce
tccagatgag
ccccgcecectce
gacgctccct
cccccectgaa

agggtctgga
tgaggaatgg
gtccagggct
gagggcccca
taagaagata
ggaccccaga
atgaaagaag
ggctgtccca
accaagcccc
cttttccctce
gttctagttc
cctggtcccecc
ctccagggtc

agggaggatg

gcgatggaga
cttatgggtt
ctctcgceccce
cagcaaggac
aacaaccctc

gg999cggggyg
gttacaggag

atggaagtcg
gggagtgaaa
tggccacaca
gttccttgga
aaggcctgcc
ggcttgtccc
cagctccttc
caaccccgtt
tatctttttc
aaaagaaatg
ctacacacaa

gggagtgtga

cgttaaaaat ncccgcccce gcgatggaga

R 901 agaaaccgag acagaaggtg cagggcccac taccgcttcc tccagatgag cttataagaa

961
1021
1081
1141

gatatggcca

cacactgggg

agggacatat
agcagaggac
agacgccaca

aaaggcagtt
cagctaagag
tccecctgaca

cgctggttga
gttggcacac
ggagagaagc
agctgccagg

atgattcttt ccccgcceccte ctctecgeccece
ccagccagca gacgctccct cagcaaggac
aactgcagac cccccctgaa aacaaccctc

caggttct

Kullandigimiz bu primerleri segerken, primerde bazlarin dengeli dagilmasina, primerin
kendi igerisinde baglanmaya neden olacak dizi bulunmamasma, Tm sismin 70-75 °C
olmasma ve kalip DNA icinde yanlishikla taniyacak baz dizisine sahip olmamasina dikkat

edilmistir’ .

3.4.2.2. TNF- a geninin -308 G/A ve -850 C/T Polimorfizmleri i¢cin Kullanilan PCR
Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu asamasinda; final 25 ul’lik PCR tiipii olusturacak sekilde;
2,5 ul 10X PCR tamponu, 2,5 pul MgSOys, 0.2 mmol/L dANTP’ler, her bir primerden 1 pl, 0,25
pl Tag polimeraz, 100 ng genomik DNA eklenerek hazirlanmistir. 25 pl’ye tamamlayacak
kadar steril bidistile su eklendikten sonra uygun PCR programinda amplifikasyon yapilmstir.
Cizelge 2°de -308 G/A polimorfizmi i¢in, ¢izelge 3’de ise -850 C/T polimorfizmi i¢in optimal

reaksiyonun gerceklestigi PCR reaksiyonlar1 verilmistir.



Cizelge 2. -308 G/A polimorfizmi i¢in uygulanan PCR reaksiyon 1s1 dongiileri

Reaksiyon Asamasi Sicakhk C  |Siire |Déngii
Sayisi

Ik Denatiirasyon 94 1 dk 1

Denatiirasyon 94 15 sn

Primer baglanmasi 62 30 sn 40

Zincir uzamast 72 15 sn

Son uzama 72 1 saat 1

Cizelge 3. -850 C/T polimorfizmi i¢in uygulanan PCR reaksiyon 1s1 déngiileri

Reaksiyon Asamasi Sicakhk C  |Siire |Déngii
Sayisi

Ik Denatiirasyon 94 3 dk 1

Denatiirasyon 94 20 sn

Primer baglanmasi 68 30 sn 40

Zincir uzamast 72 1 dk

Son uzama 72 1 saat 1

Elde edilen PCR firiinleri, amplifikasyon varlig1 veya yoklugunun anlasilabilmesi i¢in
agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur. Sonraki asamada -308 G/A polimorfizmi i¢in
Nco I Restriksiyon enzimi kullanilarak, -850 C/T polimorfizmi i¢in de Hinc II Restriksiyon
enzimi kullanilarak kesim reaksiyonu yapilmistir. Kesimi yapilan iriinler PAGE
(Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ile goriintiilenerek baz ¢ifti uzunluklarmna gore
adlandirilmistir. Neco I restriksiyon enzimi uygulandiginda kesilmeyen 142 b¢ uzunlugundaki
homozigot GG genotipli PCR iiriinii TNF1, kesilerek 126 b¢ uzunlugunda bir bant veren AA
genotipli PCR {iriinii ise TNF2 olarak adlandirilmistir. Hincll enzimi uygulandiginda
kesilmeyen 131 b¢ uzunlugundaki PCR firiinii T alleli, kesilerek 106 b¢ uzunlugunda bir bant

veren lriin ise C alleli olarak adlandirilmastir.



3.4.3. % 2’lik Agaroz Jel Elektroforezi
1- 0.7 gr agaroz tartilarak100 ml’lik erlenmayere konuldu ve 35 ml 1X TBE (Tris-Borikasit-
EDTA) tamponu eklendi.
2- Mikrodalga firmmda 2 dakika kaynatild1.
3- 3 pl ethidium bromid eklendi.
4- Elektroforez taraklar1 jel dokme kabina, tabanda 1 mm bosluk kalacak sekilde ayarlanarak
yerlestirildi.
5- Sogumas1 beklenen agaroz jeli, jel kabna dokiildii ve donmasi i¢in oda sicakliginda 30 dk
bekletildi.
6- Taraklar dikkatlice ¢ikartilarak jel kab1 elektroforez tankina yerlestirildi.
7- Jeldeki acilmis olan kuyucuklara 5 pl DNA marker (Pucl8/Hae III) ile 5 pl yiikleme
tamponuyla karistirilmis 5 pl PCR friinlerinden 10’ar pl uygulandi.
8- Jele elektrik akimi verilerek 80 V, 100 A ve 80 Watta 1.5 saat elektroforeze tabi tutuldu.
9- Olusan bantlar UV altinda okunarak bir diskete kaydedildi.

3.4.4. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz enzimleri ile Kesimi
e 10 pl PCR firiinii
e 0.5 ulenzim
e 75ulsu
e 2ul(10X) tampon
e Ornek saysi ile ¢arpilarak mix hazirlandi
e Her bir ependorfa 10’ar pl mix ve PCR iiriinii konuldu
e 37C%de 1 gec e bekletildi
e Kesimi durdurmak i¢in her bir tiipe 4 pl boya eklendi
¢ PAGE ile goriintiilendi.

