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ONSOZ

Bu calisma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda

yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmustir.

Calismada IL-1B-511 ve IL-6-174 gen polimorfizmleri Kars ilindeki epilepsili
hastalarda c¢alisilmistir. Bu calisma sitokin genlerinin yoremizdeki epilepsili hastalar
tizerindeki genetik etkilerini arastiran ilk c¢alismadir. Bu yiizden Kars ili insan

popiilasyonu genomik yapisi hakkinda 6n bilgiler ortaya koymasi agisindan 6nemlidir.
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KOSE OZLECE’ ye ¢ok tesekkiir ederim.

Yine tez ¢calismam esnasinda laboratuar ¢alismalarinda destegini esirgemeyen degerli

hocam Yrd. Dog. Dr. Cem OZIC ve Ars. Gor. Sevcan MERCAN” na tesekkiir ederim.
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OZET

Bu calisma, Kars ili epilepsi hastalarinda ve kontrol gruplarinda IL-1p -511 ve IL-6-
174 gen polimorfizmlerinin popiilasyon diizeylerini belirlemek amaciyla yapildi. Bu
amagla kliniklerde epilepsi tanist alan toplam 100 hasta ve 100 kisilik kontrol grubu
incelendi. Hasta ve kontrol gruplarindan periferik kan ornekleri alindi ve©  DNA
izolasyonu yapildi. Genomik diizeydeki ¢aligmalarda IL-1 -511 ve IL-6 -174 gen
polimorfizmlerinin yaygmligint incelemek icin PCR ve RFLP yontemleri kullanildi.
Aragtirilan polimorfik bolgelerin standart primerler kullanilarak PCR iiriinleri elde
edildi. Daha sonra elde edilen PCR iiriinleri Aval ve SfaNI restriksiyon enzimleri ile
kesildi. Restriksiyon iirlinleri agaroz jel elektroforezinde vyiiriitiilerek polimorfizm

analizleri jel resimlerinden yararlanarak yapilda.

Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu epilepsili hastalarda IL-13-511 polimorfizm
dagilimlar1 en sik CT genotipi % 62 oraninda ve T alleli % 56 oraninda goriildii. Ayni
gen bolgesinde kontrol grubunda ise restriksiyon enzim ile kesim sonucu CT genotipi

% 25 oraninda ve T alleli % 22 oraninda gozlendi.

Epilepsili hastalarda IL-6-174 polimorfizm bdlgesi icin GG genotipi % 42 oraninda ve
G alleli % 46 oraninda rastlandi. Bu boélgenin kontrol grubunda ise polimorfizm orani
GG genotipi % 50 ve G alleli % 53 g6zlendi.

Sonug olarak IL-1B-174’lin T allelindeki degisimlerin epilepsi hastaliginin olusumunda
duyarl bir etkiye sahip olabilecegi, ancak 1L-6-511 polimorfizmi G allel frekansindaki
degisimlerin hastaligin olusumunda etkili olamayacagmi diisinmekteyiz. Bu alanda
daha ¢ok ilgili polimorfizm bdlgelerinin arastirilmast ve popiilasyon sayilarinin
artirilmasina ihtiya¢ vardir. Bu gerceklestirildigi takdirde epilepsi hastaliginin klinik

tani ve tedavisine Katki saglanabilir.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, Sitokin gen polimorfizmleri, PCR, RFLP, Kars ili.
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ABSTRACT

This study was performed to determine the population level of IL-1p8 -511 and IL-6-174
gene polymorphisms in patients with epilepsy as well as a control group in Kars. For
this purpose, a total of 100 patients diagnosed with epilepsy and a total of 100
nonepilepthic persons as control group were examined. Peripheral blood samples were
taken from the patients and control group for DNA extraction. Target region was
apmlified using PCR and the amplified product was digested to produce RFLP markers.
PCR products were obtained using standard primers. Then, the obtained PCR product
was cut with restriction enzymes SfaNI and Aval. Restriction products were gained
from agarose gel electrophoresis and polymorphism was analyzed using gel images.
The prevalence of polymorphisms for IL-1p -511and IL-6 -174 were subsequently

examined.

The most common genotype among epilepsy group was CT genotype with 62%
frequency and the T allele being most common allele with 56% allele frequency for IL-
1B. Among the control group however, CT genotype had the frequency of 25% and T
allele had 22% allele frequency.

When genotype and allele frequencies of 1L-6-174 gene were estimated, we found that
among epilepsy group GG genotype prevalence was about 42% and G allele prevalence
was 46%. Nevertheless, GG genotype was observed around 50% and G allele about

53% in the control group.

Based on the results we conclude that the changes in the allele frequency of T allele of
IL-1B-174 could be associated with epilepsy. However, we could not find a significant
change with G allele of IL-6-511. An increase in the sample sizes of populations along
with more sites in the genes should be an interesting research venue for the clinical

diagnosis and treatment of epilepsy.

Keywords: Epilepsy, Cytokine gene polymorphisms, PCR, RFLP, Kars City.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

1. Simgeler

Ca*? Kalsiyum iyonu
kDa Kilo Dalton

ml Mililitre

ul Mikrolitre

°C Santigrat derece
% Yiizde

n Say1

T Erime Sicakligi

2. Kisaltmalar

ILAE Uluslar arasi1 Epilepsi ile Savas Komisyonu
ACh Asetilkolin

NMDA N-metil D-aspartat

GABA Gama amino biitirik asit

ATP Adenozin trifosfat

EEG Elektroensefalografi

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

m RNA Haberci RNA



RNA Riboniikleik asit

IL-1B Interldkin 1 beta

IL-6 Interlokin 6

MSS Merkezi sinir sistemi

CVvO Circumventricular

BOS Beyin omurilik sivisi

IL-1 Interlokin 1

IL-2 Interldkin 2

IFN-y Interferon gama

TNF-a Tiimor nekroz faktor alfa

HHB Hipotalamus, hipofiz bezi, bobrekiistii kabuk bolgesi
IL-1 Ra Interldkin 1 reseptdr antagonisti
HS Hipokampal skleroz

TLE Temporal lob epilepsi

A Adenin

C Sitozin

G Guanin

T Timin

d NTP Deoksiriboniikleotid



mt DNA

DNA

RFLP

EH

SK

SD

Mitokondriyel DNA

Deoksiriboniikleik asit

Sinirlayici enzim parga uzunluk ¢esitliligi

Epilepsili hasta grubu

Saglikli kontrol grubu

Standart sapma degeri

Say1
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1. GIRIS

Halk arasinda sara hastaligi olarak bilinen epilepsi (MIM:600669) kisa siireli beyin
fonksiyon bozukluguna baghdir. Eski Yunanca’ da ‘kavramak’ ve ‘yakalanmak’
manasina gelen epilambanein fiilinden tiiretilmistir. Toplumumuzda epilepsiye karsilik
olarak kullanilan sar’a sozciigii ise Arapca kokenli olup ‘yere serme’ anlamina

gelmektedir [1].

Epilepsi, diinya iizerindeki genel populasyonun yaklasik % 1’ini etkileyen norolojik
hastaliklardan biridir [1]. Tirkiye’ de 1995-2010 yillar1 arasinda yapilan 8 ¢alismada
aktif epilepsi prevalansi ortalama 1000 kiside 5,2-10 arasinda bulunmustur [2].

[Ik caglardan beri bilinen bu hastaligzin modern tanimmi ilk kez J.H. Jackson 19.
yiizyilda “sinir dokusunun arasira, asir1 ve diizensiz desarj1” olarak yapmustir [3]. Ingiliz
Hekim Jackson’un tanimlamasindan yola g¢ikilarak yapilan modern ndrobiyolojik
analizlerden elde edilen sonuclar epilepsinin merkezi sinir sisteminde kortikal veya
subkortikal bolgelerde yer alan ndronlarin ani, hipersenkron desarjlar1 sonucu ortaya

¢ikan ve genellikle tekrarlayici nitelikte olan klinik bir tablo olduguna isaret etmektedir.

Epilepsi, noronlarin somatik, psisik islevi ile ilgili bilin¢g kaybini, paroksizmal motor,
duyusal veya otonomik fenomenle birlikte olan, provoke olmayan, beyin
fonksiyonlarindaki gegici ve yineleyici bozukluklar1 kapsar [1]. Epileptik bir nobet,
beyindeki anormal asir1 veya senkron noronal aktiviteden dolayr olusan gegici
semptomlara verilen addir. Tim epilepsi ndbetlerinde ayni mekanizmadan s6z
edilmemekle birlikte hepsinde artmis ndronal uyarilabilirlik ve senkronite gibi ortak

ozellikler mevcuttur [4].

Biitiin epilepsi ¢esitlerinin % 40’1 oldugu kabul edilen idiyopatik epilepsilerde etiyolojik
olarak genetik faktorlerin rol oynadig belirtilmistir. Ornegin, gen mutasyonlar anormal
iyonik kanal bozukluklarina yol agabilmekte ve anormal ag baglantilarini fazladan
etkileyebilmektedir. Kalitim paterni mendelyen (tek gen), kromozomal, mitokondriyel
ve multifaktdriyel (kompleks) olmak iizere cesitlidir. Epilepsi tiirlerinin ¢ogu kompleks

bir genetik gecise bagli olarak gelisir.



Epileptogenezin Onlenmesi konusunda ve epilepsinin patofizyolojisinin aydinlanmasi
is1ginda dikkatler genetik caligmalara c¢evrilmistir. Siipheli genlerin arastirilmasi ile
epilepsinin  patofizyolojisinin  agiklanmasina olanak saglayarak dogru tami

gerceklestirilebilir.

Epilepsi yaygm bir ndrolojik hastalik olmasina ragmen heniiz tam olarak cogu
vakalarda etiyolojisi ve patofizyolojisi tam olarak tanimlanamamistir. Son yillarda
yapilan arastirmalar sonucunda epilepsi ve bagisiklik sistemi arasinda kompleks bir
iligkinin varligi ortaya cikarimistir [5,6,7]. Bagisiklik sistemi ve bagisiklik sistemi
icerisinde inflamatuvar reaksiyonlar epileptogenezde dnemli rol oynamaktadir [8,9,10].
Epilepsili hastalarinin sitokin ekspresyonunda ve bagisiklik hiicrelerinde meydana gelen

anormallikler gézlenmistir [5,6,7].

Sitokinler enfeksiyon ve inflamasyonda diizenleyici olarak rol oynar [11]. Ayrica
psikyatrik ve norolojik vakalarda da immiin modiilator olarak gorev alirlar [12]. Sitokin
genleri bircok polimorfik bolgelere sahip oldugundan, bu genlerdeki polimorfizm atesli

nobetlerdeki patojeniteye etki eder [11].

Sitokin genleri ve epilepsi arasindaki mevcut bilgiler 1s13inda en yaygin ¢alisilan IL-13
ve IL-6 sitokinlerinin gen polimorfizmlerinin bdlgemiz acisindan belirlenmesi

amaclanmaktadir.

