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OZET
PARKINSON HASTALIGI ILE INTERLOKIN -1 (IL-1) GEN AILESI

POLIMORFIZMLERI ARASINDAKI
ILISKININ MOLEKULER DUZEYDE INCELENMESI

Parkinson hastali§i (PH) norodejeneratif hastaliklardan biridir. Bazi sitokinlerin bu
hastaliklarin olusumuna ve ilerlemesine neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Cesitli
calismalarda Interlokin 1 (IL-1) gen polimorfizmlerinin enflamator hastaliklara etkisi iizerine
odaklanilmustir. IL-1 ailesi polipeptitlerle ilgili {i¢ yapidan olusmaktadir. ilk ikisi IL-1 Alfa ve
IL-1 Beta biyolojik reaksiyonlarin cesitliligini kapsamaktadir ve tgiinciisii IL-1 reseptor
antagonist (IL-1Ra)’dir.

Bu tez ¢alismasinda, 150 Parkinson hastasi ve 150 saglikli kontrol {izerinde Parkinson
Hastaligi (PH) ile IL-1 RN VNTR, IL-1B (-511 ve +3953) gen polimorfizmleri arasindaki
iliskiler incelenmistir. Calismamizda klinik testler sonucu tespit edilmis Parkinson Hastalari
ve saglikli olduklar1 tespit edilmis kontrol gruplarinin kan orneklerinden elde edilen
DNA’larda interlokin-1 gen polimorfizmleri calisilmistir. Hasta ve kontrollerin yas ve
cinsiyet Ozellikleri gbéz Oniine alinarak biyoistatistiksel analiz gergeklestirilmistir.
Calismalarimizin sonucunda Parkinson Hastalig1 ile Interlokin-1RN VNTR genotip dagilimi
(P=0.395) ve Interlokin-1RN VNTR allel frekansi arasinda herhangi bir istatiksel iliski tespit
edilmemistir (P=0.301). Iinterldkin-1B -511 genotip dagilimu ile Parkinson Hastalig1 arasinda
herhangi bir iligskiye ulasilamazken (P=0.061), elde edilen SPSS analizleri neticesinde 2
allelinin Parkinson Hastaligi’na karsi koruyucu etkisi oldugu tespit edilmistir (P=0.026).
Calismamizda ayrica Interlokin-1B +3953 2/2 genotip dagilimimin (P=0.007) ve Interlokin-1B
+3953 2 allelinin Parkinson Hastali§i’na karsi1 protektif etkili oldugu sonucuna varilmigtir

(P=0.001).

Ocak 2008 Kezban Serap BECIT



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ASSOCIATION BETWEEN PARKINSON
DISEASE AND INTERLEUKIN-1 GENE FAMILY POLYMORPHISMS
AT THE MOLECULAR LEVEL

Parkinson Disease (PD) is one of the neurodegenerative disorders. It is thought that
some cytokines could cause the development and progress of these disease. Various studies
are focused on Interleukin-1 (IL-1) gene polymorphisms on inflammatory disease. IL-1
family is composed of 3 related polypeptides. First two are IL-1 Alpha and IL-1 Beta that are
involved in variety of biological reactions and third is IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra).

In this study, the associations between Parkinson Disease (PD) and IL-1RN VNTR,
IL-1B (-511 and +3953) gene polymorphisms were investigated. In this study, IL-1 gene
polymorphisms were studied on DNAs isolated from the blood of Parkinson Disease that is
diagnosed by clinical tests and from those of healthy people. Statistical analysis were
performed based on age and gender.

The results of the study are: Any statistical association between Parkinson Disease and
Interleukin-1RN VNTR genotype distribution (P=0.395) and Interleukin-1RN VNTR allele
frequency (P=0.301) was not determined. Although Interleukin-1B -511 allele 2 has a
protecive affect against Parkinson Disease (P=0.026), the association between Parkinson
Disease and Interleukin-1B -511 genotype distribution (P=0.061) was not found. However,
Interleukin-1B +3953 2/2 genotype distribution (P=0.007) and Interleukin-1B +3953 allele 2

have protective affect against Parkinson Disease (P=0.001).

January 2008 Kezban Serap BECIT
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YENILIiK BEYANI

PARKINSON HASTALIGI iLE INTERLOKIN-1 (IL-1) GEN AILESI
POLIMORFIZMLERI ARASINDAKiI ILISKININ MOLEKULER
DUZEYDE iNCELENMESI

Parkinson Hastalig1 ile Interlokin-1 gen ailesi polimorfizmleri arasindaki iliski
Tiirkiye’de ilk defa bu ¢alisma ile arastirilmistir. Bu calisma ile Interldkin-lbeta -511 ve
Interlokin-1B +3953 allel 2’yi tasimanin Parkinson Hastaligi’na kars1 koruyucu etkisi oldugu
tespit edilmistir. Bu c¢alisma bu sonuglar dogrultusunda Tiirk popiilasyonunda bu allel ve
genotiplere sahip olan kisilerin Parkinson hastasi olma ihtimallerinin diisiik oldugunu

gostermesi bakimindan ¢ok 6nemlidir.

Ocak 2008 Yrd. Do¢. Dr. Ahmet ARMAN Kezban Serap BECIT
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SEMBOLLER

ul :Mikrolitre

kDa :Kilodalton

g :Gram

nm :Nanometre

ng :Mikrogram

pm :Mikrometre

ml :Mililitre

°C :Santigrat derece

mM :Milimolar

\% :Volt

KHCO; .Potasyum hidrokarbonat
NaCl :Sodyum kloriir

EDTA :Etilen DiaminoTetra AsetikAsit
SE :Sodyum EDTA

L :Litre

TAE :Tris-asetik Asit EDTA
Tris-HCI :Tris-hidroklorik asit

% :Ylizde

EtBr :Etidyumbromiir

TE :Tris EDTA

KCl :Potasyum kloriir

HCl :Hidrojen kloriir
NaOH :Sodyum hidroksil
NH4Ac :Amonyum asetat
MgCl, :Magnezyum kloriir
SDS :Sodyum Dodesil Siilfat
SES :Sodyum EDTA SDS
EtOH :Etanol

\% :Hacim

c :Konsantrasyon
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NH,C1

mM
C,H;KO0,

:Dakika

:Saniye
:N-metil-4-fenol-1,2,3,6-tetrahidropiridin
:Oksijen molekiilii
:Prostaglandin
:Kilobaz

:1/100 litre
:Santimetre
:Amonyum Kloriir
:Molar

:Milimolar

:Potasyum asetat
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KISALTMALAR

RFLP :PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi
BSA :Bovin Serum Albumin

IL :Interl6kin

IL-1A :Interldkin-1 alfa geni

IL-1B :Interlokin 1 beta geni

IL-1RN :IL-1 reseptdr antagonist geni

IL-1a :Interlokin-1 alfa proteini

IL-1p :Interldkin-1 beta proteini

IL-1Ra :Interldkin-1 Reseptor antagonist proteini
VNTR :Variable Number of Tandem Repeat
SPSS :Statistical Package for the Social Sciences
DNA :Deoksiribo Niikleik Asit

RNA :Ribo Niikleik Asit

cDNA :Rekombinant DNA

RE :Restriksiyon Enzimi

Epp :Eppendorf tiip

PCR :Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
dNTP :Deoksiniikleozintrifosfat

dATP :Deoksiadenozintrifosfat

dGTP :Deoksiguanozinrifosfat

dCTP :Deoksisitozintrifosfat

dTTP :Deoksitimidintrifosfat

AH :Alzheimer Hastalig1

PH :Parkinson Hastalig1

Bp :Baz cifti

dH,O : Distile su

Taq :Taq polimeraz

uv :Ultra Viyole

LB :Lizis Buffer (Lizis Tamponu)

DF :Diliisyon Faktorii
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U

TNF
TNF-a
ATP
ETZ
TCA
UCH-L1
pro IL-1a
pro IL-1p
ICE
IL-1RI
IL-1RIT
IL-1R-AcP
sIL-1Ra
AML
KML
IBDM
UPDRS
oD

A

rpm
NTG
ITP

BV

SNP
ESRH
HIV
GDH
KE
KDH
BGAG
MDH

:Forward Primer

:Revers Primer

:Unite

:Tiimdr Nekroz Faktori

:Timor Nekroz Faktorii-alfa
:Adenozintrifosfat

:Elektron Transfer Zinciri
:Trikarboksilik asit dongiisii
:Ubiquitin C terminal hidrolaz L1
:IL-1 alfa’nin prekiirsorii

:IL-1 beta’nin prekiirsorii

:IL-1 B Déniistiiriicii Enzim
:Interlokin-1 Tip I Reseptorii
:Interldkin-1 Tip II Reseptorii
:IL-1R Akssasor Proteini
:Salinabilen IL-1Ra

:Akut Miyologendz Losemi
:Kronik Miyologendz Losemi
:Insiiline Bagli Diabetes mellitus
:Unified Parkinson's Disease Rating Scale
:Optik Dansite

:Absorbans degeri

:Revolutions per minute
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

I.1. GIRIS

Parkinson Hastaligi (PH) ilk olarak 1817 yilinda James Parkinson tarafindan
tanimlanmistir [1]. PH Alzheimer Hastaligi’ndan sonra en sik goriilen ikinci ndrodejeneratif
hastalik olup Tiirkiye’de kesin rakamlar bilinmemekle beraber 55 yas st kisilerde diinya
niifusunun % 1-2’sini etkilemis bulunmaktadir [2]. PH Amerika’da 1 milyon kiside ve
Cin’de 1.7 milyon kiside gozlenmistir [3]. Tremor, kas rijiditesi, bradikinezi, durus ve
yiirliylis bozukluklar1 ile karakterizedir [1, 4]. PH beynin substantia nigra pars kompakta
bolgesindeki dopamin ndronlarinin ileri derecede kaybi olarak tanimlanabilmektedir, bununla
birlikte kurtulan néronlarda Lewy cisimleri (baz1 protein yapilar1) gézlenmektedir [5,6]. Kesin
nedeni tespit edilememis ve tedavisi heniiz gelistirilememis olan PH nin olusumuna bir takim
cevresel ve genetik faktorlerin yol agabilecegi diistiniilmektedir [7].

Parkinson Hastalig1 i¢in risk faktorleri tam olarak bilinmemekle birlikte baz1 gidalarin,
bir takim kimyasallarin risk olusturabilecegi diisliniilmektedir [8]. Bazi arastirmalara gore
sigara, kafein ve egzersizin PH’na kars1 koruyucu rol oynayabilecegi rapor edilmistir [9,10].
Parkinson Hastaligi’nin ¢esitli gen polimorfizmleri ile iliskisi hakkinda bazi ¢aligmalarda bir
takim hipotezler ortaya atilmistir. Bu hipotezler; IL-10 promoter (-1082 ve -519) [11], TNF-a
-308 [12], sitokrom oksidaz P450 2D6 (CYP2D6), paraoksonaz 1 (PONT1) ve apolipoprotein E
(APOE) [13], siklooksijenaz -2 [14], tau geni [15], N-asetiltransferaz 2 (NAT2) [16], glikojen
sentaz kinaz-3beta geni (GSK3B) [17], PINK1 (PARK®6) [18], vitamin D reseptor geni [19],
glutation-S-transferaz-1 [20], kanabinoid reseptér genlerindeki (CNR1) [21] c¢esitli
polimorfizmlere bakilarak, PH veya hastaligin risk faktorleri iizerine kurulmustur ve bu gen
polimorfizmlerinin PH ile iliskisi ¢esitli popiilasyonlarda incelenmistir. Enflamator bir
hastalik olan PH’da bazi enflamator sitokinlerin Parkinson hastalarinin beynindeki striatumda
arttig1 tespit edilmistir [22].

