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TUBITAK

ONSOz

TUBITAK tarafindan desteklenen bu projede gama aminobiitiik asit (GABA)
reseptorlerinden GABA,, GABAg; ve GABAR,'yi kodlayan genlerde bulunan bazi tek nukleotit
polimorfizmleri ile idiyopatik jeneralize epilepsi (IJE) ve/veya psikojenik non-epileptik ndbetler
(PNEN) arasinda bir iliski olup olmadiginin arastiriimasi amaclanmistir. 196 iJE hastasi, 107
PNEN gecirmis birey ve 109 kontroliin dahil edildigi ¢alisma sonucunda elde edilen veriler,
Turk populasyonunda ilk kez incelenen bu polimorfizmlerin tek basina iJE veya PNEN igin
risk faktori olmadidini, 6te yandan bazi genotiplerin birlikte bulunmasi epilepsi riskini

azalttigini ortaya koymustur.
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TUBITAK

OZET

Epilepsi tum dinyada en yaygin gorulen norolojik hastaliklardan biridir. Merkezi sinir
sisteminin en dnemli inhibitdr ndrotransmitteri olan gama aminobutirik asit (GABA) ve GABA
reseptorleri epilepsi patofizyolojisinde sikga anilmaktadir. GABA reseptorlerini kodlayan
genlerde tespit edilmis olan bazi tek nukleotit polimorfizmlerinin temporal lob epilepsiye
yatkinhgi artirdigi bildirilmistir. Etiyolojik siniflandirma yapildiginda en genis yeri (%65) tutan
sebebi bilinmeyen (idiyopatik) epilepsiler ile GABA reseptdr polimorfizmlerinin iliskisini
inceleyen calismalar ¢ok kisithdir. Turk popllasyonunda GABA,, GABAg; ve GABAg,
reseptdrlerinin genetik polimorfizmleri daha énce hig ¢alisiimamistir.

Bu nedenlerle, bu calismada Turk popllasyonunda GABA reseptorlerinden A, B1 ve B2'nin
genetik polimorfizmlerinin gérulme sikhginin PCR-RFLP (polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism) ydntemi ile belirlenmesi ve bu polimorfizmlerle
idiyopatik jeneralize epilepsi (IJE) arasinda bir iliski olup olmadiginin arastiriimasi
amaclanmistir. Bu c¢alismanin ikinci bir amaci da, GABA reseptér genlerinde bulunan
farkhliklarin  psikojenik non-epileptik noébetlerin  (PNEN) ayirici  tanisindaki  rolinun
arastirimasidir. Bu kapsamda ¢alismaya 196 IJE hastasi, 107 PNEN gecirmis birey ve 109
kontrol dahil edilmistir.

Tldrk populasyonunda ilk defa calisilan GABA, a1 rs2279020 polimorfizmine ait polimorfik
alel frekanslarinin t¢ grupta da birbirine yakin oldugu goériimustir (epileptik bireylerde 0.457,
PNEN gegcirmis bireylerde 0.453 ve kontrol bireylerde 0.427) ve IJE ile istatistiksel olarak
anlamh bir iliskisi bulunamamistir. GABA, a2 rs17852044 ve GABA, a3 rs79829085 tek
ndkleotit polimorfizmleri ilk defa bu projede calisiimistir. Her iki polimorfizme de Turk
populasyonunda rastlanmamistir.

Turk populasyonunda ilk defa cgalisilan GABAg; G1465A polimorfizmi yéninden batin
bireyler yabanil genotipte bulunmustur. GABAg; C59T polimorfizmi de Turk populasyonunda
ilk kez calisilmistir. Epileptik bireylerle PNEN gegiren bireyler karsilastirildiginda, C59T
polimorfizminin IJE riskini 1.5 kat arttirdigi gériilmustir, fakat sonuglar istatistiksel olarak
anlamh bulunamamistir (P=0.164). C59T polimorfizminin frekansi kontrol bireylerde bu
calismada 0.110 olarak bulunmustur.