Ncol ve Hinc II restriksiyon enzimleriinin 6zgiin kesim bdlgeleri asagida yer almaktadir:
Nco I Enzimi kesim bolgesi: Hinc II enzimi kesim bolgesi:

5 GT*AC 3° 5’ C*CATGG 3’



3.4.5. %10’luk Poliakrilamid Jeli Hazirlama

%40 Akrilamid stok 2 ml
Bidistile H,O 5 ml
10X TBE 800 ml
%25’lik APS (Amonyum persiilfat) 50 ul
TEMED 2 ul

1- 1ki cam arasma, arada 1 mm bosluk kalacak sekilde hazirlanan vertikal mini elektroforez jel
dokme kabma yaklasik 5 ml kadar jel konuldu ve tarak vyerlestirilerek akrilamid
polimerizasyonu (jelin katilagmasi) icin oda sicakliginda 30 dk bekletildi.

2- Tarak ¢ikartildi ve jel elektroforez tankina yer yerlestirilerek tarak dislerinin agmis oldugu
kuyucuklara 5’er pl miktarlarda Pucl8/Haelll marker’1 ile ayn1 miktardaki kesim iirtinleri
uygulandu.

3- 15 Volt /em” olacak sekilde elektrik akimi verilerek 60 dk siireyle elektroforez yapildi. Jel
iki cam arasindan ¢ikartilip icinde 0.5 pg/ml ethidium bromid bulunan TBE tamponu i¢inde
15 dk bekletilerek DNA fragmanlarinin boyanmasi saglandi.

4- Bantlar UV altinda okunarak goriintii diskete kaydedildi.

3.4.6. Istatistiksel Analiz Yontemi

Verilerimizin istatistiksel analizlerinde SPSS 10.0 programi kullanildi. Parametreler,
tekrarli Olctimler (Repeated measures), varyans analizi ve ikili karsilastirma (Pairwise
comparisions) metodlar1 ile analiz edildi. P<0,05 olan degerleri kapsayan sonuglar istatistiksel

olarak anlamli olarak kabul edildi.



4.BULGULAR

Calismaya aldigimiz hasta ve kontrol gruplarinin yaslar1 4 ve 12 arasinda degismekte
olup, hasta grubu 19 kiz, 39 erkek toplam 58 birey ve kontrol grubu ise 32’s1 kiz, 26’s1 erkek
olan 58 saglikli bireyden olugsmaktadir (Tablo 4).

Tablo 4. Cinsiyetin hasta ve kontrol gruplari igindeki dagilimi

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Erkek 39 26
Kiz 19 32
Erkek (%) %67,24 %44,82
Kiz ( %) %32,75 %355,17

Calismamizda buldugumuz hasta ve kontrol grubuna ait polimorfizmler Tablo 5’te
verilmigtir. -308 G/A polimorfizmi i¢in incelemeye aldigimiz 58 hasta bireyden 53 tanesi
polimorfik olarak kabul edilen AA genotipi seklinde tespit edilmis olup; 5 tanesi ise yine bir
polimorfizm tiirli olan GA genotipi seklindedir (Tablo 5).

-850 C/T polimorfizmi i¢in incelemeye aldigimiz 58 hasta bireyden 30 tanesi normal
genotip olarak kabul edilen CC genotipinde olup, 16 tanesi polimorfik kabul edilen CT ve 12
tanesi de diger bir polimorfizm olarak kabul edilen TT genotipindedir (Tablo 5).

Tablo 5. Hasta ve kontrol grubunun -308 G/A ve -850 C/T polimorfizm genotipleri (-308 G/A polimorfizmi igin
GG normal genotiptir. GA ve AA genotipleri ise polimorfik genotiplerdir. -850 C/T polimorfizmi i¢in CC
normal genotiptir. CT ve TT genotipleri ise polimorfik genotiplerdir).

Hasta -308 G/A -850 C/T -308 G/A -850 C/T
Hasta 1 AA TT Kontrol 1 GA CC
Hasta 2 AA CT Kontrol 2 GG CC
Hasta 3 AA CT Kontrol 3 GG CT
Hasta 4 AA CT Kontrol 4 GG CC
Hasta 5 AA CT Kontrol 5 GA CC
Hasta 6 AA CC Kontrol 6 GG CC
Hasta 7 AA CT Kontrol 7 GG TT
Hasta 8 AA CC Kontrol 8 GG TT
Hasta 9 AA CC Kontrol 9 GG CC
Hasta 10 AA CT Kontrol 10 GG CC




Hasta 11 AA TT Kontrol 11 GG CC
Hasta 12 GA TT Kontrol 12 GG CT
Hasta 13 AA CC Kontrol 13 GA CC
Hasta 14 AA CT Kontrol 14 GG CT
Hasta 15 AA CC Kontrol 15 GG CC
Hasta 16 AA CC Kontrol 16 GG CC
Hasta 17 AA CC Kontrol 17 GG CT
Hasta 18 AA CC Kontrol 18 GG CT
Hasta 19 GA CC Kontrol 19 GA CC
Hasta 20 AA TT Kontrol 20 GG TT
Hasta 21 AA CC Kontrol 21 GG CC
Hasta 22 AA CC Kontrol 22 GA TT
Hasta 23 GA TT Kontrol 23 GG CC
Hasta 24 AA TT Kontrol 24 GG CT
Hasta 25 AA CT Kontrol 25 GG CC
Hasta 26 GA CT Kontrol 26 GG CC
Hasta 27 AA TT Kontrol 27 GG CT
Hasta 28 GA CT Kontrol 28 GG CC
Hasta 29 AA CC Kontrol 29 GG CC
Hasta 30 AA CC Kontrol 30 GG CT
Hasta 31 AA TT Kontrol 31 GG CT
Hasta 32 AA CC Kontrol 32 GG CC
Hasta 33 AA CC Kontrol 33 GG TT
Hasta 34 AA CC Kontrol 34 GG CC
Hasta 35 AA CC Kontrol 35 GG CT
Hasta 36 AA CC Kontrol 36 GG CC
Hasta 37 AA CC Kontrol 37 GG CC
Hasta 38 AA CC Kontrol 38 GG CT
Hasta 39 AA CC Kontrol 39 GG CC
Hasta 40 AA CC Kontrol 40 GG CC
Hasta 41 AA CC Kontrol 41 GG TT
Hasta 42 AA CT Kontrol 42 GG CC
Hasta 43 AA TT Kontrol 43 GG CC
Hasta 44 AA CC Kontrol 44 GG CC
Hasta 45 AA TT Kontrol 45 GG CT
Hasta 46 AA CC Kontrol 46 GG CT
Hasta 47 AA TT Kontrol 47 GG CT
Hasta 48 AA CC Kontrol 48 GG CT
Hasta 49 AA CC Kontrol 49 GG CT
Hasta 50 AA CC Kontrol 50 GG CC
Hasta 51 AA CC Kontrol 51 GG TT
Hasta 52 AA CC Kontrol 52 GG CC
Hasta 53 AA CT Kontrol 53 GG CT
Hasta 54 AA CT Kontrol 54 GG CT
Hasta 55 AA TT Kontrol 55 GG CC
Hasta 56 AA CT Kontrol 56 GG TT
Hasta 57 AA CT Kontrol 57 GG CC
Hasta 58 AA CT Kontrol 58 GG CT