Tanimlanan ilk sitokin olan Interlokin-1 (IL-1)’in [23], IL-1a ve IL-1p olmak iizere iki

agonisti ve IL-1 Ra olmak iizere bir antagonisti bulunmaktadir [24]. IL-1 ailesinin genleri



olan IL-1A, IL-1B ve IL-1RN ikinci kromozomun uzun kolunda bulunmaktadir [25]. IL-1
sitokin ailesindeki genlerin IL-1RN VNTR, IL-1B -511 ve IL-1B +3953 gibi c¢esitli
polimorfizmleri vardir [26-29]. Cesitli calismalarda IL-1 gen ailesi polimorfizmleri ve bazi
enflamator hastaliklar arasindaki iligkiler gosterilmistir. IL-1RN geni VNTR polimorfizmi ile
enflamator bagirsak hastaligi, Lupus eritamatozu, Vulvar vestibulitis, Multipl skleroz,
Diabetik nefropati, otoimmiin diabet gibi otoimmiin hastaliklarin olusumu arasinda yakin
iliski gézlenmistir [30-33]. Patogenezleri farkli olan otoimmiin hastaliklardan Romatoit Artirit
(RA), Enflamasyon Bagirsak Hastaligi, Akut (AML) ve Kronik Miyologendz Losemi (KML),
Insiiline Bagl Seker Hastalig1 (IBDM), hipersensitivite hastaliklar1 gelisimi iizerinde IL-1 -
511 ve +3953 gen polimorfizmlerinin direkt ya da dogrudan etkisi tespit edilmistir [34,35].

1.2. AMAC

Bu calismada amacimiz risk faktorleri kesin olarak tespit edilemeyen ama genetik
markirlarin yardimi ile erken yasta teshis edilmesi amaglanan Parkinson hastaliginin IL-1
ailesindeki polimorfizmleri ile iliskisinin Tiirk hastalarinda varliginin ne durumda oldugunun
incelenmesidir. Bu arastirma ile Parkinson hastaliginin erken teshisinde kullanilmak iizere
genetik test gelistirilerek hastaligin baslangic asamasinda teshisine yardimci olunabilmesi

hedeflenmistir.
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GENEL BOLUM

II.1. GENEL BILGILER
IL.1.1. PARKINSON HASTALIGI

IIk olarak 1817 yilinda James Parkinson tarafindan tanimlanan Parkinson Hastaligi
(PH) Alzheimer Hastalig1 (AH)’ndan sonra en sik goriilen norodejeneratif hastaliktir [36,1].
Diinya’da en sik goriilen hareket bozuklugu olan PH diinyadaki yasl popiilasyonunun %1-
2’sinde goriilmekle birlikte [4, 37], Amerika’da yaklasik 1 milyon, Cin’de ise 1.7 milyon
kisiyi etkiledigi diistiniilmektedir [38]. Olusumunda en biiyilik etkenin yas oldugu diisiiniilen
PH’nin Avrupa’da 15.000 goniillii ile yapilan bir ¢alismada 65 ve 65 iistii yaslilar arasinda
sikliginin % 0.6-3.5 arasinda oldugu ve kadinlarda erkeklere oranla daha sik PH goriildiigii
tespit edilmistir [3,2,39]. Ayrica Italya’da 4500 géniillii iizerinde yapilan bir ¢alismaya gére
PH prevelansinin % 0.36 oldugu gosterilmistir [40].

Hastalik, tremor (titreme), kas rijiditesi (sertlik), bradikinezi (istemli hareketlerin
baglamast ve siirdiiriilmesinde yavaglik), postlir (durus) ve yiirime bozukluklar ile
karakterize edilmektedir [41, 42]. PH nin teshisinin konulmasi i¢in yukarida bahsi gecen dort
bulgudan sadece ikisinin var olmasi yeterli goriilmektedir [41]. PH’da yasanan en biiylik
problemlerden birisi hastaligin ilk asamasinda teshis konulabilmesinin neredeyse imkansiz
olmasidir. Ciinkii hastada ilk evrede heniiz semptomatik bir bulguya rastlanmasi giictiir.
Ayrica PH’nin tanisinin konulmasi esnasinda multipl sistem atrofisi gibi bir ¢ok hastalikla

karigma ihtimali yiiksektir [43].
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Sekil I1.2. Parkinson hastalarinin dejenere olmayan néronlarindaki Lewy cisimcikleri

Beynin substantia nigra pars kompakta bolgesindeki (Sekil II.1) (1) dopamin
noronlarinin progresif kayb1 ve hasar gérmeyen hiicrelerde protein yapida olan “Lewy cismi”
(Sekil II1.2) (2,3) adin1 verdigimiz alfa-siniikleinin intrasitoplazmik agregatlarindan olusan
eozinofilik inkliizyonlarin bulundugu tespit edilmistir [5,6,22]. Parkinson hastalarinin
beyninde substantia nigra ve striatum bdlgelerinde kronik enflamasyon, ayn1 zamanda aktive

mikroglia ve aktive kompleman fragmanlarinin varlig1 gézlenmistir [44,45].



Parkinson hastalarinin % 95’ini ge¢ baslangicli sporadik Parkinson vakalari, % 5’ini
ise erken baglangigh ailesel Parkinson vakalar1 olusturmaktadir [38,46]. Ailesel PH parkin,
ubiquitin C-terminal hidrolaz L1 ve a-siniiklein gibi ¢esitli genlerdeki mutasyonlarla ilgili
oldugu ifade edilmistir [47]. Ailesel olmayan PH’nin ise heniliz kesin sebepleri
bilinmemektedir. Ancak bu hastaliga neden olan noéronal dejenerasyonun sebepleri bulunmaya
calisilmaktadir. Bu sebeplerin bir takim toksinler ve benzeri ¢evresel sebepler, baz1 genetik
faktorler ve serbest radikal aracili hiicre 6liimii ve oksidatif stres, mitokondrial fonksiyon
bozuklugu gibi bir takim etmenler tarafindan gergeklestigi ileri siirtilmektedir [48-51].
Parkinson hastalarinin tespit edilmesinde UPDRS (Unified Parkinson's Disease Rating Scale),
Hoehn and Yahr Staging Scales, Schwab and England Activities of Daily Living adi1 verilen

testler kullanilmaktadir.

I1.1.1.1. PH’NIN RiSK FAKTORLERI

PH i¢in risk faktorleri tam olarak belirlenmemis olmakla birlikte baz1 besinlerin ya
da hastaligin olusumundan ¢ok Once viicuda alinan pestisit gibi bazi toksik maddelerin
substantia nigrada akut ve progresif olarak hiicre kaybina yol agarak hastaligin olusumundan
sorumlu olabilecegi diistintilmektedir [8,52]. Bununla birlikte sigara igme ve kafein almanin,
egsersiz yapmanin hastaliga karst koruyucu etkisi oldugu diisiiniilmektedir [53,54].

Viicuttaki biitiin dokular1 olumsuz yonde etkileyen oksidatif stres daima oksijen
ihtiyact duyan beyinde o6zellikle dopaminerjik noéronlarda reaktif oksijen bolgeleri (ROS)
endojen antioksidan sistemlerinden daha baskin hale geldiginde ciddi harabiyete yol
acmaktadir. Oksidatif stresin niikleik asit, lipid ve protein yapilarinda modifikasyona yol
acmas1 hiicre hasar1 hatta hiicre Oliimiine sebep olabilmektedir [41,53,55]. Annenin
hamileligi sirasinda vajinoz v.b bir hastalikla karsilasmasi durumunda bakterilerde bulunan
lipopolisakkaritlerin TNF-a’y1 indiiklemesi ve TNF-a’nin da beyindeki dopamin seviyesini
azaltmastyla dogacak olan bebegin ileride PH olma ihtimalinin artacag diisiiniilmektedir [9].
Ayrica viral ensefalitise neden olan pandemik influenza virus gelisimi [56] ve noronlarda
elektron tasima sistemine etki ederek oksidatif fosforilasyonu engelleyen N-metil-4-fenol-
1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) gibi toksinler ¢evresel faktorlerin PH ile iliskilerinin varligi
ifade edilmistir [57] (Sekil 11.3 ve Sekil 11.4) (4). Boylece ATP iiretimi elektronlarin Elektron

Transfer Zinciri (ETZ) igerisinden O;’ye transferiyle eslesmis durumdadir. Tim islem



oksidatif fosforilasyon olarak bilinir. ETZ’nin herhangi bir yerinde bir blok olursa, O,
tikketilemeyecek; ATP olusamayacak ve trikarboksilik asit dongiisii (TCA) yavaslayacaktir.
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Sekil II.3. Parkinson Hastaligi’'nin risk faktorleri olan bazi kimyasallarin dopamin
noronlarini dejenere etme mekanizmasi
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I1.1.1.2. PH’NIN GENETIK MEKANIZMASI

Parkinson hastaliginin genetik alt yapisi olabilecegi 1980°li yillarda hastaligin
konkordansmin tek yumurta ikizlerinde ayr1 yumurta ikizlerine kiyasla yiiksek oldugunun
[7,58] ve Parkinson vakalarinin % 10-15’inde ailesel dykiiniin varliginin tespit edilmesi ile
diisiiniilmistiir [59]. Ailesinde (yakin akrabalarinda) PH goriilen kisilerin bu hastaliga
yakalanma ihtimalleri ailesinde hastalik goriilmeyen kisilere gore yaklasik 8 kat daha fazladir
[60].

Sitokrom P450 ve monoaminoksidaz genlerinde mutasyonlar ile PH arasindaki iliski
incelendiginde; Japon popiilasyonunda sitokrom P45011A1°i kodlayan CYPIIA geninde
Mspl kesim enzimi analizine gore homozigot mutant gen tasiyanlarda 6.5 kat, heterozigot
mutant gen tastyanlar ise 2 kat PH’na egilimli olduklar1 tespit edilmistir [61]. Ayrica
Ispanyol populasyonunda PH gelisimini sitokrom P450’yi kodlayan CYP2D6 geninde
meydana gelen polimorfizmlerin 50 yas altindaki kisilerde 4 kat arttirabildigi belirlenmistir
[62]. Lakin bu iliski Amerikali ve Ingilizler’de bulunamamistir [63]. Ayrica
monoaminoksidaz gen polimorfizmleri ile PH arasinda iliskinin var olmadig1 tespit edilmistir
[64]. Son zamanlarda farkli etnik kdkene sahip ailelerde yapilan baglant1 analizleri sonucu
otozomal dominant, otozomal resesif ve mitokondrial olarak gecis gosteren cesitli gen
bolgeleri belirlenmigtir. Otozomal dominant olarak gecis goOsteren mutasyonlardan a-
sintiklein geninin PARKI1 lokusunda 4q21-23 kromozomal bolgesinde [37,65], PARK3
lokusunda 2p13 kromozomal bolgesinde heniiz tanimlanamamis bir gende mutasyon tespit
edilmistir [66]. Bunlarin disinda, yine otozomal dominant olarak, PARKS5 lokusunda 4p14
kromozomal bolgesinde konumlanan UCH-L1 (Ubiquitin C terminal hidrolaz L1) [67],
PARKS lokusunda 12p11-q13 kromozomal bolgesinde konumlanan heniiz tanimlanamamisg
bir gen [68], Nurrl lokusunda 2q22-23 kromozomal bdlgesindeki NR4A2 geni [69,70] ve
Synphilin-1 lokusunda 5q23 kromozomal bdlgesinde konumlanmis olan Synuclein, alpha
interacting protein (SNCAIP) genindeki mutasyon tespit edilmistir [67,71]. Otozomal resesif
olarak gruplandirilan mutasyonlardan ise, PARK2 lokusunda 6q25-27 kromozomal
bolgesindeki parkin genindeki, PARK6 lokusunda 1p35-p36 kromozom bdlgesinde yer alan
heniiz tanimlanamamis bir gendeki mutasyon kesfedilmistir. Bu mutasyonlar; Italyan,
Yunan, Alman ve Japon ailelerinde bulunmustur [72-74].