GABAg, geninde bulunan doért polimorfizmin (rs3780428-rs1999501-rs967932-rs94688) tek
baglarina IJE igin istatistiki olarak anlamli bir risk olusturmadiklari gériimistir. Bu
polimorfizmlerin genotip  kombinasyonlarina bakildiginda ise rs944688 icin polimorfik
homozigot, rs967932 ve rs1999501 icin ise yabanil tip genotipe sahip olmanin PNEN
gecirmis bireylerde IJE icin yaklagik 15 kat koruyucu bir etkiye sahip oldugu sonucuna
varilimistir (P=0.001). Ayni genotip kombinasyonlarinin kontrol gruplarinda da IJE igin
yaklasik 12 kat koruyucu bir etki gosterdigi gorilmektedir (P=0.009). Bu Ugli genotip
kombinasyonu psikojenik nébet geciren (PNEN) bireylerle gergek epileptik ndbet gecirenlerin
ayriminda kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: gama amino butirik asit, GABA, idiyopatik jeneralize epilepsi, genetik
polimorfizm



TUBITAK

ABSTRACT

Epilepsy is one of the most common neurological diseases worldwide. Gamma amino
butyric acid (GABA), the most important inhibitory neurotransmitter of the central nervous
system, and its receptors are commonly mentioned in the pathophysiology of epilepsies.
Some of the single nucleotide polymorphisms in the genes encoding GABA receptors have
been reported to increase susceptibility to temporal lobe epilepsy. There are a limited
number of studies analyzing the relationship of GABA receptors and idiopathic epilepsy,
which is the most widespread (65%) when etiologically classified. In Turkish population,
genetic polymorphisms of GABA,, GABAg; and GABAg; receptors have not been studied
before.

For these reasons, in this study we aimed to determine the frequencies of genetic
polymorphisms of GABA receptors A, B1 and B2 in Turkish population by PCR-RFLP
(polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) method, and to
investigate the correlation between these polymorphisms and idiopathic generalized epilepsy
(IGE). A second aim of this study was to analzye the role of GABA receptor polymorphisms
in differential diagnosis of pschogenic non-epileptic seizure (PNES). In this context, 196 IGE
patients, 107 PNES subjects and 109 controls were inculded in this study.

Polymorphic allele frequencies were very close to each other in the three groups (0.457 in
IGE patients, 0.453 in PNES patients and 0.427 in controls) for the GABAA a1 rs2279020
polymorphism. A statistically significant relationship was not found between this
polymorphism and IGE. We did not observe polymorphic alleles in Turkish population for
GABA, a2 rs17852044, GABA, a3 rs79829085 and GABAg; G1465A. For GABAg; C59T
polymorphism, when IGE patients and PNES subjects were compared, C59T polymorphism
was found to increase IGE risk 1,5 times, but this result was not significant (P=0.164). The
frequency of C59T polymorphism in control population was found as 0.110 in this study.

We observed that four polymorphisms found on GABAg, gene (rs3780428-rs1999501-
rs967932-rs94688) did not constitute a significant risk for IGE when considered alone. When
the genotype combinations were taken into account, we concluded that having polymorphic
homozygote genotype for rs944688 and wild type genotype for rs967932 and rs1999501
had 15 times protective effect against IGE for PNES subjects (P=0.001). The same genotype
combination constituted 12 times protective effect against IGE in control subjects (P=0.009).
This triple combined genotype can be used to differentiate subjects who have psychogenic
seizures (PNES) from those having epileptic seizures. All of the studied polymoprhisms were
studied for the first time in Turkish population.

Key words: gamma amino butyric acid, GABA, idipathic generalized epilepsy, genetic
polymorphism
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1. Girig

Epilepsi, merkezi sinir sisteminde kortikal veya subkortikal bélgelerde yer alan
noronlarin artmis uyarilabilirliinden kaynaklanan, ani, hipersenkron, yiksek voltajli, anormal
elektriksel desarjlari sonucu gelisen Klinik bir durumdur. Merkezi sinir sisteminin en énemli
inhibitér nérotransmitteri olan gama aminobuitirik asit (GABA) ve GABA reseptorleri epilepsi
patofizyolojisinde sik¢a anilmaktadir. Noéronlarda GABA’nin inhibitdr etkisinin azalmasi
epileptik desarjlar meydana getirerek nébet olusmasina neden olmaktadir. GABA, GABA, ve
GABAg adl iki reseptor Uzerinden etkili olur. GABA reseptdrlerini kodlayan genlerde bir¢ok
tek nikleotit polimorfizmi tespit edilmistir. Bu ¢alismada ilk defa Tlrk populasyonunda GABA
reseptorlerinden A, B1 ve B2’nin genetik polimorfizmlerinin gérulme sikliginin PCR-RFLP
(polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) ydntemi ile
belirlenmesi ve bu polimorfizmlerle idiyopatik jeneralize epilepsi (IJE) arasinda bir iligki olup

olmadiginin arastiriimasi amaclanmistir.