Calismamizda -308 G/A polimorfizmi i¢in; hasta grubunun %91,37 oraninda
polimorfik olan AA genotipli oldugu ve %8,62 oraninda ise polimorfik olan GA genotipli
oldugu bulunmustur (Tablo 6).

Tablo 6. Hasta grubuna ait -308 G/A polimorfizminin genotip yiizdeleri

AA GA GG
(Polimorfik) (Polimorfik) | (Normal)

Kiz 18 birey 1 birey
%31,03 %1,72 -
Erkek 35 birey 4 birey
%60,34 %6,89 -
Toplam Yiizde 53 birey 5 birey
%91,37 %38,62 -
Normal genotip
(GG) - - -
Polimorfik 53 birey 5 birey -
genotip %91,37 %38,62
(GA ve AA)
Polimorfik
Genotiplerin 58 birey -
Toplami ve %99.9
Yiizdesi -
(GA+AA)

Hastalarda normal olan homozigot GG genotipine rastlanmamistir. Kontrol grubunda
ise 53 tanesi normal olarak kabul edilen GG genotipi seklinde tespit edilmis olup, bunun
disinda kalan 5 bireyde ise yine bir polimorfizm tiirii olan GA genotipi seklindedir. Kontrol

grubunda mutant olan homozigot AA genotipine rastlanmamistir (Tablo 7).



Tablo 7. Kontrol grubuna ait -308 G/A polimorfizminin genotip yiizdeleri

AA GA GG
(Polimorfik) | (Polimorfik) | (Normal)
Kiz - 2 birey 30 birey
%3,44 %351,72
Erkek 3 birey 23 birey
- %S35,18 %39,65
Toplam ylizde 5 birey 53 birey
- %38,62 %91,37
Normal 53 birey
(GG) - - %91,37
Polimorfik 5 birey
(GA ve AA) - %38,62 -
Polimorfik
Genotiplerin - 58 birey
Toplami ve %99.9
Yiizdesi
(GA+AA)

Hasta grubunun 29, 30 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 ve 38 nolu orneklerinin PAGE
goriintiisii 126 baz ciftinden olugsmakta olup, AA homozigot mutant genotipindedir (Sekil 7).

Sekil 7. -308 G/A polimorfizminde polimorfik genotipin (AA) PAGE goriintiisii

Calismamizda cinsiyetin hastalik ile iliskisini belirlemek amaci1 ile yaptigimiz varyans
analizi istatistiginin -308 G/A polimorfizminin kizlar i¢in buldugumuz sonuglar1 Tablo 8’de

verilmis olup, kizlar ile -308 G/A polimorfizmi i¢in anlamli pozitif bir iliski bulunmustur.



Tablo 8. Tekrarli 6lglimlerin oldugu denemeler istatistiginde varyans analiz metoduyla hesaplanan -308 G/A
hasta ve kontrol grubundaki kizlar arasindaki iligkisi (P<0,05).

GENOTIP P degeri
GENOTIP 1,250 1,000
GOZLENEN 0,001 1,000
GENOTIP — 0,001 0,001
GOZLENEN

Calismamizda cinsiyetin hastalik ile iligkisini belirlemek amac1 ile yaptigimiz varyans
analizi istatistiginin -308 G/A polimorfizminin erkekler i¢in buldugumuz sonuglar1 Tablo 9°da
verilmis olup, kizlar i¢in saptanan anlamli iligkinin tersine erkekler ile -308 G/A polimorfizmi

arasinda anlamli bir iligki bulunamamastir (p>0,05).

Tablo 9. Tekrarli 6lglimlerin oldugu denemeler istatistiginde varyans analiz metoduyla hesaplanan -308 G/A
hasta grubundaki erkekler ve kontrol grubundaki erkekler arasindaki anlamli olmayan iliskisi (P>0,05).

GENOTIP P degeri
GENOTIP 1,500 1,000
GOZLENEN 0,833 1,000
GENOTIP — 1,000 1,000
GOZLENEN

Calismamizda hasta grubu ile -308 G/A polimorfizmi arasindaki iliskiyi belirlemek
amaci ile yaptigimiz ikili karsilastirma test sonuglar1 Tablo 10°da verilmis olup, buna gore

polimorfizm ile hastalik arasinda ¢ok anlamli bir iligki bulunmustur.

Tablo 10. Tekrarli dlglimlerin oldugu denemeler istatistiginde ikili karsilagtirma analiz metoduyla hesaplanan
-308 G/A polimorfizminin hastalikla olan pozitif anlaml1 iliskisi (P<0,05).

Standart hata | T degeri | P degeri 95% Giivenli fark aralig

Degisken Alt sinir Ust sinir
HASTA ,001 0,001 0,001 1,000 1,000
G308A ,037 78,379 0,001 2,839 2,988

Calismamizda kontrol grubu ile -308 G/A polimorfizmi arasindaki iliskiyi belirlemek
amaci ile yaptigimiz ikili karsilastirma test sonuglar1 Tablo 11°de verilmis olup, buna gore
polimorfizm ile saglikli bireyler arasinda genotip fenotip iliskilendirilmesinin ¢ok anlamli

oldugu bulunmustur.