Son zamanlarda kisinin immun cevap olusturmasi ile hastalik gelisimine egilimli olup
olmama arasindaki iligki tizerinde durulmaktadir. Pek c¢ok caligma ile immiin cevap

mekanizmasinin nérodejeneratif rahatsizliklarin gelisiminde rol oynadigi ifade edilmistir [75-



77]. PH’na bir ¢cok yonden benzerlik gosteren AH’da enflamasyon beynin hipokampus
bolgesinde gozlenmektedir [78]. Klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasi i¢in beynin substantia nigra
pars kompakta bolgesindeki dopaminerjik hiicre kaybinin % 50’den fazla seviyede olmasi ve
bunun sonucu olarak striatumda {iiretilen dopaminin %70-80 oraninda azalmasi gerekmektedir
[79, 80] (Sekil IL.5 ve Sekil I1.6) (5). Kisinin hastaliga kars1 egiliminin veya hastaliga karsi
direncinin immiin mekanizmada rol alan sitokin adi verilen molekiillerin miktarmin yiiksek
veya diisiik olmasina bagli olabilecegi ve sitokin miktarindaki degisikligin ise eksprese
olduklar1 genlerdeki spesifik mutasyonlardan dolay1 oldugu goézlenmistir [81]. IL-1, IL-6 ve
TNF-a gibi proenflamator sitokinlerin Parkinson Hastalari’nin beyninde serebrosipnal sivida

normalde bulunmasi gerekenden daha fazla miktarda bulundugu gézlenmistir [74, 82, 83].
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Sekil I1.5. Saglikli kisi ve Parkinson hastasinda dopamin seviyesi
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I1.1.2. INTERLOKIN-1 (IL-1)

Ik kesfedilen sitokin olan IL-1 [84] viicut 1sismin yiikselmesine yol agtig1 igin
endojen pirojen olarak da adlandirilan en gii¢lii enflamatdr sitokindir [85]. IL-1"in kiside ates,
bas agrisi, miyalji ve artraljiye neden oldugu da belirlenmistir [86]. IL-1 viicutta derideki
Langerhans adaciklarindan, keratinositlerden, sinovyal fibroblastlardan, bobrek mezengim
hiicrelerinden, B lenfositlerden, katil hiicrelerden (NK=natural killer), beyindeki astrosit ve
mikroglia hiicrelerinden, vaskiiler endotel ve diiz kas hiicrelerinden, kornea, gingiva ve timik
epitel hiicrelerden ve baz1 T lenfositlerden sentezlenebilmektedir [87] (Sekil I1.7) (6). IL-1’in
immun cevapta rol alan sitokinlerden biri olup, bagisiklik sistemi elemanlarini uyarmasi ile

notrofillerden ve monositlerden sentezlenen bir molekiil oldugu tespit edilmistir [88].
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Sekil I1.7. IL-1’in sentezlendigi hiicreler ve aktivasyonu

Enfeksiyon, travma, iskemi, immiin-aktif T hiicreleri veya toksinler ile uyarildiginda,
lokal enflamasyon bolgesinde tiretilen IL-1 ve TNF hedef endotelde enflamatdr mediatorlerin
olusumunu baglatir [88, 89]. Bu sitokinler viicutta gergeklesen bir travma sonucunda
enflamasyon olusturmalarinin yani sira; IL-1 tarafindan prostaglandin (Pg)-E2’nin uyarilmasi
veya IL-1 ve TNF’nin sinerjik olarak ¢aligmalar1 sonucunda bradikinezi olusumuna sebep
olurlar [89]. Cesitli hiicrelerin enfeksiyon, mikrobiyal toksinler, enflamatdr ajanlar, aktive
lenfosit iirlinleri, kompleman ve pihtilasmis komponentlere karsi cevapta IL-1 iretimindeki
artis yuksektir [90].

Pek cok hiicre tarafindan eksprese olan IL-1 1984’de iki cDNA olarak tanimlanmis
[91, 92] ve 1985°de bu iki cDNA’nin IL-1A ve IL-1B genleri olduklar tespit edilmistir [93].
IL-1A geninden eksprese olan IL-lo ve IL-1B geninden eksprese olan IL-1f’nin
proenflamatdr 6zellige sahip oldugu ve bunlar1 inhibe eden Interlokin-1Ra 1984°de
belirlenmistir [91, 92, 94-97]. IL-1a ve IL-1p agonist, IL-1Ra ise antagonist 6zellige sahiptir
[98]. IL-1A, IL-1B, IL-1RN genlerinin i¢inde bulundugu genomik lokusun 430 kilobaz (kb)

uzunlugunda oldugu restiksiyon kesim analizleriyle tespit edilmistir [99, 100].
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IL-1 ailesinin proenflamatdr ajani olan IL-la ve IL-1B enflamatdr, metabolik,
fizyolojik, hematopoetik ve immiinolojik durumlari etkiler [94]. Hem IL-1a hem de IL-f beta
tabakali yapidan olusmakta olup bunlar1 eksprese eden genler 7 eksondan ve 6 introndan
meydana gelmistir. IL-1A, IL-1B ve IL-1RN genleri insanin ikinci kromozomunun uzun
kolunda konumlanmaktadir [101-103].

IL-1 o ve B ilk olarak her biri 31 kDa agirhiginda olan prekiirsorler seklinde
sentezlenmektedirler [104]. Ribozomda sentezlenen IL-1 o’nin prekiirsorii (pro IL-1 o)
hiicrenin 6liimiiyle birlikte ekstraselliiler bolgedeki kalpain adi verilen proteazlar tarafindan
kesilmektedir [105-107]. Bu parcalanma sonucunda olgun 17-kDa agirhiginda IL-1 «
olusmaktadir (Sekil 11.8) [108].
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Sekil.IL.8. Pro IL-1a’nin olgun IL-1a haline gelmesinde kalpain enziminin rolii

IL-1B’nin prekiirsorii (pro IL-1 B)’niin olgun IL-1 B haline gelmesi aspartik asit-alanin
(116-117) peptidinin IL-1 B converting enzimi (ICE) ile kesilmesi seklinde olmaktadir [109].
Pro IL-1 B alanin 117 civarinda par¢alanmasini tripsin, elastaz, kimotripsin, enflamator
stvilarda bulunan proteazlarin bir ¢esidi ve mast hiicre kimazi, gibi bazi1 enzimler saglar [110].

IL-1, Interlokin-1 tip I reseptorii ( IL-1RI) ve Interlokin-1 tip II reseptorii (IL-1RII)
olmak tiizere 2 ¢esit hiicre ylizey baglanma proteinine ve bir IL-1R aksasor proteinine (IL-1R-
AcP) sahiptir [108, 111, 112]. IL-1RI ve IL-1RII reseptorlerini eksprese eden genler ikinci
kromozomda bulunmaktadir [113, 114]. IL-1Ra, IL-1a ve IL-1f’nin da baglandig1 IL-1

11



reseptorlerine baglanip IL-1a ve IL-1B’nin bu reseptorlere baglanmasini engeller ama sinyal
iletimini gergeklestiremedigi icin antienflamator 6zellik sergiler [91, 92, 94-97]. Olgun IL-
lo’nin olgun IL-1 ile aminoasit homolojisi % 22, olgun IL-1a’nin IL-1Ra ile homolojisi %
18, olgun IL-1B’nin IL-1Ra ile homolojisi ise % 26°dir. IL-1 ailesinin bu ii¢ olgun formunun
yapisi figt seklinde olup 12-14 B-zincirinden olusmaktadir [115-117]. IL-1Ra olgun hale
gecmek icin herhangi bir enzime ihtiya¢c duymaz, bir sinyal peptidi vasitasiyla olgun hale
gecer, hiicre disina ¢ikar ve salinabilen IL-1Ra (sIL-1Ra) halini alir [108].

Yonlendirilmis mutasyon analizleri sonucunda IL-1RI’'nin A ve B bdlgeleri olmak
iizere iki ¢esit baglanma bolgesi oldugu gosterilmistir. IL-1p i¢in A bolgesi molekiiliin arka
tarafinda bulunmaktadir ve IL-1B’daki A bolgesindeki tirozin-16, glu-20, tirozin-34, glut-36
ve tirozin-147 IL-1Ra’daki ile aymidir [118, 119]. IL-1 B’daki B bolgesi Arginin-4, Lizin-
92/Lizin-94, Glisin-48/Glu-51, Lizin-103 ve Glu-105’den olusmaktadir ve IL-1Ra’dan
alakasiz olan reseptor tesvik bolgesinin diizenlenmesini saglamaktadir (Sekil I1.9 ve Sekil

I1.10) [120-126].

A Bolgesi

B Bolgesi B Bolgesi

Sekil I1.9. IL-1 reseptorlerinde A ve B bolgeleri
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I1.1.2.1 INTERLOKIN-1 GEN POLIMORFiZMLERI

IL-1 gen ailesinden IL-1B ve IL-1Ra’nin genleri olan IL-1B ve IL-1RN yiiksek
polimorfik 6zelliktedir. IL-1B geninin promotor bolgesinde IL-1B -511 ve ekson 5°de IL-1B
+3953 C/T polimorfizmleri [101-103] ve IL-1RN geninin 2. intronunda 86 defa tekrarlayan
IL-1RN VNTR polimorfizmi tespit edilmistir [104]. Bu dizi tekrarinin kisinin mensup oldugu
etnik ve cografik gruplara iki, li¢, dort, bes ya da alt1 tekrarinin bulundugu bilinmekte olup
allel 1 (IL-1RN I) dort, allel 2 (IL-1RN 1) ise iki tekrar icermektedir ve bu iki allel disindaki
alleller ¢esitli sayida tekrarlar igermekte olup nadir goriilmektedir. Bu nadir goriilen alleller
IL-1RN allel 0 (158 bp), IL-1RN allel 3 (500 bp), IL-1RN allel 4 (325 bp), IL-1RN allel 5
(595 bp)’dir [121, 122]. IL-1B promotor bolgede -511 pozisyonunda C (allel 1) ve T (allel 2)
genotiplerine ve IL-1B ekson 5 bdlgesinde +3953 pozisyonunda C (allel 1) ve T (allel 2)
genotiplerine sahiptir [123].