Bu calismaya Kars Devlet Hastanesi Noroloji Poliklinigine Eylil 2012- Mayis 2013
tarihleri arasinda basvuran epilepsili hastalar ve hastalarla ayni bolgede yasayan saglikli

bireyler (kontrol grubu) olarak dahil edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Tamim

Halk arasinda sara hastaligi olarak bilinen epilepsi kisa siireli beyin fonksiyon
bozukluguna baghdir. Merkezi Sinir Sisteminde belirli bir islevi olan ndron
toplulugunun ani, anormal ve hipersenkron desarjina bagli olarak beynin bir béliimiiniin
ya da tamaminin fonksiyon bozukluklaridir [13]. Nobet 6zelliklerini belirleyen, ndbeti
ortaya ¢ikaran korteks bolgesinin islevsel 6zellikleridir. Epilepsi nobetleri siklikla gegici
biling kaybina, davramig, duygu ve motor fonksiyon degisikliklerine sebep olur.
Herhangi bir kisi hayat1 boyunca stres, alkol veya uyusturucu etkisiyle epileptik bir
nobet yasayabilir. Epilepsi tanimi1 yapabilmek i¢in en az bir defa ndbet gecirmek gerekir
[14]. ILAE (Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Komisyonu)’ye gore ise epilepsi aralarinda
en az 24 saat olmak iizere ve en az iki provokasyonsuz nobetin olmasi durumu olarak

tanimlanmaktadir [15].
2.2 Tarihge

Hastaliga iliskin en eski kayitlar Mezopotamya uygarligina ait olup ve Babil krali
Hammurabi’nin iinli yasalarinin 278. maddesinde bu hastaliga yakalanan kdolelerin
saticisna geri iade edilecegi hususunun vurgulanmasi hastaligim o donemlerdeki
onemini ortaya koymaktadir. MO. 460 yillarinda Yunan Hekim Hipokrat’in yaptigi
tanimlamada epilepsi ¢agm mistik goriislerinden uzak, bugiiniin anlayisma uyan bir
yaklasimla degerlendirilmis ve ndbetlerin beyin merkezli olup, bireylerde meydana
gelen kafa travmalarindan kaynaklandigi belirtilmistir. Ancak yine o donemlerde
epileptik ataklarla karigan bayilma, histerik nobetler ve uykuda yiirime gibi
paroksizmal olaylar da epilepsi olarak adlandirilmistir [16]. Epilepsinin modern
tanimin ilk kez J.H. Jackson 19. yiizyilda “sinir dokusunun ara sira, asir1 ve diizensiz

desarj1” olarak yapmustir [3].

Son yiizyilda epilepsi kavrami; pek ¢ok klinisyenin goézlemlerinin birikimi,

norofizyolojik goriintiileme ve genetik ilerlemelerin de katkisiyla olugturulmustur [17].



2.3 Epidemiyoloji

Epilepsi diinya toplumlarinda ¢ok sik rastlanan norolojik bir hastaliktir. Geligmis
tilkelerdeki insidansi 40-70/100000 olup, gelismekte olan iilkelerde ise 100-190/100000
oranindadir [1]. Siklik oran1 Avrupa ve Kuzey Amerika’da 1000°de 3,6-6 iken, Afrika
ve Latin Amerika’da 1000°de 6,6-7 olarak bildirilmistir. Dogumdan 20 yasina kadar
olan zaman diliminde epilepsinin ortaya ¢ikma riski yaklasik %1 civarinda olup bu oran
75 yasmda %3’e kadar ¢ikmaktadir. Yani epilepsinin insidans: hayatin ilk yillarinda ve
65 yasindan sonra iki defa pik yapar [18]. Epilepsi ¢ocuklarda ve ergenlerde yetiskinlere
gore daha siktir. Biitlin nobetlerin yaklasik %75°1 20 yas altinda goriiliir ve en yiiksek
insidans ise 10 yas altidir [19]. Diinyada 15 yasin altindaki 10,5 milyon ¢ocugun aktif
epilepsili oldugu hesaplanmustir. Bu da kiiresel popiilasyonun yaklasik %25°1 oldugunu

gostertir.

Epilepsinin prevalans1 kiiresel popiilasyonda yaklasik %1°dir [1]. Aktif epilepsi
prevalansi, son bes yil iginde ndbet geciren veya antikonviilsan ila¢ alan kisiler igin
kullanilir. Epilepsi prevalansi diinya {izerinde bir ¢ok toplumda aktif olarak caligilmistir.
ABD, Cin, Nijerya, Avrupa ve Hindistan’daki ¢alismalarda 1000 kiside 5-8 oraninda
verilmistir [20]. Tiirkiye’ deki caligmalarda da 1995-2010 yillar1 arasinda yapilan 8
calismada aktif epilepsi prevalansi ortalama 1000 kiside 5,2-10 arasinda bulunmustur
[2]. Calismalarda standart degerler kullanilmamasina ragmen diinya iizerinde epilepsi

prevalansinin tiim toplumlarda benzer oldugu goriiliir.



Cizelge 2.1 Tiirkiyedeki epilepsi prevalans caligmalari [2].

Bolge Yazarlar Yaym Yontem Yas Say1 Prevalans (n/1000)
Yili
Aktif 20-30 Yas
E K T
Ankara Giivener A 1997 Kap1 kap: Tim 11497 7 9.63 6.34 7.65
yaslar
Sivas (Kirsal) Topalkara K 1999 Kapi kapi Tiim 5294 6.1 8.0
ve ark. yaglar (9/997)
Silivri, Istanbul Karaagag N 1999 Kapi kapi Tim 70394 10.2 6.8 8.7 12.2
(Kursal) ve ark. yaslar (10/814)
Kiigiikgekmece Onal AE ve 2002 Kap1 kapi Tim 2187 8 6.1
(Kursal) ark. yaslar (3/1491)
Izmir (Kentsel) Aydin A 2002 Telefon 7-20 4216 6
goriismesi
Tiirkiye Serdaroglu A 2004 Kapi kapi 0-16 48260 8
Bursa (Kentsel) Caligir N ve 2006 Kap1 kapi Tim 2116 8.5 195 9.7 (4/205) 14.6
ark. yaglar (2/205) (2/1205)
Trabzon Velioglu SK 2010 Kapi kapi 15 yas 5254 5
tistii

Epilepsiye erkeklerde kadinlardan 1,0-2,4 kez daha sik rastlanir [17]. Ailesinde epilepsi
olan bireylerde epilepsi gelisme olasilig1 daha yiiksektir. Eger bir ebeveynde idiyopatik
epilepsi varsa ¢ocugun riski 1/25, semptomatik epilepsi varsa ¢ocuktaki risk 1/67’dir.

Her iki ebeveynde etkilenmisse bu risk 1/25’den daha yiiksektir [21].
2.4 Epilepsi Fizyopatolojisi

Epilepsinin fizyopatolojisinde once noronlar ve sinapslardaki normal fizyolojiden
bahsetmek gerekir. Kas hiicresi ve sinir hiicresi gibi ekstabl yapilarin en 6nemli 6zelligi
hiicre i¢i ve dis1 arasinda elektriksel bir gerilim farki olmasi ve hiicre membrani
boyunca bu gerilim farklarindaki 6zel degismelerle ekstabilite ve iletim denilen olaylar1

icermeleridir [22].

Hiicre membranindaki potansiyelin devami ve potansiyelin sinaps yolu ile yayilmasinda
rol oynayan kimyasal, hormonal ileticilerin epileptojenik aktivitede rol oynamalar1
olasidir. Eksitatdr (uyarici) norotransmitter olan asetilkolinin(ACh) epileptik nobetler
sirasinda bol miktarda salgilandigi saptanmistir [22]. ACh’nin ventrikiile injeksiyonu

nobetlere neden olmustur [22]. Endojen ACh serbestlemesinin N-Metil D-Aspartat




(NMDA) reseptorleri ile diizenlendigi ve bu reseptorlerin kolinerjik dendritler tizerine
direkt etki ile ACh serbestlemesini artirdiklar1 saptanmustir [22]. Yine gama-amino-
biitirik asit (GABA) antagonistlerin ACh serbestlemesini inhibe ettigi de rapor
edilmistir [22].

Bilinen en O©nemli inhibitdr norotransmitter olan ayrica, epileptik nobetlerin
patojenezinde sorumlu tutulan GABA eksikligidir. Deneysel olusturulmus epileptik
nobetlerde GABA’nin % 50-60 oraninda azaldigi GABA’erjik inhibitdr sinapslarin
fonksiyon kaybinin epileptik odagi olusturdugu diistinilmistiir [23].

Epileptik nobet olusumunda diger aminoasitlerin etkisi incelendiginde taurinin
konsantrasyonunun diismiis oldugu, glisinin artmis oldugu saptanmistir. Glisinin
inhibitor etkisinin yani sira diger 6nemli etkisi glutamatin anlamli olarak diigmiis oldugu
NMDA reseptorlerine cevabini artirmasidir. Boylece ekstraselliiler alanda artmis olan

glisin glutamatin eksitator etkisini artirmaktadir [24].
2.5 Epileptogenez

Epileptogenez terimi, ilk ndobet Oncesinde olusan epileptik beyni, kendiliginden
tekrarlayici nobetlere egimli hale getiren, nobet yogunlugunu artiran ve epilepsiyi

tedaviye daha direngli hale getiren olaylar1 icermektedir
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Sekil 2.1. Epileptogenez siireci [25].

Baslangigta olusan hasar sonrasi goriilen sessiz donemi kendiliginden olusan nébetler izler.[25]



Epileptogenez, tekrarlayici spontan ndbetlerin  olustugu uzun siireli  beyin
transformasyonudur. Normal bir beynin zaman i¢inde bir dizi hiicresel-molekiiler,
yapisal ve/veya fonksiyonel degisikliklere maruz kalarak epileptik bir beyin haline
doniismesi, kalict bir sekilde ve spontan olarak nobet olusturabilme 6zelligi kazanmasi
stirecini ifade eder. Beynin fokal bir bdlgesini (parsiyel epilepsi) veya tiim beyni
(Jeneralize epilepsi) igerebilir [26]. Baslangicta bir hasar (genetik malformasyon, kafa
travmasi, inme enfeksiyon, status epileptikus) olusmakta, daha sonra epileptogenez
olugmast i¢in bir sessiz donem gecmekte, bunu kendiliginden tekrarlayici nobetler
izlemektedir. Son bulgulara gore, epilepsi hastalarinin bir alt grubunda zamanla giderek

artan bir kognitif bozulma da goriilmektedir [26].

Epileptojenik ve epileptik beyinde gerceklesen ndron kaybi, ana norobiyolojik
anormalliklerden biridir. Gliozis, aksonal ve dendritik plastisite, norogenezis, hiicre
membrant ve ekstraseliiler matrikisin molekiiler reorganizasyonunu iceren diger

degisikliklerle birlikte goriilen ndron kaybini anlamak énemlidir [27].
2.6 Epilepsinin Siniflandirilmasi

Epileptik nobetlerin ILAE-1989 smiflamasinda lokalizasyon, EEG 6zellikleri, baslangi¢

yas1 ve altta yatan nedene gore sendrom siniflamasi yapilmistir [21].
A.Lokalizasyonla iliskili (fokal ,lokal, parsiyel) epilepsiler ve sendromlar

1.Idyopatik (yasla iliskili baslangig): Sentrotemporal dikenli selim g¢ocukluk ¢ag1

epilepsisi, Oksipital paroksizmli gocukluk ¢agi epilepsisi, Primer okuma epilepsisi.

2.Semptomatik: Kronik progresif epilepsia partialis continua ( Kojewnikow sendromu),

Ozgiil baslatilma tarzi olan nobetlerle niteli sendromlar
3.Kriptojenik
B. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

1. Idyopatik (yasla iliskili baslangic): Selim ailesel yenidogan konviilsiyonlari, Selim
yenidogan konviilsiyonlari, Cocukluk ¢agi selim miyoklonik epilepsi, Cocukluk ¢ag1

absans epilepsisi, Jiivenil absans epilepsisi, Jiivenil miyoklonik epilepsi, Uyanirken
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gelen grand mal nébetler, Diger jeneralize idyopatik epilepsiler, Ozgiil baslatiima tarzi

olan nobetlerle niteli epilepsi, Miyoklonik absans epilepsi.

2. Kriptojenik veya semptomatik:West sendromu (infantil spazm), Lennox-Gastaut

Sendromu, Miyoklonik-astatik nobetli epilepsi, Miyoklonik absansl epilepsi.

3. Semptomatik:Nonspesifik etyoloji, Erken miyoklonik ensefalopati, Suppression

burst’lu erken infantil epileptik ensefalopati, Diger semptomatik jeneralize epilepsiler.
C.Fokal mi jeneralize mi oldugu belirsiz sendromlar ve epilepsiler

1. Hem jeneralize hem fokal olan nobetler: Yenidogan ndbetleri, Siitcocuklugu cagi
ciddi miyoklonik epilepsi, Yavas dalga uykusunda surekli diken dalgali epilepsisi,
Edinilmis epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu), Tanimlanmamis baska

epilepsiler
2. Kesin jeneralize veya fokal dzellikleri olmayanlar
2.7 Genetik Hastahklar

1980’lerin ilk zamanlarindan beri molekiiler biyoloji tekniklerindeki ilerlemeler insan
kalitimsal hastaliklarinin molekiiler temellerinin arastirilmasina bir dizi yaklagimlar
sagladi. Insan genomu haritalama projesinin tamamlanmas1 ve insan genomu haplotip
haritasinin ilerlemesi kompleks hastaliklarin arastirilmasi i¢in yeni yaklasimlarin ileri

stirtilmesi yolunu agt1 [28].