Tablo 11. Tekrarl 6lgiimlerin oldugu denemeler istatistiginde ikili karsilastirma analiz metoduyla hesaplanan -

308 G/A polimorfizminin kontrol grubu ile pozitif anlaml iliskisi (P<0,05).

Standart hata | T degeri P degeri 95% Giivenli fark aralig

Degisken Alt siir Ust sinir
KONTROL -1,069 0,034 0,001 -1,136 -1,002
G308A 1,069 0,034 0,001 1,002 1,136

-308 G/A polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubunun birarada degerlendirildigi ikili
karsilastirma istatistiginin sonuglar1 Tablo 12°de verilmis olup, ayr1 ayr1 degerlendirildigi test
istatistiklerinden farkli olarak t degerleri bakimindan anlamsiz bir iliski saptanirken, p

degerleri bakimidan anlamli bir iliski bulunmustur.

Tablo 12. Tekrarh 6lgiimlerin oldugu denemeler istatistiginde ikili karsilastirma analiz metoduyla hesaplanan -
308 G/A polimorfizminin hasta ve kontrol gruplari ile pozitif anlamli iliskisi (p<0,05).

Standart hata | T degeri P degeri 95% Giivenli fark aralig

Degisken Alt sinir Ust sinir
HASTA -1,250 0,250 0,038 -2,326 -,174
G308A 1,250 0,250 0,038 ,174 2,326

Calismamizda -850 C/T polimorfizmi i¢in; hasta grubunun %51,72 oraninda normal
CC genotipli, %27,58 oraninda polimorfik CT genotipli ve %20,68 oraninda ise diger bir
polimorfik yap1 olan TT genotipli oldugu bulunmustur (Tablo 13).

Tablo 13. Hasta grubuna ait -850 C/T polimorfizminin genotip yiizdeleri

CcC CT TT
(Normal | (Polimorfik) (Polimorfik)
)
Kiz 11 birey 3 birey 5 birey
%18,96 %5,17 %38,62
Erkek 19 birey 13 birey 7 birey
%32,75 %22,41 %12,06
Toplam yiizde 30 birey 16 birey 12 birey
%351,72 %27,58 %20,68
Normal 30 birey
(CO) %351,72 - -




Polimorfik (CT ve TT) - 16 birey 12 birey

(%27,58) (%20,68)
Polimorfik Genotiplerin Toplami ve - 28 birey
Yiizdesi %48.26

(CT+TT)

Kontrol grubunun ise; %53,44 oraninda CC genotipli, %32,75 oraninda CT genotipli
ve %13,79 oraninda TT genotipli oldugu bulunmustur (Tablo 14).

Tablo 14. Kontrol grubuna ait -850 C/T polimorfizminin genotip yiizdeleri

CC CT TT
(Normal) (Polimorfik) (Polimorfik)
Kiz 12 birey 12 birey 4 birey
%20,68 %20,68 %6,89
Erkek 19 birey 7 birey 4 birey
%32,75 %12,06 %6,89
Toplam ylizde 31 birey 19 birey 8 birey
%353,44 %32,75 %13,79
Normal 31 birey - -
(CO)
Polimorfik - 19 birey 8 birey
(CT ve TT) %32,75 %13,79
Polimorfik - 27 birey
Genotiplerin %46,54
Toplami ve Yiizdesi
(CT+TT)

Hasta grubunun 18, 21, 22 ve 23 nolu 6rneklerinin CC homozigot saglam genotipine
sahip oldugu ve PAGE goriintiisiinde 106 baz ¢iftinden olustugu bulunmustur. Polimorfik CT
genotipine sahip olan 14, 15 ve 17 nolu 6rnekler bir allelin Hinc IT restriksiyon enzimiyle
kesilip, diger allelin ise kesilmemesinden dolay1 heterozigot karakterdedir. 16 ve 20 nolu
orneklerin her iki alleli de Hinc II restriksiyon enzimiyle kesime ugramayarak PAGE
goriintiisiinde 131 baz ¢iftinden olusan TT homozigot polimorfik genotipine sahip oldugu

bulunmustur (Sekil 8).
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Sekil 8. -850 C/T polimorfizminde normal (CC) ve polimorfik (CT,TT) genotiplerin PAGE goriintiisii

Hasta grubunun 13, 15, 16 ve 19 nolu 6rnekleri ise ayni1 restriksiyon enzimi ile her iki
allel bakimindan kesime ugrayarak PAGE goriintiisiinde 106 baz ciftinden olusan bantlarla
karakterize CC homozigot normal genotipinde oldugu bulunmustur. 12, 14, 17 ve 18 nolu

ornekler ise polimorfik CT genotipine sahiptir (Sekil 9).
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Sekil 9. -850 C/T polimorfizminde normal (CC) ve polimorfik (CT) genotiplerin PAGE goriintiisii

Hasta grubunun 35, 36, 37, 38, 39, 40 ve 41 nolu Orneklerinin tiimii normal CC

genotiplidir ve 106 baz ¢iftinden olugmaktadir (Sekil.10).

PCR Uriinii (131 be)
106 he

Sekil 10. -850 C/T polimorfizminde normal genotipin (CC) PAGE goriintiisii



Calismamizda cinsiyetin hastalik ile iliskisini belirlemek amac1 ile yaptigimiz varyans
analizi istatistiginin -850 C/T polimorfizminin kizlar i¢in buldugumuz sonuglar1 Tablo 15°de

verilmis olup, kizlar ile -850 C/T polimorfizmi i¢in anlamli pozitif bir iliski bulunmustur.

Tablo 15. Tekrarlt dlgiimlerin oldugu denemeler istatistiginde varyans analiz metoduyla hesaplanan -850
C/T hasta grubundaki kizlar ve kontrol grubundaki kizlar arasindaki pozitif anlamlr iligkisi (P<0,05).

GENOTIP P degeri
GENOTIP 2,000 0,001
GOZLENEN 0,001 0,001
GENOTIP — 0,001 0,001
GOZLENEN

Calismamizda cinsiyetin hastalik ile iligkisini belirlemek amaci ile yaptigimiz varyans
analizi istatistiginin -850 C/T polimorfizminin erkekler i¢in buldugumuz sonuclar1 Tablo
16’da verilmis olup, kizlar i¢in saptanan anlamli iliskinin tersine erkekler ile -850 C/T

polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki bulunamamastir

Tablo 16. Tekrarlt dlgiimlerin oldugu denemeler istatistiginde varyans analiz metoduyla hesaplanan -850
C/T hasta grubundaki erkekler ve kontrol grubundaki erkekler arasindaki anlamli olmayan iliskisi (P>0,05).