IL.1.2.2 INTERLOKIN-1 GEN POLIMORFIZMLERININ BAZI HASTALIKLARLA
ILISKISI

IL-1 gen polimorfizmlerinin varliginin belirlenmesi bilim adamlarin1 IL-1 gen
polimorfizmleri ile bazi1 otoimmiin hastaliklar arasinda var olabilecek bir takim iligkileri
incelemeye yonlendirmistir [104]. IL-1RN’nin intronundaki ikinci allelin yiiksek insidansi
kiside Enflamator Bagirsak Hastaligi [123], Alopecia areata [124], Psoriasis [125], Liken
skleroz [126], Lupus eritamatozu [127], Vulvar vestibulitis [128], Multipl skleroz [129],
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Ulseratif kolit gibi otoimmiin hastaliklarin olusumunda gosterilmistir [130]. Patogenezleri
farkli olan otoimmiin hastaliklardan Romatoit Artirit [92], Enflamatér Bagirsak Hastaligi
[123], Akut (AML) ve Kronik Miyologendz Losemi (KML), Insiiline Bagli Seker Hastalig
(IBDM), hipersensitivite hastaliklar1 gelisimi {izerinde IL-1’in direkt ya da dogrudan etkisi
oldugu ifade edilmistir [131, 132]. IL-1’in otoimmiin hastaliklar iizerindeki etkisi hedef
hiicrelerdeki spesifik genlerin ekspresyonunu arttirarak ya da azaltarak oldugu bilinmektedir
[133]. Enflamator bir hastalik olan PH ve bazi enflamatér sitokinlerin Parkinson hastalarinin
beynindeki striatumda arttif1 tespit edilmistir [49]. Kaliforniya’da IL-1B -511 homozigot
varyant genotipi ve TNF alfa-308 homozigot varyant geni tasiyanlarin 2 kat ve bu her iki
homozigotlugu tasiyanlarin ise PH olma riskinin 3 kat arttiginin gézlemlendigi belirtilmistir
[134]. Almanya’da yapilan bir ¢alismada IL-1B -511 T allelinin Parkinson hastalarinda
kontrollere gore daha sik oldugu gozlenmistir [135]. Chun Yuan Wang ve ark. (2007) Cin
populasyonu iizerinde ¢alistiklar1 arastirmalarinda normal tansiyon glokomu (NTG) ile IL-1B
-511 ve +3953 gen polimorfizmleri arasinda genotip veya allel frekanslarinin NTG hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda 6nemli bir farklili§ina rastlanmamigslardir [136]. Bununla birlikte;
Kang ve ark. (2007) tarafindan Koreli kadinlarda yapilan bir incelemede IL-1B -511 C/T’nin
artan IL-1B tretimi ile iligkili oldugu, enflamator hastaliklar ve gastrik karsinoma gelisiminde
artan bir risk faktorii oldugunu bildirmislerdir [137]. Gomez ve ark. (2006) Kuzey Kolombiya
popiilasyonunda gergeklestirdikleri incelemelerinde IL-1B +3953 T alleli tastyan genotiplerin
tiiberkiiloz hastaligininin gelismine kars1 koruyucu rolii oldugunu bildirirlerken, [138] Coskun
ve ark. (2005) Tiirk popiilasyonunda IL-1B +3953 T alleli ve TT genotip frekansinda artig
goriinenlerde Behget Hastaligi’na yatkinligin artis gosterecegini bildirmislerdir [139]. Cauci
ve ark. (2007) hamile olmayan beyaz Italyan kadinlarda gerceklestirdikleri arastirmada IL-1B
-511 CC homozigotlugu tasiyan kadinlarin Bakteriyal Vajinoz (BV) BV olma riskinin
arttigin1 gozlemlemislerdir. Bununla birlikte; IL-1B -511 T/C’nin BV’dan koruyucu etkisi
oldugunu, IL-1 RN VNTR’nin ise BV ile herhangi bir iligkisi bulunmadigini1 saptamiglardir
[140]. Buraczynska ve ark. (2006) son-basamak renal hastaligi (ESRH) ile IL-1IRN VNTR
polimorfizminde 2 allelinin iligkili oldugunu gdstermislerdir. Ayni zamanda bu 2 alleli ile
peritoneal dializ hastalarindaki rekiirren peritonit arasinda giiglii bir iligski bulmuslardir. Allel
2’nin  homozigot olmasi durumunda 06zellikle diabetik ndropati ve glomerulonefritis
hastalarinda ESRH’in olustugunu tespit etmislerdir [141]. Bid ve ark. (2006) tarafindan
Kuzey Hindistan’da gergeklestirilen calismada mesane kanseri ile IL-1 beta -511 ve +3953
gen polimorfizmleri arasinda herhangi bir iliskiye rastlanmadig: bildirilirken, IL-1RN VNTR

2 allelini tasityanlarin mesane kanserine 8 kat daha yatkinlik olusturabilecegi kesfedilmistir
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[142]. Lee ve ark. (2004) Kore popiilasyonunda IL-1RN VNTR 1 alleli ve IL-IRN VNTR 2
alleli ile iskemik fel¢ arasinda yakin iliski bulmuslardir [143]. Grimm ve ark. (2004) cerrahi
skuamo6z hiicreli vulvar kanser tedavisi gérmiis hastalar ve saglikli beyaz itk kontroliinde
yaptiklar1 ¢aligsmalarinda IL-1RN intron 2 polimorfizminin mindr allelinin varliginin vulvar
kanserden koruyucu etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Bununla birlikte; IL-1B promotor C(-
S11)T ve IL1B ekson 5 +3953 pozisyonu ile hastalik arasinda herhangi bir iliskiye
rastlanmamustir [144]. Zanardini ve ark. (2003) Kuzey Italya’da yasayan kisiler iizerinde
yaptiklar aragtirmalarinda IL-1beta -511C ve IL-1RA VNTR 1 allelinin sizofrenik hastalarda
kontrollere kiyasla daha yiiksek goriildiigiinii, bununla birlikte; IL-RA VNTR 2 allelinin
sizofreniden koruyucu etkisi oldugunu tespit etmislerdir [145]. Lin ve ark. (2003) Cinliler’de
IL-1beta +3953 E2 allelinin birincil genis agili glokoma (BGAG) yatkinlik olusturabilecegini
tespit etmiglerdir. Bununla birlikte; IL-1beta -511 ve IL-1Ra VNTR polimorfizmlerinin
BGAG hastaligryla bir iliskisine rastlanmadigini bildirmislerdir. E2 allelinin Cinli BGAG
hastalarinda glokomun genetik sebeplerini gostermek ve arastirmak igin bir markir olarak

kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir [146].
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BOLUM II1

TEZ CALISMALARI

I1.1. TEZ CALISMASININ ASAMALARI

(Calismamiz su agamalardan olusmustur:

1- Parkinson hastas1 ve saglikli kontrollerin periferal arterlerinden EDTA’l1 tiipe 2 cc kan
almimi

2- Kandan genomik DNA izolasyonu

3- DNA’nin miktar ve kalitesinin UV spektrofotometresiyle 6l¢iilmesi

4- 1zole edilen DNA’dan IL-1RN VNTR, IL-1B -511 ve IL-1B +3953 gen bélgelerinin
PCR’da ¢ogaltilmasi

5- Elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi ve UV
transliiminatorde goriintiilenmesi

6- IL-1B -511 ve IL-1B +3953 gen bolgelerinin restriksiyon enzimleriyle kesimi

7- Elde edilen kesim {liriinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ve UV
transliiminatorde goriintiillenmesi

8- Cekilen jel goriintiilerinden faydalanilarak genotiplerin SPSS 13.0 programina

girilmesi sonucunda biyoistatistik analizin ger¢eklestirilmesi.
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II1.2. ARASTIRMA ARACLARI

I11.2.1. KULLANILAN ALETLER

Tablo II1.2. Deneylerde kullanilan aletler

ADI FIRMA ADI KATALOG NUMARASI
PCR aleti Techne TC-312
Santrifiij ThermolEC OM3580
Mini agaroz jel elektroforezi sistemi Thermo EC320
Midi agaroz jel elektroforezi sistemi ThermoEC EC330
Giig Kaynagi Thermo EC250-90
Jel Goriintiileme Sistemi Vilber Lourmat 0516413
Buzdolabi Argelik 5005NF
UV Spektrofotometresi Agilent 8453
Derin Dondurucu (-20°C) Vestel FT280
Etiiv Binder 14D-78532
Otoklav Systec 2540EL
pH Metre Hana Instruments pH211
Hassas tarti Ohaus E12140
Manyetik karistirict Niive MK 418
Mikropipet (100-1000u1) Microlit 03104588
Mikropipet (2-20ul) Medispec-plus 00020885
Mikropipet (10-100ul) Medispec-plus 00110422
Mikropipet (100-1000u1) Finnpipette 4501110
Mikropipet (10-100ul) Finnpipette 4500110
Mikropipet (0.5-10ul) Finnpipette 4500010
Vortex Yellowline TTS2
I11.2.2. KIMYASAL MADDELER

Tablo II1.3. Deneylerde kullanilan malzemeler

ADI FIRMA ADI KATALOG NUMARASI
NH,Cl Riedel-de Haen 11209
KHCO; Riedel-de Haen 12602
EDTA Sigma E-5134
NaOH Riedel-de Haen 06203

HCI Riedel-de Haen 07102
NaCl Merck 1.06404.1000
Trizma Baz Sigma T-6066
NH,Ac Fluka 09688
Glasiyel Asetik Asit Carlo Erba Reagenti 302011
dNTP (deoksi Niikleotit Trifosfat) Mix Fermentas #R0192
100bp DNA Markir (0.1pg/ul) Fermentas #SM0243
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50bp DNA Markir (0.5ug/ul) Fermentas #SM0371
Yiikleme tamponu (6X) Fermentas #R0611

Taq DNA polymerase (5U/ul) Fermentas #EP0609

Ncol (10U/pl) Fermentas #ER0572
Eco881 (AvaI) (10U/ul) Fermentas #ER0381

Taq I (10U/ul) Fermentas #ER0671
Etidyum Bromiir Sigma E7637-1G
Sodyum Dodosil Siilfat Fluka 71725

Agaroz Sigma A5093-500G
Agaroz Low Melting American Bioanalytical AB00981-00100

I11.2.3. DIGER MALZEMELER

Tablo I11.4. Deneylerde kullanilan diger malzemeler

Erlenmayer (100ml) Isolab 031.01.100
Erlenmayer (250ml) Isolab 031.01.250
Beher (50ml) Isolab 033.01.050
Beher (100ml) Isolab 033.01.100
Beher (600ml) Isolab 033.01.600
Meziir (50ml) Isolab 015.02.050
Meziir (100ml) Isolab 015.02.100
Meziir (500ml) Isolab 015.02.500
Meziir (1000ml) Isolab 015.02.910
Kapakli cam sise (100ml) Isolab 063.05.100
Kapakli cam sise (250ml) Isolab 063.05.250
Kapakli cam sige (1000ml) Isolab 063.05.910
Eppendorf (2ml) Axygen 311-10-051
Mikrotiip (1.5ml) Axygen 311-08-051
PCR tiipii (0.5ml) Axygen 321-05-051
PCR tiipii (0.2ml) Axygen 311-10-051
Portiip (1,5ml epp. I¢in) Thermo 02-2380-1008
Portiip (0.2ml epp. icin) Thermo RTP/02200
Mikropipet ucu (1-1000ul) Axygen 301-01-051
Mikropipet ucu (1-200u1) Axygen 301-02-301
Mikropipet ucu (1-10ul) Thermo 9400310
Mikropipet ucu kutusu (100-1000u1) Thermo 9401113
Mikropipet ucu kutusu (10-100ul) Thermo 9400260
Mikropipet ucu kutusu (1-10ul) Thermo 9400300
Enjektor (Sml) Set inject TS EN ISO 7886-1