Bilinen tiim genetik hastaliklar ii¢c ana grupta siniflandirilmigtir. Bunlar mendeliyen
hastaliklar (tek gen bozuklular1), mendeliyen olmayan-kompleks hastaliklar (poligenik)

ve kromozomal hastaliklardir.

Mendeliyen bozukluklar DNA’daki tek bir gen mutasyonu sebebiyle meydana gelirler.
Mutasyonlar dominant ya da resesif olmalarina bakilmaksizin belirgin ve karakteristik
pedigri paternleri gdsterirler. Tek gen kalitim tiirleri; otozomal dominant, otozomal

resesif, X gecisli dominant, X gecisli resesif ve mitokondriyel gegisli tiirlerdir [29].



Yakin donemlere kadar poligenik hastaliklar genetik hastalik olarak kabul edilmezlerdi
clinkii karakteristik pedigriler gostermezler. Bunda genetik etmenler etkili oldugu kadar
hastanin yasadig1 ¢evrede etkili olur. Mendelyen olmayan kompleks hastaliklar hem
genetik hem de ¢evresel etkenlerle de direkt olarak iliskilidir. Poligenik bozukluklar tek
gendeki mutasyon sebebi ile olusmazlar, daha ¢ok birka¢ gendeki kii¢iik varyasyonlar

ve ¢evresel etmenler sonucu bireyde 6nemli etkiler olustururlar [29].

Kromozom anomalileri ¢esitli formlarda goriilebilir. Bunlar kromozomun bir kisminin
veya timiiniin fazlaligi veya eksikligi yada bir kromozom parcasmmin baska bir
kromozoma lokasyonu ile meydana gelir. Kromozom anomalileri kanserli hiicrelerde

yaygmdir [29].
2.8 Epilepsi ve Genetik

Epilepsi genetigi, igerilen gen smifinin kalitim mekanizmas1 idiopatik veya semptomatik

olup olmadigina gore kategorize edilebilir [28].
Epilepsi kalitim mekanizmasi {i¢ gruba ayrilir;

. Mendelyen epilepsiler, hastalig1 tek bir gende tasirlar.
o Mendelyen olmayan yani kompleks epilepsiler, genetik ve ¢evresel faktorlerin
birlikte etkili olmasidir.

. Kromozomal olarak da sitogenetik bir anormalligin epilepsilere sebep olmasidir.

2.8.1 Primer Mendel Tipi Epilepsi

Tek gen hastaliklarinin ancak ¢ok kiigiik bir kismini epilepsi sendromlari
olusturmaktadir. Epilepsinin yalnizca fenotipi olusturdugu 160°dan fazla tek gen
hastalig1 bulunmaktadir. Bu hastaliklar epilepsinin sadece % 1’ini olusturmaktadir. Bu
tek gen hastaliklar1 arasinda norokutanoz hastaliklar, ndrodejeneneratif hastaliklar,
kalitsal kortikal gelisim malformasyonlar1 kalitsal metabolik hastaliklar sayilabilir.
Bunlarda altta yatan norolojik tutuluma bagli, mental retardasyon ve gelisme geriligi

goriilmektedir [30].



Baslica mendel tipi epilepsiler: Selim ailesel yenidogan konviilziyonu (SAYK), Selim
ailesel infantil konviilziyon (SAIK), Otozomal noktiirnal frontal lob epilepsisi

(ODNFL), Febril nobet art1 jeneralize epilepsi (FNJE) [30].
2.8.2 Mendel Tipi Olmayan (Kompleks) Epilepsi

Epilepside genetik faktorlerin katkist ¢ok c¢esitli yollarla olur. Epilepside kalitimm en
stk formu mendel tipi olmayan (kompleks) kalitimdir. Buna multifaktoriyel kalitim da
denir. Yani genetik ve cevresel faktorler birlikte epilepsiye neden olurlar. Idiyopatik
epilepsilerin ¢cogu multifaktoriyeldir. Genel popiilasyona gore akraba olan kisilerde pek
cok genin paylasilmasi multifaktoriyel kalitim nedeniyle daha fazladir. Ebeveynleri
veya kardeslerinde epilepsi olan kisilerde genel popiilasyona gore daha fazla epilepsi
goriilmesi genetik faktorlerin roliinii kanitlar. Genel popiilasyonda insanlarin % 1’inde
epilepsi goriiliirken yakin akrabalarinda epilepsi varsa, epilepsinin spesifik tipine gore

bu oran % 2-8’e ¢ikar [31].

Epilepsi de kompleks kalitimli olgularda birden fazla gen ayn1 epilepsi sendromuna yol
acabildigi gibi (poligenik), edinsel ve ¢evresel faktorler birlikte rol oynayabilmektedir
(multifaktoriyel). Epilepsi ¢alismalarinda karsilasilan bir baska zorluk ise epilepsinin
yiiksek heterojenite gosteren bir hastalik olmasidir. Yani ayn1 genlerde meydana gelen
farkli mutasyonlar degisik epilepsi sendromlarma yol agabildigi gibi (fenotipik
heterojenite), farklt genlerde meydana gelen mutasyonlarda ayni sendromu

olusturabilmektedir (genotipik heterojenite) [31].
2.9 Sitokinler

Sitokinler ¢esitli hiicre tipleri tarafindan tretilen ve salinan peptit veya glikoprotein
yapisindaki ¢oziinebilen maddelerdir (Lenfosit, monosit, makrofajlar). Inflamasyon,
hiicre biiylimesi, iyilesmesi ve yaralanmaya karsi sistemik yanit1 da icine alan
bagisiklik ve inflamatuvar olaylar1 diizenler. Sitokinler hormon yapisma benzemekle

beraber tam hormon degildirler [32].

Baslangicta sadece lenfositlerin sitokin kaynagi oldugu sanildigindan lenfokin adi

verilmistir. Daha sonra monositlerin de bu faktdrleri tirettigi goriilmiis ve monokin adi
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verilmistir. Bugilin bu mediyatdrlerin sadece lenfoid hiicreler tarafindan salgilanmadigi

goriilmiis ve sitokin ismi daha ¢ok kullanilmaya baglanmistir [33].
2.9.1 Sitokinlerin Genel Ozellikleri

Sitokinler ¢ok genis bir protein grubu olmakla birlikte bu molekiillerin ortak birgok
ozellikleri vardir [32,33,34]:

e Sitokinler naturel ve spesifik immiinitenin effektor fazinda iiretilirler. Bagisiklik ve
inflamatuvar yanitlarin olusmasini, diizenlenmesini saglarlar. Dogal bagisiklikta
lipopolisakkarid gibi mikrobik iriinler mononiikleer fagositleri direkt olarak
uyararak kendi sitokinlerini salgilatirlar. T-hiicrelerinden tiireyen sitokinler yabanci
antijenlerin 6zel olarak taninmasina yanit sonucunda meydana gelirler.

e Sitokin salmimi, kisa kendini tekrarlayan bir olgudur. Genel olarak sitokinler dnciil
molekiiller olarak depolanmazlar ve sentezleri yeni gen transkripsiyonu ile baglatilir.
Bu transkripsiyonel aktivasyon genellikle gecgici olup, sitokinleri kodlayan
mRNA’lar stabil degildir. Bu nedenle sitokin salmimi gegicidir ve bir kez
sentezlendiginde sitokinler hizla salinir.

e Sitokinler bir¢ok farkli hiicre tiplerine etki ederler. Bu 6zellige pleiotropizm denir.
2.9.2 Sitokinlerin Simiflandirilmasi
Temel etkilerine gore sitokinler 4 gruba ayrilir [33]:

1. Dogal immiiniteye aracilik eden sitokinler;

e Tip 1 interferonlar (IFN)

e Tiimor Nekrotizan Faktor (TNF)

e Interldkin-1 (IL-1)

e Interldkin-6 (IL-6)

e Kemokinler
2. Lenfosit aktivasyonu, biiyiime, diferansiasyon regiilatorleri olarak T-lenfositlerinin
0zel antijenleri tanimalarmna yanit1 temin eden sitokinler;

e Interldkin-2 (IL-2) (T-hiicresi bilyiime faktorii)

e interldkin-4 (IL-4) (IgE sentez regiilatorii)
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e Transforming biiyiime faktorii- (TGF-P)

3. Bagisiklik araciligiyla inflamasyonu diizenleyen sitokinler;

Interferon-y (Mononokleer fagositlerin birincil aktivatdrii)

Lenfotoksin (LT) (No6trofil aktivatorii)

Interlokin-10 (IL-10) (Mononiikleer fagositlerin negatif regiilatorii)

interlokin-5 (IL-5) (Eosinofil aktivatorii)

Interlokin-12 (1L-12) (Naturel Killer ve T-hécre similatérii)
4. Immatiir 16kosit bilyiime ve farklilasmasina aracilik eden mediyatorler;

e c-kit ligand

e Interlokin-3 (Koloni stimiile eden faktor)

e Graniilosit makrofaj koloni simiilator faktor (GM-CSF)

e Monosit makrofaj koloni uyaran faktér (M-CSF)

e Graniilosit koloni stimiilator faktor (G-CSF)

e Interlokin-7 (IL-7)

e Interlokin-9 (IL-9)

e interlokin-11 (IL-11)

2.9.3 Sinir Sistemi ve immiin Sistemin Birbirlerine Etkileri

Sinir ve bagisiklik sistemleri gz oniinde bulunduruldugunda; birini digerinden ayri
diisiinerek anlamay1 denemek, elde edilen dogru deneysel sonuglardan yanhs ¢ikarimlar
yapilmasina sebep olabilir. Bu yilizden, bu sistemleri anlamak i¢in sadece kendi

iclerinde degil, birbirleriyle etkilesimlerinin de anlasilmasi gerekmektedir.

Endokrin ve birincil sempatik sistem yollar1 lizerinden salinan hormon, nérotransmitter,
ndropeptid ve sitokin gibi etkin biyolojik molekiiller, lenfosit ve onlarla iligkili diger
hiicrelerle (makrofajlar, epitel hiicreler ve dendritik hiicreler gibi) bu hiicrelerdeki 6zgiil
almaglar1 araciligiyla etkilesmektedir. Bu molekiiller beyindeki kimyasal ileticiler
arasindaki en genis obektir ve epinefrin (E), norepinefrin (NE), dopamin (D), histamin
asetil kolin (Ach), substance P (SP), protosglandinler, prolaktin (PRL), biiyiime
hormonu (GH), glikokortikoidler (GC), testesteron vs. bunlar arasinda en bilinenleridir.
Bu néro-endokrin etmenler, bagisiklik elemani {izerindeki almaclariyla etkilestikten

sonra, cCAMP ve cGMP gibi ¢esitli ikincil ileticilerle hiicresel etkinligi degistirilebilir ya
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da lenfokin ve monokin iiretimlerini etkileyerek bagisiklik tepkisini dolayli yoldan
diizenleyebilirler [35,36].

2.9.4 Epilepsi Olusumunda Sitokinlerin Rolii

Sitokinler MHC (Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi) gen bdlgesi igerisine yerlesen
Klas 11l Genleri olarak bilinirler. Immiin sistem, endokrin sistem ve sinir sistemi ile
yakin etkilesim igerisindedirler. Etkileri agisindan pro-inflamatuar sitokinler, anti
inflamatuar sitokinler ve regiilator sitokinler olarak siniflandirilirlar. Genlerin
ekspresyonu inflamasyon esnasinda degisiklik gosterir. Bu anlamda epilepsi
olusumunda noéroendokrin sistem ile birlikte sitokinlerin de hastaliklarin olusumunu

tetikleyebildigi ya da baskilayabildigi bilinmektedir.