GENOTIP P degeri
GENOTIP 2,000 1,000
GOZLENEN 2,000 1,000
GENOTIP — 1,000 1,000
GOZLENEN

Calismamizda hasta ve kontrol gruplarmmin ayr1 ayr1 ele alimarak -850 C/T
polimorfizmi bakimindan iligkisini belirlemek amaci ile yaptigimiz ikili karsilasgtirma
istatistiginin sonuclar1 Tablo 17 ve 18’de verilmis olup, buna gore hastalik ile -850 C/T
polimorfizmi arasinda hem t, hem de p degerleri bakimmdan anlamli bir iliski saptanirken,
saglikli bireylerden olusan kontrol grubu ile -850 C/T polimorfizmi arasinda t degerleri

bakimidan anlamsiz, p degerleri bakimindan ise anlamli bir iliski bulunmustur.

Tablo 17. Tekrarli 6lglimlerin oldugu denemeler istatistiginde ikili karsilastirma analiz metoduyla hesaplanan -
850 C/T polimorfizminin hasta grubu ile pozitif anlamli iliskisi (P<0,05).

Standart hata | T degeri P degeri 95% Giivenli fark aralig

Degisken Alt sinir Ust sinir
HASTA 1,664 0,070 0,001 1,525 1,803
C850T 0,500 0,047 0,001 0,408 0,592




Calismamizda kontrol grubu ile -850 C/T polimorfizmi arasindaki iliskiyi belirlemek

amaci ile yaptigimiz ikili karsilagtirma istatistiginin sonucglar1 Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18. Tekrarli 6lgtimlerin oldugu denemeler istatistiginde ikili karsilastirma analiz metoduyla hesaplanan ve

-850 C/T polimorfizminin kontrol grubu ile olan pozitif anlamli iliskisi (P<0,05).

Standart hata | T degeri P degeri 95% Giivenli fark aralig

Degisken Alt sinir Ust sinir
KONTROL ,037 -1,086 0,001 -1,161 -1,012
C850T ,037 1,086 0,001 1,012 1,161

-850 C/T polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubunun birarada degerlendirildigi ikili
karsilastirma istatistiginin sonuglar1 Tablo 19°da verilmis olup, ayr1 ayr1 degerlendirildigi test
istatistiklerinden farkli olarak t degerleri bakimindan anlamsiz bir iliski saptanirken, p

degerleri bakimidan anlamli bir iliski bulunmustur.

Tablo 19. Tekrarli 6lglimlerin oldugu denemeler istatistiginde ikili karsilastirma analiz metoduyla hesaplanan ve
-850 C/T polimorfizminin hasta ve kontrol gruplari ile olan pozitif anlaml iliskisi (P<0,05).

Standart hata | T degeri P degeri 95% Giivenli fark aralig

Degisken Alt sinir Ust sinir
HASTA -1,164 ,082 ,001 -1,326 -1,001
C850T 1,164 ,082 ,001 1,001 1,326




5. TARTISMA

TNF-0, immiin sistemde gorev alan ve monositler, makrofajlar, T ve B lenfositleri ile
dogal oldiirticii hiicreler (NK) veya endotoksinlerle uyarilan immiin sistemin diger
hiicrelerden salinan bir sitokindir. TNF-a geni, 6p21.3 bdlgesinde lokalize olan ve MHC gen
lokusunda yer alan oldukga polimorfik bir gendir**. Bagisiklik sistemimizde énemli bir géreve
sahip oldugu i¢in bir¢ok hastalikla iliskisi arastirilmistir. Cesitli otoimmiin ndropsikiyatrik
hastaliklarla da iliskisi oldugu icin TNF-o geninin kodlanan, kodlanmayan ve promotor
bolgelerindeki degisik mutasyon ve polimorfizmler ¢calisilmis ve hastalikla iliskilendirilmesi
amaciyla genotip fenotip caligmalar1 yapilmistir. Calismamizda da TNF-o geninin promotor
bolgesindeki -308 G/A ve -850 C/T polimorfizmleri ¢aligilmistir (Tablo 5).

Calismamizda -308 G/A polimorfizmi i¢in; hasta grubunun %91,37 oraninda
polimorfik olan AA genotipli oldugu ve %8,62 oraninda GA genotipli oldugu bulunmustur
(Tablo 6). Hastalarda normal olan homozigot GG genotipine rastlanmamasi1 ¢ok 6nemli bir
bulgudur. Calismamizin bulgularmna gore -308 G/A polimorfizminde 6zellikle AA genotipinin
yiiksek oranda bulunmasindan dolay1 yaptigimiz onemlilik testlerinde pozitif anlamli iliski
saptanmistir (p=0,038) (Tablo 12). -308 G/A polimorfizmi i¢in; kontrol grubunun
%91,37 oraninda normal olan GG genotipli oldugu ve %8,62 oraninda polimorfik GA
genotipli oldugu bulunmustur (Tablo 7). Bu grupta homozigot AA genotipine rastlanmamasi
cok onemli bir bulgudur. -308 G/A polimorfizmi i¢in hasta bireylerin %91,37’sinin AA
genotipli bulunmasi, kontrol grubunda ise baskin genotipin %91,37 oraninda GG olmasi1 ¢ok
anlamli ve Onemlidir. Ciinkii bu bulgumuz yapilacak diger calismalarla desteklenmesi
durumunda bir indikator gibi hastalikta fenotip genotip iligkilendirilmesi i¢in ¢ok Snemli bir

molekiiler parametre olabilecektir.