Bu calisma kapsaminda Giilhane Askeri Tip Akademisi Néroloji Bélimi’'nce 196 (JE
hastasi, 109 psikojenik non-epileptik ndbet (PNEN) geciren birey ve 107 kontrol bireyden
alinan toplam 412 tam kan 6érneginden genomik DNA elde edilmis ve bu DNA’larda, GABAg>
geninde bulunan rs1999501, rs967932, rs3780428, rs944688; GABAg; geninde bulunan
G1465A, C59T; GABA, a1 geninde bulunan IVS11+15 A>G (rs2279020); GABA, 02 geninde
bulunan rs17852044 ve GABA, a3 geninde bulunan rs79829085 tek nuklotit
polimorfizmlerinin PCR ve restriksiyon endonukleaz enzim kesimleri yapilarak 412 érnegin
genotipleme calismalari tamamlanmis ve elde edilen sonuglar istatistiksel testler kullanilarak
hasta ve kontroller arasinda karsilastirilimis, bu polimorfizmler ile IJE arasinda iliski olup

olmadigi incelenmisgtir.

2. Genel Bilgiler

Epilepsi, tarihi eski ¢aglara kadar dayanan, hastanin islevselligi ve yasam kalitesini
etkileyen, yineleyici ndbetlerle karakterize bir hastaliktir. Epilepsi yol actigi bireysel yikim,
cevrenin yiuklenmesi gereken gorevler ve tibbi yardim harcamalarinin Ulke ekonomisine
getirdigi yik nedeniyle 6nemli bir saghk problemidir. Epilepside hastalida neden olan
molekiler mekanizmalarin ve genetik faktérlerin belirlenmesi, tanimlanan veriler 1s1ginda
yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirimesi agisindan dnemlidir (Baykan ve ark. 2004; Bolat,
2007).
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Epilepsi tum dunyada en yaygin gorulen norolojik hastaliklardan biridir. Noroloji
pratiginde cocukluk ve ergenlik ¢gaginda en sik, erigkinlerde ise beyin damar hastaliklarinin
ardindan ikinci en sik rastlanan hastaliktir (http://www.itfnoroloji.org/epilepsi/Epilepsi.htm).
Epilepsi gorilme sikhgi Ulkeler ve toplumlar arasinda buyuk farkhliklar gostermektedir;
gelismekte olan Ulkelerde, gelismis Ulkelere gbre 4-6 kat fazla gérilmektedir (Shorvon ve
Farmer 1988). Gelismekte olan ullkelerde yapilmis ¢alismalara goére ortalama aktif prevalans
binde 18,5tir (de Bittencourt ve ark. 1996). Gelismis Ulkelerde ise binde 4-10 olarak
verilmektedir (Hauser ve Hesdorffer, 1990). Turkiye’de epilepsi prevalansini belirlemeye
yonelik birgok calisma yapilmistir. Orta Anadolu’da yasamboyu epilepsi prevalansi %0,7
(sehir merkezinde %0,45, ilgelerde %0,87) olarak belirlenmistir (Guvener ve ark 1995).
Tarkiye ile Pakistan arasinda ortaklasa yurutilen bir ¢galisma sonunda orta Anadolu’da ve
Pakistan’da yasamboyu epilepsi prevalansi sirasiyla %0,70 ve %0,98 olarak belirlenmistir
(Aziz 1995). Yasamboyu epilepsi prevalansi Sivas’in sehir merkezinde %0,61 (Topalkara ve
ark. 1999) Alibaba bdlgesinde %0,93 (Topalkara ve ark. 1994), kirsal bolgelerinde ise %1,73
olarak belirlenmistir (Ozdemir ve ark. 1995). istanbulun Kiiclikcekmece bélgesinde
yasamboyu epilepsi prevalansi %0,78 olarak bildirilmigtir (Onal ve ark 2002). Bursa’'da
yuratllen bir c¢alisma sonunda aktif epilepsi prevalansi %0,85, yasamboyu epilepsi
prevalansi ise %1,22 olarak bulunmustur (Calisir ve ark 2006). Epilepsinin en seyrek
g6ruldigl Ulke olan Japonya’da prevalans binde 1,5 olarak bildirilmistir (Sato 1964). Epilepsi
prevalansinin en yuksek oldugu topluluk, Panama’nin kirsal bdlgelerinde yasayan Guaymi
yerlileridir. Bu toplulukta epilepsi gorilme sikhigi binde 57°dir (Gracia 1990). Hindistan’da
yapilan ¢alismalara gore kirsal alanlarda prevalans binde 2,2-9 arasindadir (Gourie-Devi ve
ark. 1995). Epilepsi prevalansi Pakistan’da binde 9,9 olarak bildirilmistir (Khatri ve ark. 2003).
Cin’de epilepsi prevalansi binde 3,5-4,8 arasindadir (Zhu ve ark. 2005).