Seliiloz asetat membran filtre
(0.2 pm por ¢ap1)

Orange Scientific

1520012

Seliiloz asetat membran filtre Orange Scientific 1520014
(0.45 um por cap1)

Falkon tiipii (14 ml) Orange Scientific 2040300
Falkon tiipii (50ml) Orange Scientific 5540100
Parafilm Pechiney Plastic Packaging | PM-996
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I11.2.4 KULLANILAN KIMYASAL COZELTILER
I11.2.4.1. DNA IZOLASYONUNDA KULLANILAN COZELTILER

Lizis Tamponu: (pH: 7.4)
NH4CI: 8.29¢
KHCOs: 1g
0.5 M EDTA: 200 pl

Distile su

Beyaz Kan Hiicresi Tamponu

SE ( Sodyum EDTA ) Tampon (pH: 8)
NaCl: 439 ¢
0.5 M EDTA: 50 ml

Distile su

0.5 M EDTA ( Etilen Diamino Tetraasetik Asit) (1 L) (pH:8)
EDTA: 186.1 g

Distile su

% 10 SDS ( Sodyumdodosilsiilfat ) (1L)
SDS:100 g

Distile su

7.5 M NH4Ac ( Amonyum Asetat ) ( 1000 ml )
NH4Ac: 577.5
Distile su

% 70 Etanol (1 L)
700 ml saf etanol

Distile su
TE (Trizma Base EDTA) Tamponu

10 mM Trizma base (pH:8)
1 mM EDTA (pH: 8)
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111.2.4.2. PCR YONTEMINDE KULLANILAN COZELTILER

10X Reaksiyon Tamponu
10 mM Tris-HCI (pH: 8)
50 mM KClI
1 mM EDTA
% 0.1 Triton X-100
% 50 gliserol

25 mM dNTPs:
100 mM dATP
100 mM dCTP
100 mM dTTP
100 mM dGTP

111.2.4.3. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULANILAN COZELTILER

50 X TAE (Tris-Asetik asit EDTA)
Tris baz: 242 g
Glasial asetik asit: 57.1 ml
EDTA: 100 ml

6 X Yiikleme Boyasi
%10 Fikol 400
%0.25 Bromofenol Mavisi
% 0.25 Ksilen Siyanol

20



I11.2.4.4. PCR URUNLERININ RESTRIKSIYON ENZiMi ILE KESiMi (RFLP)’NDE
KULLANILAN COZELTILER

10 X Tango Tamponu
33 mM Tris-asetat (pH 7.9)
10 mM MgCl,
66 mM C,H;KO,
0.1 mg/ml BSA

10 X Taql Tamponu
10 mM Tris-HCI (pH 8)
5 mM MgCl,
100 mM NacCl
0.1 mg/ml BSA

I11.2.4.5. PCR ICIN KULLANILAN PRIMERLER

Tiim tez galigmasi boyunca hem kontroller hem de Parkinson hastalarinin genomik
DNA’larinin IL-1RN, IL-1B -511 ve +3953 gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in asagidaki

primer dizileri kullanilmigtir.

I11.2.4.5.1. IL-IRN VNTR GEN BOLGESI ICIN KULLANILAN PRIMERLER

IL-IRN VNTR gen polimorfizmlerinin allellerinin tespiti i¢in IL-1RN Forward
Primer: 5> CTCAGCAACACTCCTAT 3> ve IL-IRN Reverse Primer : 5° TCC
TGGTCTGCAGGTAA 3’ kullanilmistir.

I11.2.4.5.2. IL-1B -511 GEN BOLGESI iCIN KULLANILAN PRIMERLER

Hasta ve saglikli kontrollerin IL-1B -511 gen bdlgesini iceren kismin PCR’da
cogaltilmasi i¢in IL-1B (-511) Forward Primer: 5° GTTTAGGAATCTTCCCACTT 3’ ve IL-
1B (-511) Reverse Primer : 5 TGGCATTGATCTGGTTCATC 3’ kullanilmistir.
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I11.2.4.5.3. IL-1B +3953 GEN BOLGESI ICIN KULLANILAN PRIMERLER

Tim deneklerin IL-1B +3953 gen polimorfizmlerini belirlemek i¢in IL-1B (+3953)
Forward Primer: 5> GTTGTCATCAGACTTTGACC 3’ ve IL-1B (+3953) Reverse Primer: 5’
TTCAGTTCATATGGACCAGA 3’ kullanilmistir.

Tablo IIL.5. Calismada kullanilan primerler ve primerlerin kimyasal 6zellikleri

Primerler Uzunluk Erime % GC* | Molekiiler OD**
Isis1 °C agirhk  dalton | (picomolar)
(g/M)

IL-1RN Forward Primer 17 45 47 5074.4 3.0

IL-1RN Reverse Primer 17 47 53 5201.4 3.0

IL-1B (-511) Forward Primer 20 48 40 6058 13.6

IL-1B (-511) Reverse Primer 20 50 45 6114 12.3

IL-1B (+3953) Forward Primer | 20 50 45 6083 14.3

IL-1B (+3953) Reverse Primer 20 48 40 6116 15.2

*9%GC:  Guanin/Sitozin yiizdesi (orani)
** OD: Optik dansite

II1.3. YAPILAN CALISMALAR
II1.3.1. KLINIK CALISMALAR

Goztepe SSK Egitim ve Arastirma Hastanesi Noroloji Klinigi doktorlart klinik sefi
Uzm. Dr. Nihal Isik ve Uzm. Dr. Fatma Candan tarafindan yukarida adlar1 gegen klinik testler

dogrultusunda 150 Parkinson Hastas1 ve 150 saglikli kontrol belirlenmistir.
I11.3.2 MOLEKULER GENETIK ANALIZLER

I11.3.2.1 KANDAN GENOMIK DNA iZOLASYONU

Klinik testler sonucu Parkinson hastasi olmayan ve normal olarak adlandirilan
kisilerden ve klinik test sonuglar1 dogrultusunda Parkinson hastasi oldugu tespit edilen
hastalardan EDTA’l1 tiipe 2-5 ml kan alinmistir. Ven6z kandan genomik DNA izolasyonu
asagidaki islemlere tabi tutularak gerceklestirilmistir.

1- Steril 2 ml eppendorf i¢ine 1500 pl Lizis Tamponu ve 500 pl EDTA’] tiiplerdeki

kandan alinmis ve 10 dakika tiip alt {ist edilerek oda 1sinda beklenmistir.

2- Tiip 10 dakika sonra 13.000 rpm’ de 20 saniye santrifiij edilmistir.

3- Ust s1v1 altta 40 pl kalana kadar atilmis ve alt s1ivi 2500 devirde vortekslenmistir.

4- Karigim iizerine 650 pl % 10 SES eklenip pipetaj yapilmis, 200ul NHiAc

eklendikten sonra 2500 devirde vortekslenmistir.
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5- Vorteks edilen 6rnekler 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

6- Steril 2 ml eppendorf icine 850 ul % 100 isopropanol konulmus ve santrifiij sonucu
¢ikan tiipiin st s1vis1 bu eppendorfa aktarilmis ve DNA gozlemlenene kadar tiip alt iist
edilmistir.

7-Tiip 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve iist siv1 atildiktan sonra pellete 300
ul %70’lik etanol eklenmis ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

8- Ust sivi dokiildiikten sonra tiip bas asag: tiip icindeki etanol kuruyana kadar
tutulmustur.

9- Etanol kuruyunca pellet tizerine 150 pl TE soliisyonu eklenmis ve tiip 1 gece oda
1s1sinda bekletilmistir.

10- 1 gece oda 1sisinda TE soliisyon i¢inde bekletilen DNA 6rnekleri ileri sathalarda

deneylerde kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

I11.3.2.2. DNA’NIN MIKTAR VE KALITESININ UV SPEKTROFOTOMETRISI
[LE BELIRLENMESI

1- Her bir DNA o6rneginden 5 pl steril 1,5 ml eppendorf i¢ine konulduktan sonra
tizerine 995 pl distile su eklenmis ve karistirildiktan sonra hem 260 hem de 280 nm
dalga boyunda UV spektrofotometresinde 6l¢iim yapilmustir.

2- Hem hasta hem de kontrollere ait olan genomik DNA’nin absorbans degerleri,

konsantrasyonlar1 ve A260/A280 degerleri ekteki tabloda verilmistir (Ek1).

Parkinson Hasta Numarasi A 260 A280 A260/280
1 0,986 0,58 1,7
2 1,17 0,65 1,8
3 1,326 0,78 1,7
4 1,372 0,98 1,4
5 1,152 0,72 1,6
6 0,96 0,64 1,5
7 1,425 0,75 1,9
8 1,458 0,81 1,8
9 1,314 0,73 1,8
10 1,41 0,94 1,5
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Saglikh Kontrol Numarasi A 260 A280 A260/280
1 1,326 0,78 1,7
2 1,47 0,98 1,5
3 1,296 0,72 1,8
4 1,152 0,64 1,8
5 1,275 0,75 1,7
6 1,504 0,94 1,6
7 1,008 0,56 1,8
8 1,428 0,84 1,7
9 1,241 0,73 1,7
10 1,088 0,64 1,7
111.3.2.3. PCR

150 Parkinson hastas1 ve 150 kontrol grubunun IL-1 RN VNTR gen bolgesi; IL-1RN
Forward, IL-1RN Reverse, IL-1B -511 gen bdlgesi; IL-1B (-511) Forward, IL-1B (-511)
Reverse, IL-1B +3953 gen bolgesi; IL-1B (+3953) Forward, IL-1B (+3953) Reverse

Primerler ve agsagida belirtilen malzemeler kullanilarak PCR’da ¢ogaltilmistir.

Malzeme Ad1
dH,O

10X Tamponu
MgCl, ( 50mM )
dNTP (1.3 mM )
Forward Primer

Reverse Primer

Taq polimeraz (2.5 U/ul)

Template
Toplam

Miktari (ul)
14.45

2.5

1

3.8

0.625

0.625

1

1
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Her bir gen bolgesi i¢in uygun PCR kondisyonu asagida verilmistir:

PCR Asamalar
Predenatiirasyon
Denattirasyon
Annealing
Uzama

Final uzama

Sicaklik (°C) Siire

94 3 dk.

94 30s

54 30s. 35 dongi
72 45 s.

72 10 dk.
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I11.3.2.4. RESTRIKSIYON ENZIMLERI ILE KESiM

Uygun PCR sartlarinda ¢ogaltilip jelde calistig ispat edilen IL-1B -511. gen bolgesi
PCR iiriinleri bir gece 37°C’de Ava I RE ile ve IL-1B +3953. gen bolgesi 65°C’de 3 saat Taq

I RE ile kesime tabi tutulmustur. RE kesimi i¢in hazirlanan tek kisilik kondiisyon asagidaki

gibidir.
Malzeme Ad1 Miktar1 (ul)
PCR iiriinii 10
10 X Tango tamponu 3
RE (10U/ pl) 1
dH,O 16
Toplam 30

I11.3.2.5. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

IL-1 RN VNTR icin Hazirlanan Agaroz Jel (%1.4)
1.12 g Agaroz
80 ml TAE

IL-1B (-511) ve IL-1B (+3953) Enzim Kesimleri Icin Hazirlanan Agaroz Jel (%3)
2.2 g Agaroz
0.2 g Agaroz low melting
80 ml TAE

1- Yukarida igerikleri verilen agaroz jeller hazirlandiktan sonra magnetik
karistiricida 1sitilmustir.