Farkli populasyonlarda PANDAS veya diger ndropsikiyatrik otoimmiin hastaliklarla
yapilan molekiiler caligmalara gore;

a) Hindistan’da Shilpy ve arkadaglar1 tarafindan otoimmiin bir hastalik olan astim
hastaligima yakalanmis kisilerle yapilan c¢alismada ayni polimorfizm i¢in hasta grubunda 3
kisinin AA genotipli, 111 kisinin GA genotipli ve 375 kisinin GG genotipli oldugu
bulunmustur. Kontrol grubunda ise 4 kisinin AA genotipli, 65 kisinin GA genotipli ve 407

kisinin GG genotipli oldugu bulunmustur (p=0,004)*". Bu calismanmn sonucuna gore



polimorfizmin hastalikla olan iliskisi pozitif olarak anlamlidir. Bizim ¢aligmamizda da benzer
sonuglar elde edilmistir.

b) Kanadali arastirmaci Zai ve arkadaglar1 tarafindan obsesif kompulsif bozuklugu
olan hastalarla yapilan ¢alismada -308 G/A polimorfizminin hastalikla herhangi bir iligkisinin
olmadigi bulunmustur’’. Oysa bizim ¢alismamizda polimorfizm hastalikla iliskili
bulunmugtur. Sonuglarin farkli olmasi etnik koken kaynakli olabilecegi gibi, segilen
gruplardaki bireylerin farkli olmasindan veya yasam sartlarinin degisik olmasindan
kaynaklandig1 gibi multifaktoriyel kalitim gdsteren ve c¢ok sayida genin katilimiyla ortaya
ciktig1 diistiniilen PANDAS gibi kompleks hastaliklarda polimorfizm ile hastalifa yatkinlk
arasindaki iliskinin gosterilmesi i¢in ¢ok sayida genin ayni anda degerlendirilmesini zorunlu
hale getirmektedir.

c) italya’da Boin ve arkadaslarmmm PANDAS’tan farkli bir klinige sahip sizofreni
(noropsikiyatrik hastalik) hastalariyla yaptigi ¢calismada; hasta grubunda GA genotipi, kontrol
grubuna gore yiksek oranda bulunmustur. AA genotipi ise sadece hasta grubunda
gozlenmistir. Sizofreni hastalarinda bu polimorfizmin hastalikla iliskili oldugunu
saptam1slard1r42. Diger bir calismada sizofreni hastalarinda -308 G/A, -238 G/A, -857 C/T ve -
1031 C/T polimorfizmleri ¢alisilmis olup, bu polimorfizmlerin higbirisinin hastalik riskini
arttrmadig1 belirlenmistir. Oysa calismamizda -308 G/A polimorfizmi ile PANDAS
hastalig1 arasinda pozitif bir iligki bulunmustur.

d) Brezilya’da Rajendranath ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada A grubu beta
hemolitik streptokok bakterilerinin yol ag¢tigi romatizmal ates hastaligma yakalanmig
hastalarda TNF-a geninin promotor bolgesindeki —308 G/A polimorfizminin hastalikla iliskisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur*’. Calismamizda buldugumuz sonug¢ ile bu sonug
benzerlik gostermektedir.

e) Ulkemizde Berdeli ve arkadaslarmin akut romatizmal atesli hastalarla yaptiklar1
calismada; -308 G/A polimorfizmi ile hastaligin mekanizmasi arasinda herhangibir iligki
bulunamamistir™. Bu durumun nedeninin major histokompantibilite kompleksi (MHC) gen
bolgesindeki TNF alfa geninin bu bolgedeki diger genlerle etkilesimi olabilir.

Benzer caligmalar g6z oniinde bulundurularak yapilan degerlendirmelerde immiin
cevaba dayali PANDAS ve benzeri bazi hastaliklarda TNF-a geni promotor bolgesindeki
polimorfizm ile ilgili hastaliga genetik yatkinlik arasinda bizim bulgularimiza benzer olarak
bazi arastirmalarda anlamli, bazilarinda ise anlamsiz iliski saptanmis olmasinin nedenleri
olarak sunlar1 diisiinmekteyiz;

1.Hastaligin tam olarak tanimlanamadigin1 ve molekiiler mekanizmasinin net olmadigini



2. Hastaliga yatkinligin multifaktoriyel ve poligenik olarak ortaya ¢iktigini
3. TNF-a geni disinda ¢ok sayida genin de karistigini1 ve bu genler arasindaki etkilesimin
PANDAS hastaligini1 kompleks hastaliklar grubuna soktugunu diistindiirmektedir.

-308 G/A polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubunda cinsiyete gore yapilan onemlilik
testlerinde kizlar bakimindan hem hasta grubu igerisinde, hem de kontrol grubu igerisinde
anlamli iligki saptanirken, ayn1 anlamli iliskiye erkekler arasinda rastlanmamistir. Demirhan
O. ve arkadaglarinin Tiirk populasyonunda sizofreni ve psikiyatri hastalariyla yaptiklar
sitogenetik calismada 6p21 bdlgesinin folata duyarh frajil bolgeler igerisinde tanimlanmig
olmasi, immiin sistemle ilgili olan bu kromozom bdlgesinin hastalifa yakalanmada duyarl bir

bdlge oldugunu ve genetik yatkinligi gostermesi bakimindan énemlidir*®*’

. Calismamizda —
308 G/A ve -850 C/T polimorfizmlerinde hastalik ile iligkinin anlamli bulunmasi kiz
hastalardan kaynaklanmaktadir. Cinsiyet ve immiin sistem ile iliskili genlerin koordineli veya
bagimsiz calismast bu durumun nedeni olarak diisiiniilebilir. Genomda folata duyarh
kromozom bdlgelerinin frajilitesine rastlanmasi ve X kromozomunun da frajil kromozomlar

arasinda yer almasi, kizlar i¢in buldugumuz bu anlamli iliskinin nedenlerinden birisi oldugunu

diistindiirmektedir.

Calismamizda -850 C/T polimorfizmi i¢in; hasta grubunun %51,72 oraninda CC
genotipli, %27,58 oraninda CT genotipli ve %20,68 oraninda TT genotipli oldugu (Tablo 13),
kontrol grubunun ise; %53,44 oraninda CC genotipli, %32,75 oraninda CT genotipli ve
%13,79 oraninda TT genotipli oldugu bulunmustur (Tablo 14).

Yapilan tekrarli 6l¢iim istatistiklerinde -850 C/T polimorfizmi i¢in de hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda anlamli pozitif bir iligkinin tespit edilmis olmasi, hastalikta genotip fenotip
iligkilendirilmesi i¢in ¢ok Onemli bir molekiiler gosterge olabilecegini diisiindiirmekle
beraber, bu konuda benzer genle ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamis olmasi bu bulgunun

desteklenmesi ve teyit edilmesi i¢in yapilacak benzer ¢alismalara ihtiya¢ gostermektedir.

-850 C/T polimorfizmi i¢in de cinsiyete gore yapilan Onemlilik testlerinde kizlar
bakimindan hem hasta grubu igerisinde, hem de kontrol grubu icerisinde anlamli iligki

saptanirken (Tablo 15), ayni anlamli iliskiye erkekler arasinda rastlanmamaigtir (Tablo 16).