Epilepsinin insidansi toplumdan topluma degismekle birlikte genellikle yilda yluzbinde
20-50 olarak bildiriimektedir (Pedley ve ark. 2000). Yasam boyu kimdlatif insidans ise
yaklasik %3 olarak saptanir ki bu farklilik epilepsinin bazi hastalarda gegici bir dogasi
olmasindan  kaynaklanmaktadir  (http://www.itfnoroloji.org/epilepsi/Epilepsi.htm).  Tum
dinyada yaklasik 50 milyon kisinin epilepsi hastasi oldugu tahmin edilmektedir. Epilepsiye
bagdli morbidite gelismis Ulkelerde binde 5-10 civarindadir (Sander, 2003). Epilepsiye
erkeklerde kadinlardan 1,0-2,4 kez daha sik rastlanir (Guvener 1995). Ailesinde epileptik
dyeler bulunan kisilerde epilepsi gelisme olasiligi daha ylksektir (Segmen, 2005).

Epilepsi siniflandirmasi konusu epilepsi uzmanlari tarafindan hala galigiimaktadir ve
ne yazik ki hala ideal bir siniflandirma yapilamamigtir. Epilepsiyle Savas Birligi'nin

(International League Against Epilepsy; ILAE) 1981 yilindaki siniflandirmasinda nébetler
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kabaca parsiyel, jeneralize ve siniflandirilamayan olmak Uzere G¢ ana gruba ayriimis ve
bunlarin alt gruplari olusturulmustur. 1989 yilinda ise Tablo 1’deki gibi siniflandiriimigtir
(Proposal for revised classification of epilepsies and epileptic syndromes, 1989).

Tablo 1. Epilepsilerin ve epileptik sendromlarin uluslararasi siniflamasi

I. Lokalizasyona bagh ( fokal, lokal,parsiyel) epilepsiler ve sendromlar

1.1. idyopatik (yasa bagh baslangig)
*Santrotemporal dikenli selim gocukluk ¢agi epilepsisi
*Oksipital paroksizmli gocukluk ¢agi epilepsisi
*Primer okuma epilepsisi

1.2. Semptomatik

*Temporal lob epilepsisi

*Frontal lob epilepsisi

*Parietal lob epilepsisi

*Qksipital lob epilepsisi

*Cocukluk ¢caginin kronik progresif epilepsia parsiyalis kontinuasi
*Spesifik faktorlerle uyarilan nébetlerle karakterize sendromlar

1.3. Kriptojenik

[I. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar

2.1. idyopatik (yasa bagh baglangig-yas sirasina gore siralanmistir)
*Selim ailesel yenidogan konvulziyonlari

*Selim yenidogan konvilziyonlari

*Sit cocuklugunun selim miyoklonik epilepsisi

*Cocukluk cagi absans epilepsisi (piknolepsi)

*Jlvenil absans epilepsisi

*Juvenil miyoklonik epilepsi (impulsif petit mal)

*Uyanirken gelen grand mal ndbetli epilepsi

*Dider jeneralize idyopatik epilepsiler

*Belirli aktivasyon ydntemleriyle uyarilan epilepsiler

2.2. Kriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)

*West sendromu (infantil spazmlar, Blitz-Nick-Salaam Kraempfe)
*Lennox-Gastaut sendromu

*Miyoklonik astatik ndbetli epilepsi

*Miyoklonik absansli epilepsi

2.3. Semptomatik

2.3.1. Spesifik olmayan etyolojili

*Erken miyoklonik ensefalopati

*(Supression-burst)' lu erken infantil epileptik ensefalopati
*Diger semptomatik jeneralize epilepsiler

2.3.2. Spesifik sendromlar

lll. Fokal veya jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsiler

3.1. Jeneralize ve fokal noébetli epilepsiler

*Yenidogan konvdilziyonlari

*Sit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi

*Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken-dalgali epilepsi
*Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner sendromu)

*Diger belirlenemeyen epilepsiler

3.2. Jeneralize veya fokal 6zelligi ayirdedilemeyenler (uykuda gelen grand mal nébet
olgulari gibi)
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IV. Ozel (6zgiin) sendromlar

4.1. Duruma bagh nobetler (Gelegenheitsanfaelle)
*Febril konvilztyonlar

*|zole nébet veya izole status epileptikus

*Akut metabolik veya toksik nedenlere bagl nébetler

Bu siniflandirmada kullanilan bazi terimlerin anlamlari su sekildedir.

o Jeneralize epilepsiler: Baslangictaki klinik ve EEG degisikliklerinin her iki beyin
hemisferini birden tuttugu jeneralize ndbetlerle seyreden epilepsilerdir.

o Lokalizasyonla iligkili (lokal,parsiyel,fokal) epilepsiler: Ndbet semiyolojisinin veya
inceleme bulgularinin lokalize bir kaynagi gosterdigi parsiyel ndbetlerle seyreden
epilepsilerdir. Bunlar beynin belli alanlarindan ¢ikan lokalize desarjlardir.