Son bulgular, bagisiklik bakis agisindan MSS’nin aslinda mutlak korunakli bir bolge
olmadigin1 gosterir [35,37]. Bagisiklik sisteminden beyne gelen iletilerin, burada glia
hiicrelerini etkinlestirip, pro-inflamatuar molekiillerin salinmasini saglamasi, “hastalik
tepkisi” olarak bilinmektedir. Bu tepkinin bilinen en belirgin bileseni kolaylastirilmis
act tepkisidir. Beyin parankimasma ulasmayan, hastalik etmenlerinin, beyin
dokusundaki “circumventricular” organlarda (CVO) 2. Tip Toll-like almaglar1 ve pro-
inflamatuar sitokin genlerinin hizli bir sekilde ifadesini tetiklemesi, sozii edilen

etkilesimin varhgini kanitlamaktadir [35].

Pro inflamatuar sitokinlerin (IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y ve TNF-a) ekspresyonlar1t HHB
(Hipotalamus-Hipofiz Bezi-Bobrek iistii kabuk bolgesi) eksenini tetiklemektedir. Bu
yiizden, bu triinlerin GC (Glikokortikoid molekiilleri) liretimi tizerinde diizenleyici bir
etkileri vardir [35,39]. Bu molekiiller 6zellikle yangi ve inlamasyon durumlarinda

salgilanan pro inflamatuvar sitokinlerdir [40].

Sitokinler, periferik duysal sinirleri dogrudan uyarabilme yetisine sahiptir [35]. Periferik
sistemdeki IL-1pB, vagus siniri tizerindeki almaglarca taninabilmektedir. Ayrica, TNF-a
da vagus almaglarinca taninabilmektedir. Vagus tarafindan almnan ileti de dogrudan
HHB eksenine tagmabilmekte ve bagigiklik iletisinin geldigi bolgeye kolinerjik sinirler

araciligiyla cevap gonderebilmektedir. Boylece, beyin inflamasyonun nerede oldugunu
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izleyip, gerektiginde bagisiklik sistemini baskilayabilme potansiyeline sahip olmaktadir

[40].

Son yillarda yapilan aragtirmalar sonucunda epilepsi ve immiin sistem arasinda
kompleks bir iligkinin varlig1 ortaya ¢ikarilmistir [41]. Epilepsili hastalarda sitokinlerin
ekspresyonunda ve bagigiklik hiicrelerinde meydana gelen anormallikler gdzlenmistir
[5,6,7]. Ayrica bagisiklik sistemi ve bagisiklik sistemi igerisinde yer alan inflamatuar

reaksiyonlar epileptogenezde dnemli rol oynamaktadir [8].

Sitokinler enfeksiyon ve iltihaplanmalarda diizenleyici rol oynar. Enfeksiyon siiresince
pro ve anti iflamatuvar sitokinler hassas bir denge igerisindedir [11]. Psikiyatrik ve
norolojik vakalarda sitokinler, immiin modiilatér olarak MSS’de gorev alirlar [12].

Epilepsi ¢aligilan deneysel hayvan modellerinde aktif sitokin tiretimi gozlenmistir [42].

Sitokin seviyesindeki artisin yiiksek atese neden oldugu bilinmektedir. Fakat,
sitokinlerin yarilanma Omriiniin ¢cok kisa olmasi sebebiyle bu diisiince tam olarak
inandirict degildir. Sitokin genlerinin birgok polimorfik bdlgeleri oldugundan, bu

genlerdeki polimorfizm hastaligin febril nobetlerdeki patojenitesine etki eder [11].

Bu calismada sitokinler ve epilepsi arasindaki mevcut bilgiler 1s1ginda en yaygin
caligilan IL-1B -511 ve IL-6 -174 sitokinlerinin gen poliformizmlerinin boélgemiz

acisindan belirlenmesi amag¢lanmaktadir.
2.9.5 Iinterlokin-1p (IL-1p)

Sistemik Interlokin-1 diizeyleri normalde diisiik iken inflamasyon esnasinda hizli bir
artig gosterir. NoOronal bir hasar durumunda interlokin-1 hizla mikroglia ve merkezi
sinir sistemi hiicrelerinden {iretilir. Inme, travmatik beyin hasari, spinal kord hasari,
multiple skleroz, down sendromu ve Alzheimer hastaligi gibi sik goriilen
noropsikiyatrik problemler merkezi sinir sisteminde artmis olan IL-1f iretimi ile

iliskilidir [40].

IL-1B geni 2. kromozomun uzun kolunun 14. bdlgesinde lokalizedir. IL-1p’nin

molekiiler agirligi 17 kDa ve 153 aminoasitten olusur.
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Interlokin-1 ailesi, 1L-1 reseptoriine baglanan IL-1a, IL-1pB, IL-1Ra olmak iizere ii¢
liganttan meydana gelmektedir. IL-lo’nin membrana baglandigi yerden IL-1B
salgilanir. Epilepside sitokinler iizerine yapilan arastirmalarda IL-1f’ya daha fazla
odaklanilmasmimn sebebi budur [41,42]. IL-1Ra, inhibe edici resptorlere baglanma
yetenegine ve IL-1 benzeri uyari igermeyen biyolojik aktivitelere sahip bir proteindir.

IL-1B, IL-1a’dan (% 22 ayn1 aa) IL-1Ra’ ya (% 26 ayn1 aa) daha benzerdir [43].

IL-1 sitokinleri diisiik seviyelerde eksprese edilir [6,44]. Genetik arastirmalarda;
Kontrol grubu ve hipokampal skleroz igermeyen TLE (temporal lob epilepsi)
hastalariyla hipokampal skleroz iceren TLE hastalarinin karsilastirilmasinda IL-13-511
allel 2 i¢in IL-1B’nin indiikleyici olmasit Ongoriiliir [45,46]. Fakat yapilan diger
calismalarda; kontrol grubu ve HS’li TLE hastalarinin genotip ve allel frekanslari
arasindaki belli farkhiliklar ispatlanamamistir [47-49]. Ayrica IL-1B-511 alllel 2
frekansinin ve febril konviilsiyon riskinini arttirdigi rapor edilmesine ragmen baska bir
caligmada bunun aksi ispatlanmistir [42,50,51]. Tilgen ve digerlerinin ¢alismasi, birinci
ve ikinci derece akrabalarinin nobet Oykiileri alinan febril konviilsiyonlu 43 hastada
IL-1B-511 allel 2’nin frekansmin artmasi ve varsayilan tasmmimmma dogru kaydigini
gostermistir[51]. Fakat bu durum istatistiksel olarak bir belirteg degildir. Bu gelisen
sonuglarin olasi nedeni etnik gruplardaki allellerin prevalanslarinin farkli olmasidir [41].
Farkli etnik gruplardaki biiyiik hasta populasyonlarinda yapilacak ¢alismalar ile IL-1p-

511 allel 2 ve epilepsi arasindaki iliskinin ortaya ¢ikarilmasi saglanabilir.

Cesitli klinik galismalar, fokal epilepsili hastalarda beyin omurilik sivilarindaki (BOS)
ve kanlarindaki IL-1P seviyesindeki degisimi adres gostermistir. Kontrol grubuyla
kasilastirildiginda tonik-klonik ndbetlerden sonra 24 saat icinde kanda ve BOS taki IL-
1B konsantrasyonundaki farklilik belirgin degildir [52]. Daha yakin ¢alismalar fokal
epilepsili hastalarda nobet sonrasi IL-1p konsantrasyonlari ile kompleks parsiyel veya
sekonder jeneralize tonik-klonik nobet baglangic seviyeleri arasinda bir farklilik
olmadigimi gostermistir [53,54]. Ancak, fokal epilepsi sendromlu hastalarin kompleks
parsiyel veya jenarelize tonik-klonik nobet sonrasinda, serumlarindaki IL-1Ra
seviyelerinde artis gdzlenmistir [7]. Iyi huylu beyin tiimérleri ya da displazi nedeniyle
olusmus fokal epilepsili hastalarda IL-1B seviyesinin yiikseldigi goriilmiistir [55].
Febril nobetli hastalarda ne BOS’ta ne kandaki IL-1f seviyesinde kontrol gruplarina
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gore bir farklilik gozlenmemistir [56,57]. Fakat, Virta ve arkadaslar1 IL-1Ra/IL-18
oranini plasmadaki TNF-a, IL-1Ra, IL-1B, IL-6, IL-10 ile karsilastirdiklarinda, febril
nobetlere bagl belirgin bir faktér oldugunu bulmuslardir [57].

Cerrahi miidahele yapilmig HS’li TLE hastalarindan elde edilen beyin orneklerinde;
kandaki ve BOS’takinin aksine IL-1B’nin ekspresyonunda ve resoptorlerinde artis
belirlenmistir. Fokal kortikal displazi ve glioneuronal tiimdrler nedeniyle direngli
epilepsi hastalarindaki noronlar ve glia i¢inde IL-1f eksprasyonu normal beyin
dokusundaki ekspresyona gore daha yiiksektir [6,58,59]. Epileptojenik bolge igin
sitokinlerin seviyesinin arttigmnin kanitlanmasma ragmen, IL-1B’nin rolii heniiz

belirlenememistir.
2.9.6 Interlokin-6

Interlokin-6 norodejeneratif ve noroprotektif dzellikler gdsteren bir sitokindir [59].
Ornegin depresyon ve alzeheimer gibi ndropsikiyatrik sartlarda interlokin-6 (IL-6)
seviyesi yiikselir [60]. IL-6 ve beyin hacmi arasindaki iliskiyi agiklamak i¢in yapilan
calismada; normal yaslanma siirecinde beyin atrofisindeki IL-6 seviyesinin diger

sitokinlerle de baglantili oldugu goriilmistiir [61].

IL-6 geni 7. kromozomun kisa kolunun 21. bolgesinde lokalizedir. IL-6’nin molekiiler

agirhigi 22000-30000 kDa arasinda degisir ve 184 aminoasitten olusur [62].

Interlokin-6 inflamatuar tepkileri ve diSer immiin reaksiyonlar1 diizenleyen ¢ok
fonksiyonlu bir sitokindir [63,64]. IL-6 resoptor (IL-6R) ve gp130’un iki molekiiliiniin
birlesmesiyle IL-6 reseptorii boyunca sinyaller iletilir [64,65,66]. IL-6 ve sIL-6R (IL-
6R’nin ¢oziinebilir formu) IL-6R membrana bagli olmaksizin hiicreleri iizerinde gp130

sinyalizasyon tetikleyebilir [67,68].

Jeneralize tonik-klonik nobetler ve febril nobetler sonrasindaki 24 saat iginde plasmada
ve BOS’taki IL-6 seviyesin belirgin sekilde yiikseldigi belirlenmistir [7,52,57,69].
Kronik lokalizasyon iligkili epilepsili hastalarinda kompleks parsiyel nébetlerden sonra

IL-6 resOptor seviyesinde az miktarda azalmanin yada degisimin olmadig1 goriilmiistiir

[7]1.
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Jeneralize tonik-klonik nobet sonrasi BOS’taki IL-6 diizeylerinin artigi plazmadaki
artisa gore daha belirgindir [52,70,71]. Bu yilizden IL-6 sentezinin ¢ogunlukla merkezi
sinir ~ siteminde  gerseklestigi  disliniilmektedir. Bununla birlikte, nobetler
katekolaminlerin salmimmi indiikleyerek sempatik sinir sistemini aktive edebilirler
[72,73]. Katekolaminler periferik mononiikleer kan hiicrelerinden sitokinin salinimini
baslatirlar [74]. Epileptik hastalarin periferik mononiikleer kan hiicreleri kontrol
grubuna gore, mitojen ile in vitro uyarildiginda IL-6 tiretimi daha fazladir [75]. IL-
6’nin nobet sonras1 artmasinin diger bir sebebi periferik mononiikleer kan hiicrelerinden
salman sitokindir. Diger calismalar IL-6 plazma seviyesi ve farkli fokal epilepsiler
arasindaki iligki hakkinda fikir verir. IL-6 seviyesinin TLE hastalarinda yiiksek fakat
nobetler arasindaki siirede yiiksek olmadigi saptanmistir [75]. TLE’li hastalarda ve
ekstar TLE’li hastalarda kompleks parsiyel veya ikincil jeneralize tonik-klonik
nobetlerden sonraki 6 saat igerisinde, sadece TLE grubunda IL-6 plazma seviyesi
belirgin bir artis gdstermistir [54]. Onceki sonuglarda, HS’li hastalarda artis olmamasina
ragmen HS’siz TLE’li hastalarda nobet sonrasinda IL-6 plazma seviyesinde ¢cok hizli bir
artis gozlenmistir [54]. Bu bulgular TLE’de IL-6’nin néroprotektif etkisini (HS’nin
gelismesini Onleyici) ortaya koyar. Sempatik sinir siteminin temporal lob tarafindan
aktivasyonu, katekolaminlerin ardisik salmimi ve IL-6 plazma diizeylerinin yiikselmesi

g6z ardi edilmemelidir.
2.10 Molekiiler Diizeyde Genomik Analiz Teknikleri
2.10.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin in vitro olarak
cogaltilmasini saglayan ve DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasini
kisa zamanda yapmaya olanak saglayan bir tekniktir [76]. ilk olarak Kary Mullis ve
arkadaslar1 1985 yilinda teknige bugiinkii ismini vermis ve uygulamaya koymuslardir.