SONUCLAR ve ONERILER

Her ne kadar TNF-a geninin promotor bolgesinde ¢alistigimiz -308 G/A ve -850 C/T
polimorfizmlerinin hastalikta fenotip genotip iliskilendirilmesi bakimindan ¢ok anlamh
sayilabilecek iligki saptamis olmamiza ragmen, bazi c¢aligmalarda benzer bulgularin

:40,42,44,46,47
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, bazilarinda ise farkli sonuclarin elde edilmis olmasi , bazi
polimorfizmler i¢cin de ilgili gende hi¢bir polimorfizmin g¢alisilmamis olmast PANDAS
hastaliginmm molekiiler anlamda tanimlanabilmesi i¢in asagida Onerilen caligmalarin
yapilmasmi gerektirmektedir.

Promotor bolgesinde yer alan -308G/A ve -850 C/T polimorfizmleri disinda CT ve
CA dizilerinde yer alan polimorfizmlerin saptanmasi ve PANDAS’a duyarli bireylerin hangi
TNF alleline sahip oldugunun da belirlenebilmesi amaciyla, tiim TNF geninin dizi analiziyle
belirlenmesinin yani sira yiiksek polimorfizm gosteren MHC haplotiplerinin de belirlenmesi.

Hastalarin immiin sistemde rolii oldugu belirlenen aday genlerinde mutasyona
rastlanmasa bile yeni genetik perspektife gore; epigenetik olarak tanimlanan, ilgili genlerin
metilasyonuna bagli inaktivasyonu s6z konusu olabilecegi igin metilasyon paternlerinin
degerlendirilmesi.

Poligenik olarak ortaya ¢ikan bir¢ok ndrodejeneratif hastaligin semptomlar1 birbirine
benzemektedir. Fakat herbir hastaligi birbirinden ayiran 6zelliklerinin de oldugu g6z 6niinde
bulundurularak bunlarm tespit edilebilmesi i¢in 6rnek grubunun c¢ok iyi se¢ilmesi, hastalik
kriterlerinin 1yi konmasi ve immiin sistemde ¢ok sayida genin es zamanh olarak ekspresyon
profillerine bakilmasi.

PANDAS’l1 bazi hastalarin bazal gangliyonunda antindronal antikorlarmn gosterilmis
olmasi; antikor sentezinde ¢ok dnemli rol oynayan Rekombinasyon Aktive Edici Gen (RAG)
ve bunun triinleri olan RAG; ve RAG; enzimlerinin roliinii gostermesi bakimmdan énemlidir.
Bu enzimler, antikor olusumu sirasinda agir zincirin V, D ve J segmentlerinin 3’ ucundaki
rekombinasyon sinyal dizilerinin bulundugu DNA bdlgelerinde ¢ift iplik kiriklarina yol acarak
bu diziler araciligiyla rekombinasyonu saglamaktadirlar. Cift iplik kiriklar1 daha sonra non
homolog rekombinasyonel tamir mekanizmasi ile tamir edilmektedir'. RAG geninde veya
tamir mekanizmasinda meydana gelebilecek mutasyonlarin bozuk antikor olusumuna yol
acmasi, otoimmiin hastaliklarin mekanizmasinin aciga kavusturulmas: i¢in yapilacak

arastrmalarda dnem arz etmektedir. Gelecekte hastaligin molekiiler mekanizmas: ile ilgili



yapilacak ¢aligmalar, bu gen dizisinin dizi analizi gibi teknikleri ile arastirilmasini1 6nemli hale

getirmektedir.
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EKLER

EK-1.Kullamlan Kimyasallar, Soliisyonlar ve Hazirlamsi
1.Kullanilan kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak “Molecular
Cloning Katalogu” esas almmuistir*®.

Hazirlanan soliisyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Calisma
konsantrasyonlarina ulastirmak icin stoklardan belli oranlarda alinarak seyreltilir.
Konsantrasyon doniistiirmelerinde M;xV;=M,xV, formiiliinden yararlanilmistir.

M, = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)
V; = Stoktan alinmas1 gereken miktar (V)
M, = Calisma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V, = Hazirlanacak olan ¢ézelti (calisma ¢dzeltisi) miktar1 (V)*.

1.1. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
1.1.2. Stok Soliisyonlar
a) Eritrozis Lizis Tampon Hazirlama
e 109.5 gr Sukroz tartildi
e 1.211 gr Tris (Ph: 7.5) tartild1
e 1.017 gr MgCl, tartildi
e 900 ml saf su ile MgCl, ve Tris sisede karistirildi
e Ph’s17.5’a ayarlandi
e Sukroz eklendi
e 200 pl Triton X 100 ilave edildi
e Otoklavlandi
e Buzdolabinda sakland1

b) Fizyolojik Tampon Hazirlama
o 4383 gr NaCl tartildi
e 9.305 gr EDTA tartild1
e NaCl ve EDTA karistirilip saf su ile 1 litreye tamamlandi
e pH’s17.4’e ayarlandi



e Buzdolabinda saklandi

¢) TE-9 Hazirlama
o 30.25 gr Tris tartildi
e 3.72 gr EDTA tartildi
e (.29 gr NaCl tartildi
o Tris, EDTA, NaCl karistirilip saf su ile 500 ml’ye tamamlandi
e pH’s19’a ayarland1
e Buzdolabinda saklandi

d) %10’luk SDS Hazirlama
e 10 gr Sodiumdodecylsulfate tartildi
e 100 ml saf su ile karistirildi

e (da 1sisinda muhafaza edildi

e) Proteinaz K Hazirlama
e 10mg/ml hazir toz halindeki Proteinaz K
e 5 mlsaf su ile karistirildi
e 10-15 dk ¢alkaland1
e 0.5 ml’lik porsiyonlara ayrildi
e -20°C’de muhafaza edildi

f) % 70 Etil Alkol Hazirlama
e 70 ml %100’Lik etil alkole
e 30 ml saf su eklendi

e (da 1sisinda muhafaza edildi.

g) Akrilamid Hazirlama
e 38,7 gr Akrilamid tartild1



1,3 gr Bisakrilamid tartildi
100 mI’lik behere kondu
Uzerine 80 cc saf su eklendi
Karistirildi

100 cc’ye tamamlandi

37 C%de 1 saat bekletildi.



EK-2. PCR

PCR ilk kez Kaliforniya’da Berkeley yakinlarinda, Cetus firmasinda calisan Kary Mullis
tarafindan 1985 yilinda icat edilmistir’®. PCR, kalip DNA iizerindeki belirli bir gen bélgesinin
1stya dayali olarak tekrar eden reaksiyon dongiileriyle ve enzimler araciligi ile in vitro
kosullarda ¢ogaltilmasini saglayan bir yontemdir.