e Siniflandirlamayan nébetler: Hastanin bir arada veya ardi ardina hem fokal hem
jeneralize ndbetlerinin izlendigi ve EEG bulgularinin oldugu, fokal mi jeneralize mi
oldugu belirsiz epilepsilerdir.

e idiyopatik epilepsiler: Herediter yatkinlik disinda bir sebebi olmayan epilepsilerdir.

o Semptomatik epilepsiler: Sebebi bulunan epilepsilerdir.

o Kiriptojenik epilepsiler: Semptomatik oldugu disinuldigu halde sebep bulunamayan

epilepsilerdir (Segmen, 2005).

Epileptik ndbet bir semptomdur ve birgok kisi belirli kosullar altinda (hipoglisemi,
hipoksi, entoksikasyonlar, elektrolit bozukluklari gibi) bir epileptik nébet gegirebilir. Bu gibi
kosullar altinda ndbet gegiren hastaya epileptik hasta tanisi konulmamalidir. Bu tip ndbetlere
duruma bagli nébet denir. Ayrica epilepsi diginda gegici biling kaybi veya bozuklugu ile giden

degisik klinik tablolar oldugu unutulmamalidir.

Idiyopatik Epilepsiler: Epilepsi etiyolojisinde idiyopatik epilepsiler en genis yeri (%65)

tutar. idiyopatik adi altinda pek cok epilepsi siniflandiriimistir:  Bunlar bilinen bir nedeni
olmayan veya genetik olarak belirlendigi varsayilan ndbetleri anlatmada kullanilir. idiyopatik
sendromlara genelde bagka bir nérolojik disfonksiyon eslik etmez, gelisme basamaklari
normal ilerler, altta goésterilebilen herhangi bir patolojik slire¢ yoktur; nérolojik muayene ve
goruntileme normaldir. Nobetler gorece daha seyrektir ve tedaviye yanit daha iyidir. EEG
interiktal ddnemde normal temel aktivite gosterir. idiyopatik form genelde iyi bir prognoz
gosterir ve remisyon olasiligi vardir. Ailesel 6zellik genellikle dikkat geker; idiyopatik epilepsili
kisilerin akrabalarinda da idiyopatik epilepsi i¢in risk mevcuttur. Eger bir ebeveynde idiyopatik
epilepsi varsa gocugun riski 1/25, semptomatik epilepsi varsa gocuktaki risk 1/67°dir. Her iki
ebeveyn de etkilenmisse bu risk 1/25°'den yiksektir (Segmen, 2005).
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Idiyopatik _jeneralize epilepsi (IJE), genetik temeli olan, iyi prognoziu, EEG'de

karakteristik 3 Hz diken dalga paterni gorllen, yapisal bir beyin hastalidi ile iliskisi olmayan
sendromlardan olusmustur. IJE sendromlarinin ¢odunda kompleks kalitim paterni
gOsterilmistir (Segmen, 2005; Berkovic ve ark.1987; Greenberg ve ark. 1992). ILAE
siniflamasina gore IJE’ler baghgi altinda incelenen sendromlarin baglicalari sunlardir;

1) Selim ailesel yenidodan konvulziyonlari

2) Selim yenidogan konvulzuyonlari

3) Cocukluk ¢cagi selim miyoklonik epilepsi

4) Cocukluk ¢agi absans epilepsisi

5) Juvenil absans epilepsisi

6) Juvenil miyoklonik epilepsi

7) Uyanirken gelen JK nébetleri

8) Miyoklonik absansli epilepsi

9) Febril ndbet arti jeneralize epilepsi

Geriye kalan nedenler arasinda en sik gorllenler serebrovaskiler hastaliklar (%15),
serebral timorler (%6), alkolle iligkili ndbetler (%6) ve post travmatik nedenlerdir (%2)
(Sisodia ve Duncan 2004).

Yalanci epileptik nébetler (PNEN)

Yalanci epileptik ndbetler "psikojenik non-epileptik ndbetler (PNEN)” adiyla da anilan,
esas olarak epileptik olmayan, epileptik EEG bozukluklari ile birlikte olmadigi halde epileptik
ndbet benzeri gériinimde olan, ¢ogunlukla psikiyatrik kaynakli bir bozukluk olan Kklinik
durumlari anlatmak igin kullanilan bir tanimlamadir. Tedaviye direncli epilepsi 6n tanisi ile
uzmanlara veya merkezlere gonderilen hastalarin en az %20’sinin epileptik olmayan ataklar
oldugu ve bu hastalarin gereksiz yere arastirildigi ve gereksiz tedavi aldiklar bildiriimektedir
(Betts, 1990). Bazi prevalans hesaplarina goére 70 yasina kadar olan nufusta tekrarlayan
nobetleri olanlarin %2,5'inde yalanci epileptik nébet vardir (Scott, 1982). Bu rakamlar
yurdumuza uyarlandiginda yaklasik 1.200.000 yalanci nobet olusturmaktadir. Bu yalanci
nobetler icin gereksiz yere binlerce lira tutarinda arastirma-ilag vs. harcamasi yapildigi

dusunuldigiunde konunun vahameti ortaya ¢ikmaktadir (Varl, 1999).