PCR basit, spesifik ve hassas bir tekniktir [77].

PCR teknikleri diagnostik ve adli tipta genlerin belirlenmesi ve 6zel DNA parcalarmin
klonlanmasi1 ve gen ifade modellerinin tespit edilmesinde 6nem kazanmustir [78]. PCR,
klonlama yapmaya gerek kalmadan, bir genomdan 6zgiin bir DNA dizisinin ¢ok sayida

kopyasini ¢ikarma olanagi saglamistir. DNA dizisinin ¢ogaltilmasi i¢in her iki ucundan

17



genomun niikleotit dizisi bilinmeli ve PCR’ da primer olarak kullanilacak
oligoniikleotitlerin hazirlanmasi gereklidir [79]. PCR ile genellikle 10 kilobaz (kb)
uzunluga kadar DNA bdlgeleri ¢ogaltilabilmektedir; ancak bazi metodlarla 40 kb’a
kadar ulasabilmektedir [76]. PCR reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in gentik yapisi
incelenecek olan izole edilmis kalip DNA, isiya dayanikli DNA polimeraz enzimi,
oligoniikleotit ~ primerler ve enzimin kopyalama isleminde kullanacagi
deoksiriboniikleozid trifosfatlar (ANTP: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) gerekli olan
bilesenlerdir [80].

PCR prensibi, kendini tekrarlayan ii¢ asamaya dayanir; denatiirasyon, primerlerin

eslesmesi (annealing) ve primerlerin uzamasidir (extension).

Denatiirasyon: PCR reaksiyonu i¢inde yer alan ¢ift zincirli kalip (template) DNA’ nin
92-95°C’ de 1-2 dakika tutularak ¢ift sarmalin birbirinden ayrilmasi saglanir [80].

Primerlerin Yapismasi1 (Annealing): Primer olarak kullanilan oligoniikleotid
primerlerinin ayrilmis DNA zincirlerine 55-60°C’ de baglanmasi saglanir. Bu islem
iretilecek baz uzunluguna bagl olarak 30-60 saniyede gergeklestirilir [81]. Optimal

annealing sicaklig1 Tm (melting temperature) derecesinden 5°C daha diisiiktiir.

Cogaltilacak olan hedef DNA bolgesi belirlendikten sonra, bu bdlgeye uygun
primerlerin segilmesi dnemlidir. Oncelikle primerler genom iizerinde yalnizca bir
bolgeyi tanimalidir ve ¢ogaltilacak DNA i¢inde yalnizca bir kez bulunmalidir. Primerde
dort bazi igeren dANTP olabildigince esit ve heterojen sirada kullanilmalidir. Primerin 3’
ucunun G ve C’ den zengin olmasi DNA’ya daha siki baglanmaya yol acarak,
polimerizasyonun daha basarili olmasini saglar. Ciinkii A ve T bazlart DNA zincirini iki

hidrojen bagi ile tutarken, G ve C bazlar1 {i¢ hidrojen bag: ile tutmaktadir.

Primer Uzamasi1 (Extension): DNA zincirleri {lizerine yapisan primerlerin DNA
polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase) ve ANTP’ ler vasitasiyla uzatilmasidir. Taq
DNA polymerase 72°C sicaklita daha iyi galistigi icin genel olarak tiim ¢ogaltma
islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir [82].

DNA polimeraz enzimi uygun tampon ve dort ¢esit d NTP varliginda primerin 3’

hidroksil ucundan uzamasii saglar. Niikleotitleri 5’ ucundan 3’ ucuna dogru ekleyerek
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primerlerin uzamasini saglayan ve hedef DNA’ nin iki zincirli kopyasini olusturan DNA
polimeraz enzimi olarak Thermus Aquaticus adli bakteriden elde edilen termostabil bi
enzim olan “DNA Taq polimeraz” enzimi kullanilir [83]. Sentezin yonii 5° ugtan 3’ uca
dogru olup, primerin serbest 3’ hidroksil ucuna ortamdaki d NTP’lerin niikleofilik etki
yapmalari ile fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA zincirinin polimerizasyonu

gerceklesir [83].

PCR sonucunda elde edilen iiriin, ¢ogaltilmas1 hedeflenen DNA pargasi ile iki primerin
toplam uzunlugu kadardir [84]. Ug basamaktan olusan islem bir PCR dongiisiinii temsil
eder. Bu islem genel olarak 25-40 defa tekrar edilerek baslangigtaki DNA dizisinden
milyonlarca yeni DNA par¢acig1 cogaltilir. PCR sonucunda DNA parcaciklari, agaroz
veya poliakrilamid jelde yiiritiildiikten sonra ethidium bromide (EtBr) ile boyanarak

gbzlemlenir [84].
2.10.1.1 PCR Cesitleri

PCR tekniginin bulunmasindan bu yana teknolojide ¢ok hizli gelismeler olmus ve buna
bagh olarak cok farkli PCR metotlar1 gelistirilmistir. Cogaltilmasi istenen DNA
dizisinin bilindigi durumda kullanilan metotlarda DNA sekans yapisi1 bilinmektedir.
Oligoniikleotid primer ¢ifti kullanilarak ¢ift sarmal DNA dizileri Taq DNA polimeraz
enzimi tarafindan 5°—3’ ydniinde okunmaktadir [85]. Onceki kisimda anlatilan PCR
teknigi klasik protein zincir reaksiyonuna 6rnektir. Bunun haricinde birkag PCR ¢esidi

daha vardrr.
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Cizelge 2.2.

PCR Tipleri [85]

PCR TiPI HEDEF UYGULAMA AVANTAJ DEZAVANTAJ
. Amplifikasyon
sonrasi analiz
N En kolay gerektirir.daha fazla zaman
uygulanan PCR tipi. arag gereg harcanr.
. o Insan hatas1 ve
DNA dizisinin ° Diistik g . g
Klasik DNA | amplifikasyonu ve | Maliyetli ve az ekipman kroskantaminasyon riski
arastirilmasi gereksinimli. tastr. )
. Elde edilen iiriiniin
prob hibridizasyonu veya
dizileme ile dogrulanmasi
tercih edilir.
. Hizli
. Bagil veya
kesinhedeldizi |y papa paal
uantifi asyonq ekipman ve sarf malzeme
(] Genellikle gerektirir.
Hedef niikleik asit | amlifikasyon sonrasi . Primer ve prob
Real Time DNA dizisinin kopya analize gerk duymaz. secimi smirlidhr.
sayisinin tespitiile | o Prob ve R -
o . . Dogrulama
kuantifikasyon. rrle!tlpg curve (ervlm.e. analizlerine (dizileme gibi)
egrisi) kullanildig1 i¢in izin vermez
daha kesin sonug. '
o Daha az
kroskontaminasyon
riski
. Primer se¢im
. . Coklu hedef olanaklar1 sinirlidir.
5;1 e ‘Ejﬁj‘hf“la dizisinin tek bir «  Onemlilgiide
Multipleks DNA DI? A dizisinin aym reaks_iyonda _ optimizasyon gerektirir.
anda amplifikasyonu ile . Cogunlukla
. zaman ve arag gerec hassasiyeti ve 0zgiinliigii
amplifikasyonu. tasarrufu diistiktir.
. RNA’ nin ¢abuk
MRNA, i bozunmasi
Reverse RNA RNA’ nin ° Tiim RNA . Ek RT asamas1
Transcrition " | amplifikasyonu ve | ¢esitlerinin daha fazla zaman ve maliyet
viral amplifikasyonunu gerektirir.
(RT) RNA arsatiriimast saglar. . Kontaminasyon
riski tagir.
Sitemalve o Dahahassastr | Jo i sman
Nested DNA | internal primer o Nonspesifik | (opopivie yanhs pozitif
amplifikasyonun htimali
takimlar: kullanlir. | o016 106 sonug ihtimalt.
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2.10.2 RFLP Uygulamalar

RFLP (Sinirlayici Enzim Par¢a Uzunluk Polimorfizmi), bir DNA parcasinin bir
restriksiyon enzimi ile kesilmesi olayidir. RFLP teknigi PCR metoduyla birlikte nDNA
veya mtDNA tizerindeki bolgelerde kullanilabilmektedir [86].

RFLP uygulamalarinda kullanilabilecek 3000 civari restriksiyon enzimi bulunmaktadir.
Calisilan gen bolgesine ait farkli organizmalardan alinan baz dizilimlerine ait bilgiler
(Gen Bankalarindan) kullanilmalidir. Restriksiyon enzimlerine ait bilgilerin
degerlendirilmesinde kullanilan program vasitasiyla amplifiye edilecegi diisiiniilen gen
bolgesinin baz dizilimi yapistirilarak enzimlerin kesilip kesilmedikleri kontrol edilir.

Boylece restriksiyon enzimi se¢iminde yapilacak hata minimize edilmis olur [86].

RFLP uygulamalarinda kullanilacak kimyasallarin konsantrasyonlarini ve miktarlarmi
tespit ederken restriksiyon enzimlerinin kataloglarindaki bilgiler kullanilir. Inkiibasyon
sicakhigr ile ilgili olarak Taql (65°C) hari¢ hemen hemen tiim restriksiyon enzimleri
37°C’de inkiibasyona tabi tutulur. PCR {iriini, restriksiyon enzimi, tampon ve ultra saf
su karisimi ortalama 16 saat inkiibe edilir. Agaroz jelde yliriitiilerek RFLP sonuglari

kontrol edilir [86,87].
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Eyliil 2012 ve Mayis 2013 tarihleri arasinda Kars Devlet Hastanesi Noroloji
Poliklinigi’nde takip edilmekte olan epilepsi tanis1 almig 100 epilepsi hastasi ve epilepsi
hastas1 olmayan 100 saglikli bireyin kan ornekleri alinarak yapildi. Genomik ¢aligmalar
ise, 2012 yili iginde Kafkas Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik bdliimiinde
DNA izolasyonunun bir kismi yapildi. 2013 yilinda ise Biyomiihendislik bolimii
laboratuvarlarinda ¢alismanm kalan laboratuar galigmalar1 gergeklestirildi. Calismaya
katilan tiim goniillii hasta ve goniillii saglikli bireyler caligmaya baslamadan Once

bilgilendirildi ve etik kurul izinleri alind.
3.1 Hasta ve Kontrol Gruplarinin Se¢imi

Eylil 2012 ve Mayis 2013 tarihleri arasinda Kars Devlet Hastanesi Noroloji
Poliklinigi’nde takip edilmekte olan epilepsi tanis1 almis 100 hasta ve epilepsi hastasi
olmayan 100 saglikli bireyin kan drnekleri alindi. Tkiden fazla ndbet gecirme oykiisii
olan hastalar, epilepsi hastasi olarak degerlendirilip klinik ortamda yaslari, cinsiyetleri,
aile Oykiileri, atesli ndbet gegirmeleri uzman hekim tarafindan rapor edildi. DNA
izolasyonuna uygun olarak 10 ml EDTA’l tiiplere kan 6rnekleri alindi. Herhangi bir

nobet 0ykiisli bulunmayan saglikli bireyler de kontrol grubu olarak degerlendirildi.
3.2 Epilepsili Hasta Grubunun ve Kontrol Grubunun Demografik Dagilimlari

Hasta grubunu olusturan 100 olgunun yas ortalamasi 33+14, kontrol grubu olusturan

100 bireyin yas ortalamasi 29+8 idi.