Her bir PCR dongiisii, reaksiyon karigiminin, reaksiyonun gerceklesmesi i¢cin daha
onceden belirlenmis olan en uygun ii¢ sicaklik derecesi arasinda transfer edilmesi ile
tamamlanir. PCR bir zincir reaksiyonudur, ¢linkii, yeni DNA zincirlerinin sayist her dongtide
iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gérevi goriirler. Bir dongii 4-5
dakika siirer ve istenildigi kadar tekrar edilir. 25-30 dongii sonunda, DN A miktarinda yaklagik
1 000 000 kez artis olur. Reaksiyon boyunca gereken sicaklik, siire, dongii sayilarini kontrolii
ve otomosyonu Thermal Cycler olarak bilinen cihazlarla yapilir. Bu yontem ile, klonlama,
dizi analizi, klinik tam1 ve genetik taramalar gibi diger islemlerde kullanilmak {izere, bol
miktarda hedef DNA parcalar1 elde edilir. DNA ¢ift sarmali lizerinde bulunan karsilikli bazlar
arasindaki hidrojen baglarmin kirilarak, primerlerin yapisabilecegi tek iplikli DNA
molekiillerinin olusumunu saglayan sicaklik denatiirasyon sicakligidir (genellikle 94 °C).
Burada kullanilacak DNA temiz olmak zorunda degildir. Kurumus kan veya semen gibi adli
tip ornekleri, tek bir sag¢ teli, uzun siire saklanmis tibbi 6rnekler, mumya kalintilar1 ve fosil
gibi degisik kaynaklardan genomik DNA elde edilebilir. Cift zincirli DNA, tek zincirli hale
gelene kadar 1sitilir. Bu siire¢ yaklagik 5 dakikadir ve bu siirecte enzimler caligmaz’®.

Primerlerin tek iplikli DNA molekiilii iizerinde komplementer oldugu bdlgelere
hibridize oldugu sicaklik annealing (yapisma) sicakligidir. Annealing sicakligi primer
uzunluguna ve baz igerigine gore degisir. Reaksiyonun 6zgiilliigii icin son derece dnemlidir.
Primer-kalip DNA hibridizasyonu sicakliga bagl bir olay oldugundan annealing sicakligi
hibridizasyonun olusumunu saglayacak kadar diisiik ve yanlis baglanmalara izin vermeyecek
kadar da yiiksek olmalidir. Bu sicaklik 50-70 °C arasindadir. DNA polimeraz icin
optimum olan sicaklik ise uzama (sentez) sicakligi olarak belirtilir. Bu sicaklik kullanilan
DNA polimerazlara gore farklilik gosterebilir. Ornegin Tag DNA polimeraz igin 72 °C iken
Pwo igin 68 °C’dir. Polimeraz enzim, niikleotidleri 5’den 3’¢ dogru ekleyerek, primerlerin
uzamasint saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli bir kopyasimni olusturur. Dogru pozisyon

almamis primerler ve kalip DNA arasindaki baglar bu 1s1da ayr111rlar48.



2.1.  Bir PCR Reaksiyonu icin Gerekli olan Bilesenler ve Fonksiyonlari
2.1.1. Kahp Genomik DNA

PCR reaksiyonunda amplifiye edilecek bolge i¢in kalip gorevi yapar. Yapilacak olan
¢alismaya gore herhangi bir canlinin kanindan ve dokusundan izole edilebilir*®.
2.1.2. Primerler
PCR reaksiyonunda amplifiye edilecek bdolgenin smirlarmi  belirleyen — sentetik
oligoniikleotidlerdir. Ayrica polimerizasyon reaksiyonlar1 icin DNA polimeraz enzimine
primer gorevi yaparlar. Primerler sadece amplifiye edilecek olan hedef bdlgenin kanat
bolgelerine komplementer olmalidir. Aksi takdirde non-spesifik amplifikasyonlar
gozlenebilir. Bu nedenle reaksiyonun istenilen yonde gerceklesmesini saglayan en temel
faktorlerden biridir ve se¢iminde su hususlara dikkat edilmelidir.

Primer dizisi 1-2 piirin baz1 ile baslayip bitmeli.

Kullanilan primerlerin kendi aralarinda ve dizileri igerisinde komplementer bdlgeler
olmamal.

Timin niikleotidi yanlis eslesmeye daha toleransli oldugundan 3’ wuglarinda
bulunmamal.

Tm’leri ayn1 veya ¢ok yakin olmali.

GC (Guanin-Sitozin) oran1 %40-60 arasinda olmal.

Herhangi bir baz 4’den fazla arka arkaya tekrar etmemeli*®.

2.1.3. Reaksiyon Tamponu
PCR reaksiyonunda, reaksiyon kosullarin optimum sartlara getirilmesini saglayan (iyonik

direnci, pH, Mg gibi) karigimdir*®.

2.1.4. DNA Polimeraz
PCR reaksiyonunda polimerizasyonun gergeklesmesini saglayan enzimdir. Istya dayanikli

termofilik bakterilerden izole edildiginden 6tiirii yiiksek sicakliklara dayan1khd1r48.

2.1.5. Deoksiniikleotid Trifosfatlar (ANTPs)
PCR reaksiyonunda, polimerizasyon i¢in gerekli olan enerji ve niikleotid kaynagini

olusturur®®.



EK-3. Kullanilan istatistiksel Analiz Yéntemleri

Verilerimizin istatistiksel analizlerinde SPSS 10.0 programi kullanildi. Parametreler,
tekrarli Olctimler (Repeated measures), varyans analizi ve ikili karsilastirma (Pairwise
comparisions) metodlar1 ile analiz edildi. P<0,05 olan degerleri kapsayan sonuglar istatistiksel

olarak anlamli olarak kabul edildi.
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