2- Jel ¢oziinlince 8 pl EtBr eklenmis ve jelin sicakligi 45-50 °C’ye ulaginca jel
tarag1 asagidan hazirlanmis olan kasete dokdiliir.

3- Jel donunca tarak cikartilmis ve 1 X TAE ile doldurulmus ve 20 ul EtBr
eklenmis olan tank i¢ine yerlestirilmistir.

4- % 1,4 olarak hazirlanan jele IL-1RN VNTR PCR’larinden 15 pul, 6x yiikleme

tamponundan 1 X karistirilarak sirasi ile kuyucuklara yiiklenmistir.
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5- % 3 olarak hazirlanan jele IL-1B (-511) Ava I kesim iirtinleri ve IL-1B
(+3953) Taq I kesim {irtinlerinden 30 pl’er, 6x yiikleme tamponundan 5 pl

eklenerek sirast ile kuyucuklara yiiklenmistir.

6- Yiikleme bittikten sonra giic kaynagi 100 Volt’luk potansiyel farkta
yiirlitilmistiir.
7- Jel goriintiileme sisteminde jellerin gorilintiisii alinmig ve her kiginin IL-1

genlerine ait genoptileri belirlenmistir.

I11.3.2.6. BIYOISTATISTIK

IL-1RN VNTR, IL-1B -511 ve IL-1B +3953 gen polimorfizmlerinden elde edilen jel
goriintlilerindeki genotipleri SPSS 13.0 programina girilmistir. Hasta ve kontrollerin
yaslarinin ortalamasi da her bir polimorfizmin Parkinson Hastalig1 ile arasindaki iligki ile allel

frekanslar1 chi-square testi ile incelenmistir.
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BOLUM IV

SONUCLAR

IV.1.DENEY GRUPLARI ARASINDAKI iLISKi

Calismamizda Parkinson hastalarinin olusturdugu hasta grubu (n=150) ve ¢alismaya
gontlli olarak katilan saglikli kisilerden (n=150) olusan kontrol grubu bireylerin periferal
arterlerinden alinan kan Ornekleri kullanilmistir. Bu kisilerin alinan kan Orneklerinden

genomik DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

e DNA MIKTAR TAYINI

Kandan izole edilen DNA’nin miktarinin ve kalitesinin belirlenmesi 6rnek DNA’larin
260 nm (Aze0) ve 280 nm (Apgp) dalga boylarindaki absorbans degerleri spektrofotometrik
Olciim i8le gergeklestirilmistir (Ek 1).

IV.1.1. IL-1RN VNTR GEN POLIMORFIZMININ GENOTIPLENDIRILMESI
Yapilan IL-1RN VNTR PCR’min sonucunda elde edilen PCR iiriinleri % 1.4 agaroz
jelde yiiriitiillerek elde edilen jel goriintiisii Sekil IV.1A’da yer almaktadir.
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M 1/3 1/1 2/2 1/2

500 baz <
400 baz Grvreres

300 baz <+
200 baz <

100 baz Grrreres

Sekil IV.1A. IL-IRN VNTR genotiplemesi
M:markir (100 bp)

Tablo IV.1.A’da IL-1RN VNTR genotip dagilimi Parkinson Hastalar1 ve saglikli
kontrollerde gosterilmistir. Hem Parkinson hastalar1 hem de saglkli kontrollerdeki
genotiplere gore birey sayisi (n) ve yiizde degerleri (%) asagidaki tabloda verilmistir. Elde
edilen SPSS sonuglarina gore IL-1IRN VNTR genotip dagilimi ile Parkinson Hastaligi
arasinda herhangi bir istatiksel iligki tespit edilmemistir (P=0.395).
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Tablo IV.1.A. Parkinson hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-1RN VNTR genotip dagilimi

IL-1RN VNTR Genotip | Parkinson Hastalan Saghkh Kontroller
n % n Y%

1/1 82 54.7 76 50.7

Y 51 34 51 34

1/3 8 53 6 4

2/2 9 6 17 11.3

TOTAL 150 100 150 100

IL-1RN VNTR gen polimorfizmlerini tespit etmek i¢in yaptigimiz istatiksel ¢alismanin
sonuglar1 1/1, 1/2, 1/3 ve 2/2 genotip dagilimlari olarak Sekil.IV.1B’de gosterilmistir.

60-, 54,7 50,7
iy
w0 %

? i

% mi/

Vi

w 2 | 11,3
w0/ 53 4 6 l
0 T 1

/1 1/2 1/3 2/2
‘ OPH ®B Kontrol ‘ IL-IRN VNTR Genotip Dagilinu

Sekil. I'V.1B. Parkinson Hastas1 (PH) ve kontrollerde IL-1RN VNTR genotip dagilimi

Tablo IV.1.B’de Parkinson hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-1RN allel dagilimi
incelenmis ve her gruba ait IL-1RN 1, 2 ve 3 allel frekanslar1 verilmistir. Yapilan istatiksel

analize gore IL-1RN VNTR alleli i¢cin herhangi bir istatiksel iligski tespit edilmemistir
(P=0.301)
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Tablo IV.1.B. Parkinson hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-1RN VNTR allel frekans1

IL-1RN VNTR Allelleri | Parkinson Hastalar: Saghkh Kontroller
1 0.744 0.696
2 0.23 0.284
3 0.026 0.02
1 1

IL-IRN VNTR gen polimorfizmlerini tespit etmek igin yaptigimiz istatiksel ¢alismanin

sonuglart 1, 2 ve 3 allel frekanslar1 olarak Sekil.IV.1C’de gdsterilmistir.

Frekans (%)
8 8

L ——

1

2

| OPH EKontrol |

IL-IRN VNTR Allel Frekans

Sekil. IV.1C. Parkinson Hastas1 (PH) ve kontrollerde IL-1RN VNTR allel frekans1

IV.1.2. IL-1B -511 GEN POLIMORFIiZMININ GENOTIPLENDIRILMESI

Izole edilen genomik DNA’da -511 forward ve -511 revers primerleriyle istenilen gen

bolgesinin PCR’da c¢ogaltilmas: saglanmistir. Elde edilen bu PCR iriinlerinden 10 pl

kullanilarak Ava 1 restriksiyon enzimi yardimiyla

kesim islemi gerceklestirilmistir. Bu

restriksiyon enziminin ilgili IL-1B -511 gen bélgesinden kesimi sonucunda 1/1, 2/2 ve 1/2

genotipleri olugmaktadir. 1/1 genotipi 114 ve 190 b¢ uzunlugunda iki fragmandan, 2/2

genotipi 304 bg¢ uzunlugunda bir fragmandan, 1/2 genotipi ise 304, 190 ve 114 bg

uzunlugunda {i¢ fragmandan olusur. Elde edilen restriksiyon enzim kesimi sonuclart % 3

agaroz jelde yiritilerek UV transliiminatorde goriintiilenmistir  (Sekil. IV.2).
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304 baz

190 baz

114 baz

1/2 2/2 1/1 M

Lot

Sekil IV.2A. IL-1B -511 Genotiplemesi Jel Goriintiistii
M: Markir (100 bp)

Parkinson hastalar1 ve saglikli kontrollerdeki IL-1B -511 genotip dagilimi Tablo

IV.2.A’da gosterilmistir. Tabloda Parkinson hastasi yada saglikli kontrol olarak belirlenen

kisilerin genotipleri i¢in birey sayis1 “n” ve ylizde degerleri “%” olarak verilmistir. Yapilan

istatiksel analizlerin sonuglar1 dogrultusunda IL-1B -511 genotip dagilimi ile Parkinson

Hastalig1 arasinda herhangi bir iliskinin s6z konusu olamayacagi tespit edilmistir (P=0.06 1).

Tablo IV.2.A. Parkinson hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-1B -511 genotip dagilimi

IL-1B -511 Genotip Parkinson Hastalar: Saghkl Kontroller
n Y% n Y%

1/1 53 35.3 42 28

Y2 74 49.4 69 46

2/2 23 15.3 39 26

TOTAL 150 100 150 100
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IL-1B -511 gen polimorfizmlerini tespit etmek i¢in yaptigimiz istatiksel ¢alismanin
sonuclar1 1/1, 1/2 ve 2/2 genotip dagilimlari olarak Sekil.IV.2B’de gosterilmistir.

49,4

Frekans (%)

D T T 1
11 1/2 2/2
IL-1B-511 Genotip Dagihmi

| BPH @ Kontrol |

Sekil. IV.2B. Parkinson Hastas1 (PH) ve kontrollerde IL-1B -511 genotip dagilimi

Tablo IV.2.B’de Parkinson hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-1B -511 allel
dagiliminin nasil oldugu IL-1B -511 1 ve 2 allel frekanslar1 belirtilerek verilmistir. Ulasilan
SPSS analizleri IL-1B -511 gen polimorfizminde 2 allelinin Parkinson Hastaligi’na karsi

koruyucu etkisi oldugunu gostermistir (P=0.026).

Tablo IV.2.B. Parkinson hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-1B -511 allel frekans1

IL-1B -511 Allelleri Parkinson Hastalar1 | Saghkl Kontroller

1 0.60 0.51
2 0.40 0.49
1 1
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IL-1B -511 gen polimorfizmlerini tespit etmek icin yaptigimiz istatiksel ¢aligmanin

sonuglart 1 ve 2 allel frekanslar1 olarak Sekil.IV.2C’de gosterilmistir.

)

Frekans (%)
S

1 2
IL-1B -511 Allel Frekans:

| OPH B Kontrol |
Sekil. IV.2C. Parkinson Hastas1 (PH) ve kontrollerde IL-1B -511 allel frekansi

IV.1.3. IL-1B +3953 GEN POLIMORFIiZMININ GENOTIPLENDIRILMESI

Hasta ve saglikli kontrollerin kanlarindan izole edilen genomik DNA’da +3953
forward ve +3953 revers primerleriyle istenilen gen bolgesinin PCR’da cogaltilmasi
saglanmistir. Elde edilen bu PCR firiinlerinden 10 pl kullanilarak Taq I restriksiyon enzimi
yardimiyla ~ PCR ile ¢ogaltilan bolgeden Taq I restriksiyon enzimi ile kesim islemi
gerceklestirilmigtir. Bu restriksiyon enziminin ilgili IL-1B +3953 gen bolgesinden kesimi
sonucunda 1/1, 2/2 ve 1/2 olusmaktadir. 1/1 genotipi 114 ve 135 b¢ uzunlugunda iki
fragmandan, 2/2 genotipi 249 bg¢ uzunlugunda bir fragmandan, 1/2 genotipi ise 114, 135 ve
249 b¢ uzunlugunda ti¢ fragmandan olusur. Elde edilen restriksiyon enzim kesimi sonuglar1 %

3 agaroz jelde yiiriitiilerek UV transliiminatérde goriintiilenmistir (Sekil. IV.3A).