Cizelge 3.1. Gruplarin yas dagilimi (SD:Standart sapma degeri)

En Diisiik En Yiiksek Yas
Gruplar Yas Yas Ortalamas1| SD
Hasta 18 70 33,27 13,65
Kontrol 19 61 29,15 7,56
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Sekil 3.1. Gruplarin cinsiyet dagilimi (EH:Epilepsili Hasta Grubu, SK:Kontrol Grubu)

3.3 Kullanilan Kimyasallar

Proteinaz K

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Sodyum Kloriir (NaCl)

Etil Alkol %96 lik ve % 70 lik (EtOH)

DNA Taqg polimeraz

PCR Tampon (Magnezyumlu)

Deoksiriboniikleotitler

Ultra distile su

Primer Dizileri:
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IL-1 Beta icin primer dizileri:

Forward: 5>-TGGCATTGATCTGGTTCATC-3’

Reverse: 5>-GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3

IL-6 icin primer dizileri:

Forward: 5>-GGGGCTGCGATGGAGTCAGAG-3’

Reverse: 5>-TCCCTCACACAGGGCTCGAC-3’

IL-1B i¢in Aval kesim enzimi

IL-6 icin SfaNI kesim enzimi

Rest. enzim tamponu

Ultra distile su

Agaroz

1X TBE tampon

Etidyum Bromid

DNA marker

Yiikleme tamponu

3.4 Kullanilan Arag¢ Gerecler

Santrifiij

Mikrosantrifiij

Su banyosu

Etiv
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Vorteks Velp Scientifica

Gradient Thermal Block(PCR cihazi) Bioneer
Elektroforez Sistemi Maxicell
Goriintiiliime Sistemi Gel Logic 212 Pro Jel

3.6 DNA Izolasyonunda kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

10X _Eritrosit Liziz Buffer (ELB); 82,9 gr NH4CI ve 10 gr KHCO3 hassas terazide

tartilarak cam siseye diikiiliir, lizerine 0,5 M’Iik 20 ml EDTA eklenir. Karigimim

tizerine 1 litreye tamamlayacak kadar distile su eklenip karistirict yardimiyla karistirildi.

Niikleaz Liziz Buffer (NLB); 10 ml Tris-HCI (pH:8,2) , 4 ml EDTA ve 24 gr NaCl

karistirilip 900 ml distile su ile tamamlanir ve karistiric1 yardimiyla karistirildi.

Tris-HCI (1M); 12,1 gr trisbase 80 ml distile suda ¢oziildii. Ardindan 100 ml’ye distile

su ile tamamland:.

NaCl (6 M); 87,69 gr NaCl ve 250 ml distile su ile karistirildi.

EDTA( 0,5 M); 18,6 gr EDTA 80 ml distile suda ¢oziildii. pH’sin1 ayarlamak i¢in

NaOH eklendi ve distile su 100 ml’ ye tamamlandi.

0,1 M HCI Céezeltisi; 0,415 ml HCI 50 ml distile su ile ¢oziildii.

Proteinaz K Sulandirma; 20 mg Proteinaz K 1 ml distile su ile ¢oziildii.

3.6 Periferik Kandan DNA izolasyonu

Periferal kandan DNA izolasyonu iki asamada gergeklestirildi. Bu islem toplamda iki

giinliilk zaman zarfinda bitirildi.

Saglikli ve hasta bireylerden 10 ml’lik EDTA’l tiiplere alinan kan 6rnekleri izolasyon
baslayana kadar -20°C” de sakland1. Izolasyondaki ilk islem dondurucudan alman kan

ornekleri 37°C’ de su banyosunda ¢oziildii. Coziilen kanlarin her biri ayr1 falkon tiiplere
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dokiiliip tizerine lizerine 40 ml ELB eklendi. Hemen arkasindan buz dolu kap igerisinde
30 dakika bekletildikten sonra +4°C 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijlenen kanlarm siipernatant kisimlar1 ¢amasir suyu dolu atik kabina dokiildii.
Kalan pelletin iizerine 40 ml ELB eklendi ve pellet tamamen ¢6ziinene kadar ¢alkalands,
sonra tekrar ayn1 sekilde 10 dakika santrifiij edildi. Ardindan siipernatant yine dikkatlice
atik kabima dokiilerek kalan pellete tiglincii defa 25 ml ELB eklendi, pellet ¢6ziiniinceye
kadar ¢alkaland1 ve 10 dakika daha santrifiij edildi. Bu islem bitince siipernatant atildi
ve pelletin eritrositlerden armdirilmis olmasi beklendi. Temizlenen pellet tizerine 4 ml
NLB ve 10ul proteinaz K eklenerek iyice calkalandi. Pellet tamamen ¢oziindiiriilmiis
oldu. Son olarak tizerine 425 ul SDS eklendi, kesinlikle ¢alkalanmadi, bir gece 37°C
etiivde bekletildi.

Ertesi giin etiivden alman tiipler 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Bekleme sonrasi her
birinin {izerine 1,4 ml 6M NaCl eklenerek ¢ok hizli 15 saniye ¢alkalandi. Ornekler
20°C 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Cikarildiktan sonra bu kez siipernatant
kisimlar hazirlanan baska falkon tiiplere aktarildi ve pelletler atildi. Yeni tiipler 20°C
4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan olusan siipernatant yeni
tiiplere alind1 ve pellet atildi. Siipernatantlar1 20 ml’ye tamamlayacak sekilde % 96’lik
etil alkol ilave edildi ve iplikler halinde DNA olusmasi i¢in birka¢ dakika beklendi.
Olusan DNA pipet yardimiyla eppendorf tiiplere alindi. Uzerlerine 500 pl % 70’lik etil
alkol eklendi. Mikro santrifiijde 6000 rpm’de 6 dakika santrifiijlendi ve DNA’larin
¢okmesi gozlendi, fazla alkol dokiildii. Kalan alkoller mikropipet yardimiyla gekildi.
Tamamen ugmasi i¢in bir siire beklendi. Alkol iyice ugurulduktan sonra DNA 500 pnl

distile su ile sulandirildi ve -20°C’ya alind:.

3.7 Epilepsili Hastalar ve Kontrol Gruplarinda PCR Yoéntemi ile Polimorfizm

Analizleri

Asagida verilen miktarlara gore (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2) polimeraz zincir
reaksiyonu i¢in PCR bilesenleri biitiin 6rnekler icin hazirlandi. MyGenie Bioneer cihazi
ile Orneklerin  verilen dongii sicakliklar1 (Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4) ayarlanip

reaksiyonlarin gergeklestirilmesi sagland1 ve kopyalar1 elde edilmis oldu.
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Cizelge 3.2. IL-1B-511 Primerleri ve PCR Bilesenleri

Stok Konsantrasyonu Miktar Final
(nl) Kons.
10X PCR tampon 5 1X
d NTP 2 0,1 mM
Primer F 5>-TGGCATTGATCTGGTTCATC-3’ (2,5 pmol/ul) 1 1ng
Primer R 5>-GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3’ (2,5 pmol/ul) 1 1ng
DNA 6rnegi (100 ng/ pl) 2 1ng
Taq Polimeraz (5 U/ pl) 1 0,03U
Steril saf su 13
Toplam 25
Cizelge 3.3. IL-6-174 Primerleri ve PCR Bilesenleri
Stok Konsantrasyonu Miktar Final
(nb) Kons.

10X PCR tampon 5 1X
Dntp 2 0,1 mM
Primer F 5-GGGGCTGCGATGGAGTCAGAG-3’(2,5 1 1ng
pmol/ul)
Primer R 5-TCCCTCACACAGGGCTCGAC-3> (25 1 1ng
pmol/ul)
DNA 06rnegi 2 1ng
Taq Polimeraz (5 U/ pl) 1 0,03U
Steril saf su 13
Toplam 25
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Cizelge 3.4. IL-1B PCR Déngii Sicakliklart

Reaksiyon asamasi Sicaklik(°C) | Siire (dak.) | Dongii
Baslangi¢c Denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 95 1

Primer Baglanmasi 53 1

Zincir Uzamasi 74 1 3
Son Uzama 72 5 1

Cizelge 3.5. IL-6 PCR Dongii Sicakliklar1

Reaksiyon asamasi Sicaklik(°C) | Siire (dak.) | Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 95 1

Primer Baglanmasi 53 1

Zincir Uzamasi 74 1 3
Son Uzama 72 5 1

ve genotip tayini:

3.8 Elektroforez ile Amplifikasyonlarin Kontrolii
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3.9 Amplifiye DNA’larin restriksiyon enzimleri ile kesimi

PCR islemi sonrasi PCR fiiriinlerini kontrol etmek amaciyla 10 pl PCR {iriinii 2 pl
yiikkleme tamponu ile karistirilarak % 2’lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiildii.
Elektroforez isleri i¢in 3 gr agaroz tartilarak 150 ml TE (1X) tamponuyla karistirilip,
mikrodalga firmda eritildi. 60° C’ye sogutulup iizerine 6 pl etidyum bromid eklendi.
Hazirlanan bu soliisyon taraklar1 yerlestirilmis elektroforez tankinin kamerasina
dokiilerek sertlesinceye kadar beklendi. 10 pul PCR iirlinii ve 2 pl yiikleme tamponu
yiiklendi. Kontrol olarak DNA marker eklendi. Elektorforez cihazinda giic kaynaginda

90V 300 A, 1 saat yiiriitiildiiken sonra gdriintiileme sisteminde goriintiilendi.

Uygun primerlerle ¢ogaltilan IL-13-511 geni PCR iiriinlerinin Aval enzimi ile kesilmesi




PCR trtinii  :10 pl
1X Tampon :1 pl
Aval Enzimi :1 pl
dH,0 :3ul

olmak tizere toplam hacim 15 ul’dir. PCR iriinleri 37°C” de 1 saat bekletilerek enzim
kesimleri gergeklestirildi. Konsantrasyonu % 2,5 olan agaroz jelde yiiriitildi ve

resimleri ¢ekildi. Resimlerden yararlanarak polimorfizm analizleri yapilda.
IL-6-174 geni PCR iiriinlerinin SfaNI Enzimi ile kesilmesi ve genotip tayini:
PCR iirtinii  :10 pl

1X Tampon :1 pl

Aval Enzimi :1 ul

dH.O 3 ul

olmak tizere toplam hacim 15 ul’dir. Pzr iriinleri 37°C’de 1 saat bekletilerek enzim
kesimleri gergeklestirildi. Restriksiyon iirtileri % 2,5’luk agaroz jelde yiiriitildi ve

resimleri ¢ekildi. Resimlerden yararlanarak polimorfizm analizleri yapildi.
3.10 istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin yas ortalamalar1 arasinda farklilik olup
olmadiga gore varyans analizi yapilmistir. Kategorik yapidaki degiskenler arasindaki
iliskilerin kontroliinde X? tests kullanilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde GraphPad
Prism 6.02 programi kullanilmistir. a=0,05 smir1 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismaya, Eyliil 2012-Mayis 2013 yillar1 arasinda Kars Devlet Hastanesi Noroloji
Poliklinigi’ne bagvuran, epilepsi tanist konan 100 hasta ve hastalara benzer yas
gruplarinda bulunan epilepsisi ya da herhangi bir kronik rahatsizligi bulunmayan 100
saglikli birey dahil edildi. Bulgular GraphPad Prism 6.02 paket programi kullanilarak
istatistik analizleri yapilda.

Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu epilepsili hastalarda IL-13-511 polimorfizm
dagilimlar1 en stk CT genotipi (%62 oraninda) ve T alleli (%56 oraninda) goriildii.
Kontrol grubunda ise restriksiyon enzim ile kesim sonucu en sik rastlanan CC genotipi
(%65 oraninda) ve T alleli (%22,5 oranind)a gozlendi (Resim 4.1 ve Resim 4.3).

Hasta grubunda IL-6-174 gen polimorfizmi igin GG genotipi %42 oraninda ve G alleli
%46 oraninda rastlandi. Kontrol grubunda ise polimorfizm oran1 GG genotipi %50 ve
G alleli %52,5 gozlendi (Resim 4.2 ve Resim 4.4).

Resim 4.1. IL-1B-511 bolgesi PCR iiriinleri goriintiisii (300 kb)
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Resim 4.2. 1L-6-174 bolgesi PCR iiriinleri goriintiisii (200 kb)

Resim 4.3. IL-1B-511" nin Aval enzimi ile kesim goriintiisii (300 kb bantlara sahip
kigiler TT (homozigot) genotipli; 200kb +100 kb bantlara sahip kisiler CT (heterezigot)
genotipli; 300 kb + 200 kb + 100 kb bantlara sahip kisiler CC (yabani tip) genotipli)

31



Resim 4.4. 1I-6-174’nin SfaNI enzimi ile kesim goriintiisii (200 kb banta sahip kisiler
GG (yabani tip) genotipli;200 kb +150 kb + 100 kb banta sahip kisler GC (heterezigot)

genotipli;200 kb + 150 kb bantlara sahip kisiler CC (homozigot) genotipli

IL-1B-511 geninin Aval enzimi ile RFLP analizi sonu¢lan

IL-1B-511 geninin Aval enzimi ile RFLP analizi sonucunda genotip dagilimi ve allel
frekans sikligi bakimindan degerlendirildi. Epilepsi grubundaki 100 bireyde ve saglikli
kontrol grubunda 100 bireyde istatistiksel anlamli sonug elde edildi(p<0,05), (Cizelge

4.1)

Cizelge 4.1. IL-1B-511 gen polimorfizm sikliklar1

Hasta Kontrol P
Genotip N % N %
CC
(yabani) 13 13,00 65 65,00
cr <0,0001
(heterozigot) | 62 62,00 25 25,00 '
TT
(homozigot) 25 25,00 10 10,00
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Epilepsi hasta grubunda kadin ve erkeklerin genotip karsilastirmalarina gore istatistiksel
anlamli farklilik yoktur (P>0,05), (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Hasta grubu IL-1B-511 genotipleri cinsiyetlerine gore karsilastirilmasi

Hasta
Kadin Erkek P
Genotip| N % N %
CC 4 8,51 9 16,98
CT 31 65,96 31 58,49 0,447
TT 12 25,53 13 24,53

Kontrol grubunda kadin ve erkeklerin genotip karsilastirmalarma gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik yoktur (p>0,05), (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Kontrol grubunda IL-1B-511 genotipleri cinsiyetlerine gore

karsilastirilmasi
Kontrol
Kadin Erkek P
Genotip| N % N %
CcC 18 56,25 47 69,12
CT 10 31,25 15 22,06 0,453
TT 4 12,5 6 8,82

Allel siklig1 agisindan bakildiginda ise epileptogenez siirecinde rol oynayabilecegi

diistiniilen T allelinin hasta grubunun %S56’sinda ve kontrol grubunun %22’sinde
bulundugu goriildii (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.4. IL-1B-511 Allel frekanslarinin karsilagtirmasi

Hasta Kontrol
Allel Allel frekansi Allel frekansi
C 0,44 0,78
T 0,56 0,22

Aile Oykiisii olan hasta grubu bireylerde CT, saglikli bireylerde CC genotipine sik
rastlanmistir. Iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0,05), (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Aile Oykiisii olan hasta grubu ve saglikli grup IL-1B-511 genotipleri

karsilastirmasi
Aile Oykiisii Olan
Hastalar Kontrol
Genotip N % N %
CcC 2 8,00 65 65,00
CT 17 68,00 25 25,00
TT 6 24,00 10 10,00

Saglikli bireylerde C alleli sik goriiliirken aile 6ykiisii olan bireylerde T alleline daha sik

rastlanmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Aile oykiisii olan hasta grubu ve saglikli grup IL-1B-511 allel frekansi

karsilastirmasi
Allel Aile OyKiisii Olan Kontrol
Hastalar
Allel frekansi Allel frekansi
C 0,42 0,78
T 0,58 0,22
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Atesli nobet geciren hasta grubu bireylerde, saglikli bireylerde oldugu gibi CT
genotipine en sik rastlanmigtir. Fakat CC genotip sikliginda bir diisiis gézlenirken TT
genotipi artis gostermistir. Iki grup arsinda istatistiksel anlamli fark vardir (p<0,05)
(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Atesli nobet geciren hasta grubu ve saglikli grup IL-1B-511 genotip

karsilagtirmasi
Atesli Nobet Ge¢iren Hastalar Kontrol
Genotip N % N %
CC 3 10.00 65 65.00
CT 20 66.67 25 25.00
TT 7 23.33 10 10.00

Saglikli bireylerde C alleli sik goriiliirken atesli ndbet gegiren hasta bireylerde T alleline
daha sik rastlanmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Atesli nobet gegiren hasta grubu ve saglikli grup IL-1B-511 allel frekans1

karsilastirmasi
Atesli Nobet Geciren
Hastalar Kontrol
Allel Allel frekansi Allel frekansi
C 0,43 0,78
T 0,57 0,22

Kontrol grubunda CC genotipine en sik rastlanirken, kafa travmasi gegiren hasta
grubunda da CC genotipine daha sik rastlanmustir. Iki grup arasinda istatistiksel anlamli
fark yoktur (p>0,05), (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Kafa travmas1 gegiren hasta grubu ve saglikli grup IL-1p-511 genotip

karsilastirmasi
Kafa Travmasi Gegiren
Hastalar Kontrol
Genotip| N % N %
CC 8 50,00 65 65,00
CT 5 31,25 25 25,00
TT 3 18,75 10 10,00

Kafa travmasi gegiren hasta grubu ve kontrol grubunda C alleli T alleline gore daha sik

gozlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Kafa travmasi gegiren hasta grubu ve saglhikli grup IL-1p-511 allel frekans

karsilastirmasi
Kafa Travmasi Geciren
Hastalar Kontrol
Allel Allel frekansi Allel frekans:
C 0,66 0,78
T 0,34 0,22

Zor dogum geciren hastalar ve kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamli farklilik

vardir (p=0,0003), (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Zor dogum gegiren hasta grubu ve saglikli grup IL-13-511 genotip

karsilastirmasi
Zor Dogum Gegiren
Hastalar Kontrol
Genotip N % N %
CcC 1 8,33 65 65,00
CT 6 50,00 25 25,00
TT 5 41,67 10 10,00
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Kontrol grubunda C allel frekans1 yiiksek iken, zor dogum gegiren grupta T allel
frekansinin daha yiiksek oldugu saptanmustir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Zor dogum gegiren hasta grubu ve saglikli grup IL-13-511 allel

karsilastirmasi
Zor Dogum Gegiren
Hastalar Kontrol
Allel Allel frekansi Allel frekansi
C 0,33 0,78
T 0,67 0,22

IL-6-174 Bolgesinin SfaNI enzimi ile RFLP analizi sonuclar

IL-6-174 polimorfik bolgesinin SfaNI enzimi ile RFLP analizi sonucunda genotip
dagilimi ve allel frekans siklig1 bakimindan degerlendirildi. Epilepsi grubundaki 100
bireyde ve saglikli kontrol grubunda 100 bireyde istatistiksel anlamli sonug elde
edilmedi (p>0,05), (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. IL-6-174 gen polimorfizm sikliklar1

Hastalar Kontrol P
Genotip N % N %
GG(yabani) 42 42,00 50 50,00
CC(homozigot) 50 50,00 45 45,00 0,438
GC(heterozigot) 8 8,00 5 3,00

Epilepsili hastalar ve saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda ti¢ genotip (GG / GC
/CC) agisindan da istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Hasta grubunda kadin ve erkek genotipleri karsilastirildiginda istatistiksel anlamli
farklilik yoktur (p>0,05), (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14.

Hasta grubu IL-6-174 genotipleri cinsiyetlerine gore karsilastiriimasi

Hastalar
Kadin Erkek P
Genotip| N % N %
GG 23 48,90 19 35,85
GC 3 6,40 5 9,43 0,405
CcC 21 44,70 29 54,72

Kontrol grubunda kadin ve erkeklerin genotip karsilastirmalarina gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik yoktur (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Saglikli kontrol grup IL-6-174 genotipleri cinsiyetlerine gore

karsilagtirilmasi
Kontrol
Kadin Erkek P
Genotip| N % N %
GG 19 59,37 31 45,59
GC 2 6,25 3 4,41 0,340
CC 11 34,38 34 0,50

Allel siklig1 acisindan bakildiginda ise epileptogenez siirecinde rol oynayabilecegi

diistiniilen G allelinin hasta grubunun %36’sinda ve kontrol grubunun %353’inde
bulundugu goriildii (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. 1L-6-174 Allel frekans sikliklar1

Hasta Kontrol
Allel Allel frekansi Allel frekansi
G 0,46 0,53
C 0,54 0,47
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Aile 6ykiisii olan hasta grubu bireylerde, saglikli bireylerde oldugu gibi GG genotipine
en sik rastlanmstir. iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark yoktur (p=0,780),
(Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Aile 6ykiisii olan hasta grubu ve kontrol grubu IL-6-174 genotipleri

Aile Oykiisii Olan Hastalar Kontrol
Genotip N % N %
GG 28 56,00 50 50,00
GC 2 4,00 5 5,00
CcC 20 40,00 45 45,00

Saglikli bireylerde ve aile Oykiisii olan bireylerde G alleline daha sik rastlanmuistir

(Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. Aile oykiisii olan hasta grubu ve kontrol grubu IL-6-174 allel frekanslar

Aile Oykiisii Olan
Hastalar Kontrol
Allel Allel frekansi Allel frekansi
G 0,58 0,53
C 0,42 0,47

Atesli nobet gecgiren bireylerde ve kontrol grubu bireylerinde GG genotipine en sik
rastlanmistir. Hastalarda GC genotipinde azalis olurken CC genotipinde artma oldugu

saptannustir (Cizelge 4.19). iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmamustir
(p=0,931).

Cizelge 4.19. Atesli nobet gegiren hasta grubu ve kontrol grubu IL-6-174 genotipleri

Atesli Nobet Geciren
Hastalar Kontrol
Genotip N % N %
GG 13 54,17 50 50,00
GC 1 4,17 5 5,00
CC 10 41,66 45 45,00
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Atesli nobet gegiren hasta grubunda ve kontrol grubunda G allel frekans1 daha yiiksek
oldugu saptanmstir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20. Atesli nobet gegiren hasta grubu ve kontrol grubu IL-6-174 allel

frekanslari

Atesli Nobet Gegiren
Hastalar Kontrol
Allel Allel frekansi Allel frekansi
G 0,56 0,53
C 0,44 0,47

Kafa travmasi gegiren hasta grubunda GC genotipine hi¢ rastlanmamistir. En fazla
goriilen genotip her iki grup i¢inde GG’dir. Iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark

yoktur (p=0,409), (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. Kafa travmasi gegiren hasta grubu ve kontrol grubu IL-6-174 genotipleri

Kafa Travmasi Geciren
Hastalar Kontrol
Genotip N % N %
GG 16 59,26 50 50,00
GC 0 0,00 5 5,00
CC 11 40,74 45 45,00

Kafa travmasi gegiren hasta grubu ve kontrol grubunda G allel frekansi en fazla oldugu

saptanmistir (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22. Kafa travmasi gegiren hasta grubu ve kontrol grubu IL-6-174 alleleri

Kafa Travmasi Geciren
Hastalar Kontrol
Allel Allel frekansi Allel frekansi
G 0,59 0,53
C 0,41 0,47
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Zor dogum gegiren hasta grubunda GC genotipine rastlanmamistir. Kontrol grubunda
GG ve CC genotip dagilimi yakin degerlerde iken, hasta grubunda GG genotip dagilimi
daha yiiksektir. Iki grup arasinda istatistiksel anlamli farklilk yoktur (p=0,122),
(Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. Zor dogum gegiren hasta grubu ve kontrol grubu IL-6-174 genotipleri

Zor Dogum Geciren Hastalar Kontrol
Genotip N % N %
GG 11 78,57 50 50,00
GC 0 0,00 5 5,00
CC 3 21,43 45 45,00

Zor dogum geciren hasta grubunun G allel frekansinin kontrol grubuna gore daha fazla

oldugu saptanmistir (Cizelge 4.24).