Psikojenik nobetlerin iyi bir nobet gozlemi ile epileptik bir ndbetten ayirt edilebilmesine
karsin bu her zaman kolay dedgildir. Zira, yalanci epileptik nobetler izole olarak ortaya
cikabilecegdi gibi, epileptik bir hastada veya serebral bir bozuklugu olan hastada da ortaya

cikabilir (Lesser, 1985). Bu durumda ayirici tani ve gercek epileptik ndbetlerden ayirt
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edilmesi daha da zor olabilir. Epilepsi/yalanci epileptik ndbet ayriminda kullanilabilecek en
onemli laboratuvar yontemlerinden biri de iktal EEG kayitlaridir. Nobet esnasinda alinan
kayit olan iktal EEG sirasinda epileptik desarj kaydediimemis olmasi, kesinlikle epilepsi
tanisini reddettirir. Bu nedenle yalanci epileptik nobet tanisinda iktal EEG kaydi kesin taniyi
koyduracak bir yéntemdir. Ancak hastayl ndbet sirasinda yakalamak ve EEG kaydini almak

her zaman mumkun olamayabilir (Varli, 1999).

Epileptik ndbetlerin patofizyolojisi her zaman tam olarak bilinmemektedir. Ayrica tim
epilepsi nobetlerinde ayni patofizyoloji gecerli degildir. Konvdlstyonlarda belirli bir néron
grubu cesitli nedenlerle normalden daha fazla elektriksel aktivite gdsterebilir; bu hiicre
grubuna epileptojenik odak denir. Bu odaklarda zaman zaman olusan ¢ok gugliu elektrik
desarjlari hizla komsu hiicrelere yayilarak onlarin aktive olmasina neden olur (Apak ve ark.,
1986; Ozdamar ve Kumral, 1992). Néronal aktiviteyi arttiran her tirli faktor epileptojenik
olarak kabul edilir. Epileptojenik faktorler arasinda elektrolit denge bozukluklari,
norotransmitter yapim ve salinim bozuklugu, enzim-enerji metabolizmasi bozuklugu,
hipertermi, yapisal ve herediter faktorler sayilabilir. Epileptik desarjlarin baslamasinda rol
oynayan norotransmitterlerden biri de gama aminobditirik asittir (GABA) (Apak ve ark. 1986;
Menkes, 1995).

Tum epilepsilerin  %40-60'Inin  etiyolojisinde genetik faktorler rol oynamaktadir.
Ozellikle idiyopatik epilepsi sendromlarinda aile 6ykusinin pozitifligi semptomatik
epilepsilere oranla daha belirgindir. Ozellikle son yillarda genetikte kaydedilen biyiik
ilerlemeler sonucunda epilepsi genetidi ile ilgili bilgiler giderek artmaktadir. Epilepsiler, bir gok
sik rastlanan sistemik ve noérolojik hastalik gibi kompleks bir kalitim gdsterirler; bu nedenle
molekiler genetik ¢alismalar bu durumda gugtir. Ancak Ozellikle otomozomal dominant
gecis gosteren bazi epilepsilerin genetik temelleri son yillarda bulunmustur (Tablo 2). Su
anda bilinen ondan fazla epilepsi geninin ¢odu iyon kanal subunitelerini kodlamaktadirlar
(http://www.itfnoroloji.org/epilepsi/Epilepsi.htm; Lucarini ve ark., 2007). Monogenik kalitimla
gecen nadir epilepsi sendromlari voltaj kapili (sodyum, potasyum, klor kanallari) ve ligand
kapili iyon kanallarinin alt tiplerini kodlayan genlerdeki mutasyonlarla iligkili bulunmusgtur
(Ryan, 1999; Steinlein O.K., Noebels, 2000). Daha spesifik olarak bahsetmek gerekirse;
potasyum iyon kanali genleri KCNJ10 (Buono ve ark., 2004), KCNJ3 (Chioza ve ark., 2002),
KCNQ2 (Biervert ve ark., 1998, Singh ve ark., 1998), KCNQ3 (Singh ve ark., 2003) klorir
kanal geni (CLCN2) (Sander ve ark., 2000; Haug ve ark. 2003), sodyum kanali a1 alt Gnitesi
geni (Baulac ve ark. 1999; Moulard ve ark. 1999; Lopes-Cendes ve ark. 2000; Escayg ve
ark. 2000), sodyum kanali $1 alt tnitesi geni (Wallace ve ark. 1998; Wallace ve ark. 2001a,
b; Wallace ve ark. 2002), gama aminobutirik asit (GABA) tip A reseptér genleri (Wallace ve
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ark. 2001b; Olsen ve ark, 1999; Baulac ve ark., 2001; Cossette ve ark., 2002; Krampfl ve
ark., 2005) ve GABA tip B1 geni (Prosser ve ark., 2001; Schuler ve ark., 2001) idiyopatik