33



M 2/2 1/2 1/1

> 249 baz

> 135 baz
> 114 baz

Sekil. IV.3A. IL-1B +3953 Genotiplemesi
M: Markir (100bp)

Tablo IV.3.A’da Parkinson Hastalar1 ve saglikli kontrollerdeki IL-1B +3953 genotip
dagilimi verilmis olup bu kisilerin genotipleri i¢in birey sayisi (n) ve yiizde degerleri (%)
olarak verilmistir. Biyoistatistiksel analizlerin sonuglar1 IL-1B 43953 2/2 genotipinin

Parkinson Hastaligi’na kars1 protektif etkili oldugunu gostermistir (P=0.007).

Tablo IV.3.A. Parkinson hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-1B +3953 genotip dagilimi

IL-1B +3953 Genotip Parkinson Hastalar Saghkl Kontroller
n Y% n Y%

1/1 91 60.7 72 48

Y2 49 32.7 51 34

2/2 10 6.6 27 18

TOTAL 150 100 150 100
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IL-1B +3953 gen polimorfizmlerini tespit etmek icin yaptigimiz istatiksel ¢alismanin

sonuglart 1/1, 1/2 ve 2/2 genotip dagilimlari olarak Sekil.IV.3B’de gosterilmistir.

Is

Frekans (%)
S

——
N
®

6,6

10- If

1/1 1/2 2/
| OPH B Kontrol | IL-1B +3953 Genotip Dagilim

Sekil. I'V.3B. Parkinson Hastas1 (PH) ve kontrollerde IL-1B +3953 genotip dagilin

Parkinson hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-1B +3953 allel frekansi hesaplanarak
birey sayist ve yiizde degerleri Tablo IV.3.B’de gosterilmistir. IL-1B +3953 2 allelinin
Parkinson hastaligi’na kars1 protektif etkili oldugu gosterilmistir (P=0.001).

Tablo IV.3.B. Parkinson hastalar1 ve saglikli kontrollerin IL-1B +3953 allel frekans1

IL-1B +3953 Allelleri | Parkinson Hastalar1 | Saghkh Kontroller

1 0.77 0.65
2 0.23 0.35
1 1
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IL-1B +3953 gen polimorfizmlerini tespit etmek i¢in yaptigimiz istatiksel ¢alismanin

sonuglart 1 ve 2 allel frekanslar1 olarak Sekil.IV.3C’de gosterilmistir.

Frekans (%)
8 &

. S

1 2
'OPH BKorrol | IL-1B +3953 Allel Frekans:

Sekil. IV.3C. Parkinson Hastas1 (PH) ve kontrollerde IL-1B +3953 allel frekans1
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BOLUM V

TARTISMA VE DEGERLENDIRMELER

V.I. PARKINSON HASTALIGI iLE INTERLOKIN-1 GEN POLIMORFiZMLERI
ARASINDAKI ILISKILERI INCELEYEN BAZI CALISMALAR

Norolojik bir hastalik olan Parkinson Hastalii’na benzer nitelikte seyreden baska
ndrolojik hastaliklarin da IL-1 gen polimorfizmleriyle iligkili oldugu bilinmektedir.

Kim ve ark. (2004) Koreliler’de IL-1RN VNTR 2 allelini tagtyanlarin sizofreni hastasi
olma ihtimalinin artti§im1 bildirmekle birlikte, bipolar hastaligi ile IL-1IRN VNTR
polimorfizminin arasinda bir iligkiye rastlamadiklarini agiklamiglardir [149].

Zanardini ve ark. (2003) Kuzey Italya’da yasayan kisiler iizerinde yaptiklari
arastirmalarinda IL-1RN VNTR 1 allelinin sizofrenik hastalarda kontrollere kiyasla daha
yliksek gorildiigiinii, bununla birlikte; IL-RA VNTR 2 allelinin sizofreniden koruyucu etkisi
oldugunu tespit etmiglerdir [145].

Niino ve ark. (2001) Japon popiilasyonunda IL-RN VNTR gen polimorfizminin
multipl skleroz ile iligkisine rastlayamamuslardir [150].

Katila ve ark. (1999) tarafindan Finlandiya popiilasyonunda IL-1RN VNTR’daki 1
allellerinin sizofreni hastalarinda saglikli kontrollere gore daha yiiksek bildirilmistir [151].

Schrijver ve ark. (1999) tarafindan Hollandalilar’da multipl skleroz hastaligiyla IL-
IRN gen polimorfizmleriyle bir iligkinin var olmadigi tespit edilmistir [152].

Wang ve ark. (2005) tarafindan Tayvan’daki Cinliler’de IL-1beta promotoriiniin -
S11T/T tipi AH hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla daha yiiksek bulunmustur ve -511T/T
genotipinin Tayvan’daki Cin’li hastalarda bir markir olarak kullanilabilecegi genetik olarak
tespit edilmigtir [153].

Zanardini ve ark. (2003) Kuzey Italya’da yasayan kisiler iizerinde yaptiklari
arastirmalarinda IL-1beta -511C allelinin sizofrenik hastalarda kontrollere kiyasla daha
yiiksek goriildiigiinii tespit etmislerdir [145].

Ma ve ark. (2003) Cin popiilasyonunda IL-1 beta -511T polimorfizminin Alzheimer

Hastalig1 i¢in dnemli bir risk faktorii olmadigini belirtmislerdir [154].
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Yu ve ark. (2003) Tayvan’da major depresif hastalik (MDH) ile IL-1B -511 gen
polimorfzmi arasinda bir iliskiye rastlamamislardir. Bununla birlikte; IL-1 beta geninin -511
T alleli homozigotlugunu tasiyan MDH hastalarinda depresif semptomlarin siddetinin daha az
goriilebildigini ve -511C tasiyicilarina gore fluoksetin terdpatik cevabinin daha iyi oldugunu
tespit etmislerdir [155].

Ehl ve ark. (2003) Almanya’da gerceklestirdikleri bir ¢alismada IL-1B -511 gen
polimorfizmi ile Alzheimer Hastalig1 arasinda bir iliskiye rastlamamislardir [156].

Buono ve ark. (2001) atas1 Avrupa soyundan gelen ve Afrika soyundan gelen iki ayri
grupta calismiglar ve IL-1B -511 gen polimorfizmiyle refrakter temporal lob epilepsisi
arasinda bir iliski kurulamadigini bildirmislerdir [157].

Katila ve ark. (1999) tarafindan Finlandiya popiilasyonunda IL-1B -511’deki 1
allelinin sizofreni hastalarinda saglikli kontrollere gore daha yiiksek bildirilmistir [158].

Schrijver ve ark. (1999) tarafindan Hollandalilar’da multipl skleroz hastaligiyla IL-1B
-511 gen polimorfizmiyle bir iliskinin var olmadig: tespit edilmistir [157].

Tiirk popiilasyonunda hipokampal sklerozlu mesial temporal lob epilepsisiyle IL-1beta
-511 gen polimorfizimi arasinda bir iliskiye rastlanmadigi ifade edilmistir [159].

Ma ve ark. (2003) Cin popiilasyonunda +3953T polimorfizminin Alzheimer Hastalig1
icin onemli bir risk faktorii olmadigini belirtmislerdir [154].

Yang ve ark. (2003) Han soyundaki Cinli ailelerde IL-1B Taq I polimorfizminin
sizofreniye yatkinlig1 arttirmadigini tespit etmislerdir [160].

Niino ve ark. (2001) Japon popiilasyonunda IL-1B +3953 gen polimorfizmlerinin
multipl skleroz ile iligkisine rastlayamamusglardir [150].

Kantarct ve ark. (2000) tarafindan beyaz irkta IL-1B +3953 C/T polimorfizmi ile
multipl skleroz arasinda bir iligskiye rastlanilmadig: bildirimistir [161].

Tiirk popiilasyonunda hipokampal sklerozlu mesial temporal lob epilepsisiyle IL-1B

+3953 gen polimorfizimi arasinda bir iliskiye rastlanmadigi ifade edilmistir [159].

Diinya’da bugiine kadar Parkinson Hastaligi ve Interlokin-1 gen polimorfizmleri
arasindaki iligkiyi inceleyen az sayida ¢aligma bulunmaktadir.

Calismamizda Tiirk popiilasyonunda Parkinson Hastaligi ile IL-1B -511 genotiplemesi
arasinda bir iligki bulunmadig1 ve allel 1’in PH’na yatkinlik olusturdugu bulunmustur. Bu
sonuctan yola ¢ikarak IL-1B -511 allel 2’nin Parkinson Hastali§i’na karst koruyucu etkisi
oldugunu ifade edebiliriz. Ayn1 sekilde; Mattila ve ark. (2002) Finlandiya popiilasyonunda ve
Nishimura ve ark. (2000) Japonlar’da IL-1B -511 allel 1 tasiyanlarin PH’na yatkinlik
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olusturdugunu belirtmislerdir [162,163]. Bununla birlikte; Schulte ve ark. (2002)
Almanlar’da, McGeer ve ark. (2000) beyaz irkta IL-1B -511 2 allelini tasitmanin PH’na
yatkinlik olusturdugunu ispat etmislerdir [164, 165]. Ayrica Wahner ve ark. (2007)
Kaliforniya’da yaptiklar1 arastirmada IL-1B -511 homozigot varyant genotipinin PH’nin
olusum riskini 2 kat arttirdig1 tespit etmislerdir [166].

Calismamizda PH ile IL-1IRN VNTR gen polimorfizmi genotip dagilimi1 yada allel
frekansi arasinda bir iligki bulamamustir. Japon popiilasyonu ve Finlandiyalilar’da da ayni
sekilde IL-1RN VNTR gen polimorfizmi ile PH arasinda herhangi bir iligskiye rastlanmamistir
[162, 163].

IL-1B +3953 gen polimorfizminde 2/2 genotipinin ve 2 allelinin Tiirk popiilasyonunda
PH’dan koruycu etkisi oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte; Japonlar’da IL-1B +3953 ile

PH arasinda herhangi bir iligskinin s6z konusu olmadig1 agiklanmustir [163].
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EK 1

Parkinson Hasta Numarasi A 260 A280 A260/280
1 0,986 0,58 1,7
2 1,17 0,65 1,8
3 1,326 0,78 1,7
4 1,372 0,98 1,4
5 1,152 0,72 1,6
6 0,96 0,64 1,5
7 1,425 0,75 1,9
8 1,458 0,81 1,8
9 1,314 0,73 1,8
10 1,41 0,94 1,5
11 1,178 0,62 1,9
12 1,258 0,74 1,7
13 1,422 0,79 1,8
14 1,088 0,68 1,6
15 1,395 0,93 1,5
16 1,121 0,59 1,9
17 1,479 0,87 1,7
18 1,314 0,73 1,8
19 0,915 0,61 1,5
20 0,884 0,52 1,7
21 1,786 0,94 1,9
22 1,558 0,82 1,9
23 1,056 0,66 1,6
24 1,062 0,59 1,8
25 1,104 0,69 1,6
26 1,444 0,76 1,9
27 1,095 0,73 1,5
28 1,296 0,81 1,6
29 1,38 0,92 1,5
30 0,969 0,51 1,9
31 1,178 0,62 1,9
32 1,275 0,75 1,7
33 1,17 0,65 1,8
34 1,411 0,83 1,7
35 1,843 0,97 1,9
36 1,275 0,85 1,5
37 1,368 0,76 1,8
38 1,173 0,69 1,7
39 1,406 0,74 1,9
40 1,264 0,79 1,6
41 0,972 0,54 1,8
42 1,071 0,63 1,7
43 1,136 0,71 1,6