Cizelge 4.24. Zor dogum hasta grubu ve kontrol IL-6 allel frekanslar1

Zor Dogum Gegiren
Hastalar Kontrol
Allel Allel frekansi Allel frekansi
G 0,78 0,53
C 0,22 0,47
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TARTISMA VE SONUC

Epilepsi, diinya ilizerinde goriilen en sik rastlanilan norolojik hastaliklardan biridir.
Epileptik vakalarin bir cogunda sebebi bilinememis, tan1 ve tedavide zorluklar yasandigi
icin son 20 yilda bir¢ok arastirmaya konu olmustur. Yapilan bu c¢aligmalarda tani ve
tedavisinin yan1 sira etiyolojisinin bulunmasi amaciyla genetik ¢alismalara ¢ok biiyiik

yer verilmistir [90].

Epilepsi hastaliginda genomik arastirmalar son yillarda dikkat ¢eken bir durumdur.
Sinir sistemi ve immiin sistem arasinda kompleks bir iliskinin varlig1 bilinmektedir.
Epilepsili hastalarda nobet esnasinda veya sonrasinda sitokin genlerinin ekspresyonu
bireyin sahip oldugu polimorfik ¢esitlilik dikkate alinirsa bazi1 degisimler
gbzlenebilmektedir. Ancak bu degisimler farkli cografyalarda ve farkl populasyonlarda
degisiklik gosterir. Bireylerin genomik yapisi ile hastalik her zaman uyumlu mu, yoksa
uyumsuzluklar da var mi sorusu sorulmus bu anlamda genomik c¢aligsmalara

arastirmacilar yonelmistir.

Epilepsi hastaligi bireyin yasaminda sosyal olarak bir takim sikintilar ortaya
koymaktadir. Bir kisim bireyde sonradan gelisebilen bir durum iken (gesitli travmatik
kazalar vb. sebebiyle), ¢ogu bireyde dogustan gelen bir durumdur. Anne ve babadan
cocuga aktarildigi gibi, sadece ¢ocukta meydana gelen genetik degisimlerle de ortaya
cikabilmektedir. Giiniimiize kadar epilepsi hastalarinda genetik ¢alismalarda hastalikla
iligkisi farzedilen 15 gen arastirilmig, ayrica ¢ok daha fazla polimorfizm bdlgeleri

incelenmistir [92].

Tiim bu cesitlilikler g6z Oniine alindiginda epilepsi hastaliginin etiyolojisinin ortaya
konmas1 farkl tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi acisindan 6nemli olacaktir. Bu
calismada epilepsinin genetik boyutunu sitokin gen polimorfizmleri ile iliskisini

genomik yontemler kullanarak arastirildi.

Calismada segilen gruplarin cinsiyet dagilimma bakildiginda epilepsi hasta grubunun
%47’s1 kadin, %531 erkek; saglikli kontrol grubunun %32’si kadin %68’1 erkektir.
Literatiirde epilepsi hastaliginin erkeklerde daha sik oldugunu gdsteren yayimlar mevcut

olup, bunun tam tersini sdyleyen caligmalar da bulunmaktadir [88]. Bu ¢alismada hasta
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grubunun erkekler ile kadin orani arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmadig1 ancak

epileptogenezde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu caligmada IL-1B ve IL-6 pro-inflamatuvar sitokin gen polimorfizmleri incelendi.
Pro-inflamatuvar sitokin polimorfizmlerinin epilepsili hastalarda ve atesli nobetlerin
olusumunda etkili oldugu bilinmektedir. Bulgularimizda hasta grubunda sirasiyla T
allelinin epileptogenezi etkiledigi fakat G allelinin epileptogenezi etkilemedigi tespit
edildi.

Calismada hasta grubunun %?25’inde aile Oykiisli, %30’unda atesli nobet, %16’sinda
kafa travmasi ve %12’sinde zor dogum goriilen populasyon incelendi. T alleli aile
Oykiisii olan hastalarda %58, atesli nobet olan hastalarda %57, kafa travmasi gegiren

hastalarda %34 ve zor dogum olan hastalarda %67 oraninda bulunmustur.

Bulgulaimizrda epilepsi hastalarinda atesli nobet olgularinmn IL-1B-511 polimorfizmleri
incelendiginde hasta olmayanlara gére T allelinde %57 oraninda artis oldugu ve T
allelinin epilepsi hastaligimi etkiledigi tespit edildi. Kira ve ark. 2005 yilinda Japonya’da
caligmalar1 bizim bulgularimizla parelel gostermektedir. Ayrica Serdaroglu ve ark. 2009
yilinda Tiirkiye’de cocuklar {izerinde yaptig1 ¢alismada T allelinin hasta grubunda
kontrol grubuna gore daha sik oldugunu ortaya koymustur. Kanemoto ve arkadaslarimin
2003 yilinda Japonya’da yaptigi calismada T allel frekansi atesli ndbeti olanlarda
olmayanlara gore daha sik goriilmesi bu ¢alismayi1 destekler niteliktedir. Kanemoto’nun
sonuglari ile bu ¢alismada elde edilen sonuglar paralellik gostermektedir. Bunun aksine;
Tiwari ve ark. 2012 yilinda Hindistan’da, Chou ve ark. 2010 yilinda Tayvan
popiilasyonunda, Haspolat ve ark. 2005 yilinda Tiirkiye’de, Matsuo ve ark. 2006 yilinda
Japonya’da, Buono ve ark. 2001’de Amerika’da yapilan calismalarda IL-1B gen
polimorfizmi ile epilepsinin arasinda bir etkilesim olmadigini ortaya koymuslardir.
Ayrica, Tilgen 2002 yilinda Almanya’da ve Tsai 2002 yilinda Tayvan’da yaptiklar1
calismalar1 ise atesli nobet bulgularinda C alleline daha sik rastladiklarmi ortaya
koymustur. Yukarida verilen arastirma sonuglar1 bulgularimizla uyusmamakta olup,
uyusmazlik popiilasyonlarin farkli genetik varyasyonlarma sahip olmalar1 ile
agiklanabilir. Degisik popiilasyonlarda, saglikli bireylerde yapilan caligmalarda T allel
siklig1 Japonlarda 0,46; Avrupa toplumlarinda 0,34 ve Afrika toplumlarinda 0,60 olarak
saptanmistir [45]. Haspolat ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada saghkli Tiirk
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cocuklarda T allel siklig1 0,42 olarak saptanmistir [89]. Bu caligmada ise saglikli

bireylerde T allel frekansi 0,28 olarak saptanmuistir.

Bulgularimizda 1L-1B-511 polimorfik bdlgesindeki allel sikliklar1 kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda ailesinde veya 1. derecede akrabalarinda hastalik olan kisilerde T

alleli sikliginin daha fazla oldugu tespit edildi.

Kafa travmasi gecirmis bireylerle kontrol gruplarini karsilastirdigimizda ayni sonuglar
elde edilmedi. Yani T alleline daha az rastlanmistir. Bu hastalarda C alleli daha siktir.
Bunun sebebi kafa travmasi geg¢irmis kisiler genel olarak genetik degil, cevresel
faktorlerle kazanilmis epilepsi hastalar1 olduklari i¢in genetik olarak herhangi bir

polimorfizm olmadigini, bu yiizden saglikli bireylerdeki gibi C allelleri sik goriilmiistiir.

Incelememizde zor dogum gegiren epilepsili hastalarda saglikli bireylere gore yine T

allel frekansi daha yiiksek oranda oldugu tespit edildi.

IL-6-174 polimorfik bolgesinde bu ¢alismada incelenen kontrol grup ve hasta grupta sik
goriilen genotip GG ve CC’dir. Hasta grubunda allel frekans sikligmma gore G alleli
siklig1, saglikli gruba gore daha az tespit edildi. Bu durumun IL-6-174 polimorfizminin

epileptogenezde rol oynamadig1 kanaatindeyiz.

Elde edilen atesli nobet gegiren hastalar saglikli kontrol grubuyla karsilastirildiginda G
alleli frekansi agisindan herhangi bir degisim saptanmadi. Epileptogenez siireci i¢in
atesli nobet geciren hastanin genetik bilgiler acisindan bir kriter olamayacagi
diisiiniilmektedir. Chuo ve ark. 2010 yilinda Tayvan’da, Mansoori ve ark. 2011 yilnda
Hindistan’da, Bagli ve ark. 2000 yilinda Almanya’da ve Capurso ve ark. 2010 yilinda
Italya’da atesli nobetli hastalarda G allelinin epilepsiyi etkilemedigini ortaya
koymuslardir [104]. Bu sonuclar, bulgularimizla uyumluluk gdstermektedir. Diger bir
calisgma da Shibata ve ark 2002 yilinda Japonya’da, Mateo ve ark. 2006 yilinda
Ispanya’da Pola ve ark. 2002 yilinda Italya’da atesli nbetlerin gelisiminde G allelinin
etkili oldugunu savunmuslardir [90]. Bu sonug ile arastirma sonucumuz uygunluk

gostermemektedir.

Nur ve arkadaglar1 2011 yilinda Tiirkiye’de ¢ocuklarla yaptiklari bir ¢alismada aile

Oykiisii olan hasta grubu bireylerinde GG genotipine daha sik rastlandigini ortaya
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koymuslardir. Calismamizda da aile Oykiisii olan hastalarda ndbetler igin risk faktori
olan GG genotipi yiiksek frekansta bulunmustur. Bu farkli sonuglarin sebebini
aragtirmacilar  yine farkli cografya, etnik varyasyonlar, genomik heterojenite ile

aciklamaktadirlar [91].

Bu arastirmada kafa travmasi ve zor dogum gegiren hastalarda yine en sik rastlanan GG
genotipi olup ve buna gore G allel frekansi en yaygin goriilen allel oldugu tespit edildi.
Ancak saglikli grupla karsilastirildiginda bu grupta da en sik GG genotipinin varhigi
tespit edildi. Buna goére bu iki farkli durum i¢in GG genotipinin bir risk faktorii olarak

gosterilemeyecegi kanisindayiz.

Sonug olarak; bu ¢aligmada IL-1pB -511 ve IL-6 -174 polimorfizmleri iizerinde ¢aligilmig
olup, IL-1B-511 gen polimorfizmlerinin hasta ve saglikli grup karsilastirmalar: ile T
allelinin epileptogenezin ilerlemesinde ve ndbetlerin gelisiminde rol oynadigini ve atesli
nobetlere etken olusturan risk faktorii olabilecegini diisiinmekteyiz. Aile dykiisii olan
bireylerde IL-6-174 gen polimorfizminde ise G alleli (yada GG genotipi) her iki grupta
da sik goriilmiistiir. Ancak saglikli gruplardaki bu sikligin yiiksek olmasmi GG’nin
epileptogenezde kesin etkisinin  oldugunu séylemenin ¢ok dogru olmadigi
kanaatindeyiz. Bu durumu tam olarak ag¢iga kavusturmak i¢in daha onceden belirtildigi
gibi IL-6 bolgesinin ekspirasyon seviyelerinin ayrintili olarak incelemenin gerektigi

diisiincesindeyiz.

Bolgemiz ve Tiirkiye’nin diger bolgelerinde allel frekanslar1 ve genotip dagiliminin
daha kesin ortaya konulmasi i¢in benzer ¢aligmalar da arastirilan popiilasyonlardaki
birey sayisi artirtlmalidir. Bulgular epilepsi genetigi tizerine gelecekte gelistirilerek rutin

klinik tan1 ve gen tedavisine yardime1 olabilecegini umut etmekteyiz.
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