jeneralize epilepsi veya alt tipleri ile iligkili bulunmustur. Ancak, iyon kanali olmayan bazi

proteinlerdeki polimorfizmler de idiyopatik jeneralize epilepsi ile iliskili bulunmustur. Ornegin,

haptoglobin (Saccucci ve ark., 2004; Sadrzadeh ve ark., 2004; Langlois ve ark., 1996; Bottini
ve ark., 2002), asit fosfataz lokus 1 (ACP1) (Bottini ve ark., 2002) ve malik enzim 2 (ME2)
(Durner ve ark., 2001; Greenberg ve ark., 2005) polimorfizmleri ile idiyopatik jeneralize

epilepsi arasinda baglanti oldugu bulunmustur.

Tablo 2. Epilepsilerin Molekiiler Genetigine iliskin Ornekler
(http://www.itfnoroloji.org/epilepsi/Epilepsi.htm; Lucarini ve ark., 2007).

Gen Gen fonksiyonu Sendrom

KCNJ10 Potasyum kanali idiyopatik jeneralize epidepsi

KOOJ3 Potasyum kanali idiyopatik jeneralize epilepsi

KCNQ2 Potasyum kanali alt Gnitesi Selim ailesel yenidogan konvdilziyonlari
KCNQ3 Potasyum kanali alt Gnitesi Selim ailesel yenidogan konvdilziyonlari
SCN1B Sodyum kanali 31 subdinitesi JeneralizeDepilepsOOfebril nébet plus

SCN1A Sodyum kanali a1 subunitesi Jeneralize epilepsi febril ndbet plus 2

SCN1A Sodyum kanali a1 subunitesi Selim ailesel yenidogan konvdilziyonlari
SCN1A Sodyum kanali a1 subunitesi ari;;/;torﬁsr;c;)ri?erg:isg)SMEl) (St gocugunun agir
CLCN2 Klor kanali sublinitesi Cocukluk ¢agi absans epilepsisi ve febril nébet
GABRG2 GABAA reseptori y2 sublnitesi Cocukluk cagi absans epilepsisi ve febril nobet
GABRG2 GABAA reseptor y2 subunitesi Jeneralize epilepsi febril nébet plus

GABRAL1 GABA\ reseptori alsubiinitesi Febril nébet ve temporal lob epilepsisi
GABRA1 GABA\ reseptori alsubiinitesi Otozomal dominant juvenil miyoklonik epilepsi

Gama aminobiitirik asit (GABA)

Gama aminobdtirik asit (GABA)

norotransmitteridir (Sekil 1).

merkezi sinir sisteminin en Onemli inhibitor

Temel godrevi, sinir hucrelerinin hizli sekilde ateslenmesini

Onlemek ve bdylece sistemde asiri yuklemeyi engellemektir.

0]

NH
HO)]\/\/ 2

Sekil 1. Gama aminobdtirik asitin (GABA) yapisi
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Epilepsi etiyolojisinde GABA noérotransmitteri ve GABA reseptérleri sik¢ca anilimaktadir.
Noéronlarda GABA’nin inhibitér etkisinin azalmasi epileptik ndronlar Gzerindeki sinaptik
inhibisyonun kalkmasina ve daha kolay eksite olmalarina yol agcmakta, dolayisi ile epileptik
desarjlar meydana getirerek ndbet olusmasina neden olmaktadir. Epileptik bdlgelerde GABA
konsantrasyonu normalin 10 kati kadar azalmistir. Azalma hem GABA hem de GABA
reseptdrleri diizeyinde ortaya cikar. Bu nérotransmitter GABA, ve GABAg adli iki reseptdr
Uzerinden etkili olur (Rating ve ark., 1983; Petroff ve ark., 1996; Mahmoud ve ark., 1999).