51




44 1,596 0,84 1,9
45 1,52 0,95 1,6
46 1,458 0,81 1,8
a7 1,095 0,73 15
48 1,104 0,69 1,6
49 1,404 0,78 1,8
50 1,638 0,91 1,8
51 1,044 0,58 1,8
52 0,96 0,64 15
53 1,786 0,94 19
54 1,275 0,75 1,7
55 1,105 0,65 1,7
56 1,408 0,88 1,6
57 0,885 0,59 15
58 1,122 0,66 1,7
59 1,615 0,85 1,9
60 1,501 0,79 19
61 1,494 0,83 1,8
62 1,472 0,92 1,6
63 1,242 0,69 1,8
64 1,184 0,74 1,6
65 1,035 0,69 15
66 1,482 0,78 1,9
67 1,564 0,92 1,7
68 0,867 0,51 1,7
69 1,185 0,79 15
70 1,292 0,68 1,9
71 1,458 0,81 1,8
72 1,314 0,73 1,8
73 1,242 0,69 1,8
74 1,326 0,78 1,7
75 1,273 0,67 1,9
76 1,184 0,74 1,6
77 0,96 0,6 1,6
78 1,38 0,92 15
79 1,634 0,86 19
80 1,422 0,79 1,8
81 1,547 0,91 1,7
82 1,672 0,88 1,9
83 1,479 0,87 1,7
84 1,729 0,91 19
85 1,35 0,75 1,8
86 1,003 0,59 1,7
87 1,152 0,64 1,8
88 1,444 0,76 1,9
89 1,596 0,84 19
90 1,207 0,71 1,7
91 0,944 0,59 1,6

52




92 1,035 0,69 15
93 1,404 0,78 1,8
94 1,748 0,92 1,9
95 1,258 0,74 1,7
96 1,185 0,79 15
97 1,224 0,68 1,8
98 1,184 0,74 1,6
99 1,173 0,69 1,7
100 1,404 0,78 1,8
101 1,472 0,92 1,6
102 0,867 0,51 1,7
103 1,296 0,81 1,6
104 1,314 0,73 1,8
105 1,598 0,94 1,7
106 0,952 0,56 1,7
107 1,512 0,84 1,8
108 1,168 0,73 1,6
109 1,494 0,83 1,8
110 1,17 0,78 15
111 0,972 0,54 1,8
112 1,007 0,53 1,9
113 1,513 0,89 1,7
114 1,548 0,86 1,8
115 1,139 0,67 1,7
116 1,344 0,84 1,6
117 1,102 0,58 1,9
118 1,332 0,74 1,8
119 1,746 0,97 1,8
120 1,184 0,74 1,6
121 1,139 0,67 1,7
122 1,11 0,74 15
123 1,14 0,6 1,9
124 1,088 0,64 1,7
125 1,292 0,76 1,7
126 1,344 0,84 1,6
127 1,349 0,71 19
128 0,885 0,59 15
129 1,242 0,69 1,8
130 1,248 0,78 1,6
131 1,564 0,92 1,7
132 1,258 0,74 1,7
133 1,17 0,78 15
134 1,638 0,91 1,8
135 1,102 0,58 1,9
136 1,024 0,64 1,6
137 1,692 0,94 1,8
138 1,463 0,77 1,9
139 1,088 0,68 1,6

53




140 1,488 0,93 1,6
141 1,173 0,69 1,7
142 1,387 0,73 1,9
143 1,139 0,67 1,7
144 1,512 0,84 1,8
145 1,102 0,58 1,9
146 1,408 0,88 1,6
147 1,392 0,87 1,6
148 1,365 0,91 15
149 1,35 0,75 1,8
150 1,121 0,59 1,9
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Saglikhi Kontrol Numarasi A 260 A280 A260/280
1 1,326 0,78 1,7
2 1,47 0,98 1,5
3 1,296 0,72 1,8
4 1,152 0,64 1,8
5 1,275 0,75 1,7
6 1,504 0,94 1,6
7 1,008 0,56 1,8
8 1,428 0,84 1,7
9 1,241 0,73 1,7
10 1,088 0,64 1,7
11 1,224 0,72 1,7
12 1,104 0,69 1,6
13 1,596 0,84 1,9
14 0,986 0,58 1,7
15 1,584 0,88 1,8
16 1,305 0,87 1,5
17 1,456 0,91 1,6
18 1,095 0,73 1,5
19 1,494 0,83 1,8
20 1,482 0,78 1,9
21 0,918 0,54 1,7
22 0,848 0,53 1,6
23 1,335 0,89 15
24 1,26 0,84 1,5
25 1,278 0,71 1,8
26 1,121 0,59 1,9
27 1,748 0,92 1,9
28 1,173 0,69 1,7
29 1,184 0,74 1,6
30 1,104 0,69 1,6
31 1,458 0,81 1,8
32 1,224 0,72 1,7
33 1,425 0,75 1,9
34 1,152 0,64 1,8
35 1,456 0,91 1,6
36 1,245 0,83 1,5
37 1,36 0,8 1,7
38 1,692 0,94 1,8
39 1,512 0,84 1,8
40 1,241 0,73 1,7
41 0,944 0,59 1,6
42 0,765 0,51 1,5
43 1,311 0,69 1,9
44 1,411 0,83 1,7
45 0,928 0,58 1,6
46 1,672 0,88 1,9
47 1,566 0,87 1,8
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48 1,547 0,91 1,7
49 1,185 0,79 15
50 1,224 0,68 1,8
51 1,406 0,74 1,9
52 1,242 0,69 1,8
53 1,343 0,79 1,7
54 1,088 0,68 1,6
55 1,11 0,74 15
56 1,311 0,69 1,9
57 1,343 0,79 1,7
58 1,088 0,68 1,6
59 1,332 0,74 1,8
60 1,173 0,69 1,7
61 1,843 0,97 1,9
62 1,445 0,85 1,7
63 1,368 0,76 1,8
64 1,035 0,69 15
65 1,666 0,98 1,7
66 1,368 0,72 1,9
67 1,088 0,64 1,7
68 1,2 0,75 1,6
69 1,458 0,81 1,8
70 1,666 0,98 1,7
71 1,152 0,72 1,6
72 1,152 0,64 1,8
73 1,125 0,75 15
74 1,539 0,81 1,9
75 1,428 0,84 1,7
76 1,278 0,71 1,8
77 0,96 0,64 1,5
78 1,728 0,96 1,8
79 1,479 0,87 1,7
80 1,729 0,91 1,9
81 1,264 0,79 1,6
82 1,224 0,68 1,8
83 1,258 0,74 1,7
84 1,173 0,69 1,7
85 1,748 0,92 1,9
86 1,242 0,69 1,8
87 1,11 0,74 15
88 1,311 0,69 1,9
89 1,296 0,81 1,6
90 1,368 0,72 1,9
91 1,35 0,75 1,8
92 1,216 0,64 1,9
93 1,456 0,91 1,6
94 1,494 0,83 1,8
95 0,87 0,58 15
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96 1,584 0,88 1,8
97 1,479 0,87 1,7
98 1,729 0,91 1,9
99 1,494 0,83 1,8
100 1,17 0,78 15
101 0,972 0,54 1,8
102 1,007 0,53 1,9
103 1,513 0,89 1,7
104 1,376 0,86 1,6
105 1,072 0,67 1,6
106 1,596 0,84 1,9
107 0,87 0,58 15
108 1,088 0,64 1,7
109 1,368 0,76 1,8
110 1,596 0,84 1,9
111 1,278 0,71 1,8
112 1,003 0,59 1,7
113 1,242 0,69 1,8
114 1,248 0,78 1,6
115 1,472 0,92 1,6
116 1,406 0,74 1,9
117 1,17 0,78 15
118 1,638 0,91 1,8
119 1,479 0,87 1,7
120 1,456 0,91 1,6
121 1,425 0,75 1,9
122 1,003 0,59 1,7
123 1,088 0,64 1,7
124 1,444 0,76 1,9
125 1,512 0,84 1,8
126 1,065 0,71 15
127 0,972 0,54 1,8
128 1,134 0,63 1,8
129 1,278 0,71 1,8
130 1,344 0,84 1,6
131 1,425 0,95 15
132 1,215 0,81 15
133 1,387 0,73 1,9
134 1,008 0,56 1,8
135 1,596 0,84 1,9
136 1,241 0,73 1,7
137 1,024 0,64 1,6
138 1,224 0,72 1,7
139 1,242 0,69 1,8
140 1,428 0,84 1,7
141 0,928 0,58 1,6
142 1,32 0,88 1,5
143 1,392 0,87 1,6
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144 1,729 0,91 1,9
145 1,241 0,73 1,7
146 1,245 0,83 15
147 1,17 0,78 15
148 0,972 0,54 1,8
149 1,577 0,83 1,9
150 1,343 0,79 1,7
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OZGECMIS

12.12.1983 tarihinde Istanbul’da dogdum. Ilk okul tahsilimi 1989-1994 yillar1 arasinda
Ambarli i1k Okulu’nda, orta okul ve lise tahsilimi 1994-2001 yillar1 arasinda Gaziosmanpasa
Anadolu Lisesi’nde tamamladim. 2001 yilinda basladigim Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii’ndeki lisans egitimimi 2005 yilinda bitirdim.

Lisans egitimim esnasinda mikrobiyoloji ve molekiiler biyoloji stajlart yaptim. Prof. Dr.
Meral Birbir gozetmenliginde “Asir1 halofilik bakterilerin tereyagini hidrolizi” isimli 6grenci
projesini yaptim ve 07.10.2003 tarihinde 10. Ulusal Biyoloji Ogrenci Kongresi’nde sozlii
olarak sundum. 22.06.2004-13.08.2004 tarihleri arasinda Koln Universitesi Genetik
Enstitliisti'nde yaptigim stajda Prof. Dr. Karin Schnetz gézetmenliginde “ECOR suslarindaki
bgl/ Z5211.Z5214 lokuslarin analizi” adli projeyi yaptim. 3.9.2004-3.10.2004 tarihleri
arasinda TC Adalet Bakanligi Adli Tip Kurumu Biyoloji Ihtisas Dairesi’nde siipheli
insanlarda kan, kemik, kil, tirnak, doku gibi numunelerin kullanimiyla kimlik tespitlerinin
gerceklestirilmesi lizerine staj yaptim. Yrd. Dog. Dr. Ahmet Arman gozetmenliginde, “Tiirk
Parkinson Hastalari'nda Interlokin-1 Gen Polimorfizmleri’nin Aragtirilmasi” ve “Tiirk Multipl
Skleroz (MS) Hastalari'nda interldkin-1 Reseptdr Antagonisti (IL-1RN) ve Interlokin-1B Gen

Polimorfizmleri” adli projeler lizerinde halen ¢alismaktayim.

Lisans ve yiiksek lisans egitimim siiresince ¢esitli kongrelere katilarak sozlii ve poster
sunumlar yaptim. 2001-2005 yillar1 arasinda Biyoloji Arastirmalar Laboratuar1 Kuliibii
(istanbul Universitesi)’nde gerceklestirdigim bir cok faaliyetin yani1 sira “Viriis” bilimsel
Ogrenci dergisinin editorligiini yaptim. 2006-2007 yillar1 arasinda Profilo Anadolu Teknik

Lisesi’nde biyoloji, kimya ve saglik bilgisi 6gretmenligi yaptim.
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