GABA, reseptorii

GABA, reseptorti, CI" kanalini kontrol eden iyonotrop bir reseptordir. GABA
molekillerinin GABA, reseptdriine baglanmasiyla klor kanallari acilir ve hicre icindeki
negatif yik artar. GABA, reseptorlerinin 6 gesit o, 4 gesit B, 4 ¢esit y ve birer gesit 5, ¢, , 6
alt Unitesi vardir. Bu alt birimlerden bes tanesi farkli kombinasyonlarla bir araya gelerek
GABA, reseptérind olusturur. Beyinde bulunan GABA, reseptoru iki o, iki B ve bir y alt
Unitesinden olusmustur (a,B.y) (Baulac ve ark., 2001). Cok sayida baglanma yeri bulundugu
icin pek ¢ok ilag icin hedef bodlgedir ve pek ¢cok agonist ve antagonist aktivitenin bu bdlgeler
Uzerinde etkisi oldugu bilinmektedir. Anti-epileptik ilaglar da GABA, reseptdrlerin klorir kanal

kompleksini indUkleyerek etki gosterirler.

GABA norotransmitter iletim yolunda veya GABA, reseptorindeki bir aksakligin
epilepsiye yol actigi yillardir tahmin edilmesine ragmen bulgular ancak son 10 yilda gelmigtir.
GABA, reseptorleri ile epilepsi arasindaki iligkiye dair ilk kanit 2001 yilinda Baulac ve ark.

(2001) tarafindan yayinlanmigtir. Bu arastirmada Ug¢ nesildir jeneralize epilepsi febril nébet

plus (GEFS+) fenotipi gosteren bir ailede GABA4 reseptorinin y2 alt Gnitesinde bir mutasyon
bulunmustur. Bu mutasyon reseptérin 289. aminoasitinin lizin yerine metiyonin olarak
kodlanmasina neden olmaktaydi (Lys289Met). Bu mutasyonun GABA tarafindan aktive
edilen akimlarda azalmaya neden oldugu ortaya konmustur (Baulac ve ark., 2001). Wallace

ve ark (2001b) tarafindan gocukluk cagi absans epilepsisi ve febril nébet gorilen bir ailede

yapilan incelemede, GABA, y2 alt Unitesinin geninde 43. aminoasitin argininden glutamine
doénlsmesine neden olan bir tek nukleotit degisimi (245 numaral nikleotitte A-G donistimui)
tespit edilmistir. 43 numarali aminoasit olan arginin benzodiazepinin baglandidi bir bélgede
oldugu igin, bu mutasyonun GABA, y2 alt unitesinin benzodiazepin tarafindan

potansiasyonunun ortadan kalkmasi ile sonuglandigi bildirilmistir (Wallace ve ark., 2001b).

Jivenil _miyoklonik epilepsi gorilen Fransiz-Kanadali bir ailenin Uyelerinde yapilan

calismada GABA, reseptdr geninde 322. aminoasitin alaninden aspartata dénismesine
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neden olan bir mutasyon tespit edilmistir (Ala322Asp). Bu mutasyonun epilepsi hastasi 8 aile
Uyesininde oldugu ancak saglikh aile bireylerinde bulunmadigi agiklanmigtir (Cossette ve
ark., 2002). Bu amino asit degisikliginin reseptorun aktivitesini ciddi bicimde dugurdugu
belirtiimektedir (Krampfl ve ark., 2005). Hindistan’da yapilan bir ¢alismada ise juvenil
miyoklonik epilepsili 35 ailede bu mutasyon goésterilememistir (Kapoor ve ark., 2003). Daha
yakin zamanda yapilan, javenil miyoklonik epilepsili, Kafkas irkina mensup 54 ailede GABAA
a1 alt Unitesinin incelendigi calismada da herhangi bir mutasyon bulunamamigtir (Ma ve ark.,
2006).

Bir baska calismada ise GABA, reseptériniin a1 alt Unitesindeki 1VS11+15 A>G
(rs2279020) tek nikleotit polimorfizminin epilepsi igin risk faktéra oldugu bildirilmistir (Kumari
ve ark. 2010). Ancak bu ¢alismada herhangi bir epilepsi alt tipinden bahsedilmemistir.

GABA; reseptorii

GABAg reseptori G proteini ile K™ kanallarina baglanan transmembran metabotropik
bir reseptordir. Bu reseptor, K kanallarinin agilmasini tetikleyerek néronun hiperpolarize
olmasina neden olabilir. Bu durum sodyum kanallarinin agilmasini ve aksiyon potansiyelinin
baslamasini, dolayisi ile de norotransmitter salinimini engeller. Bu ylzden GABAg
reseptdrleri inhibitdr reseptoérler olarak bilinir. GABAg reseptoérleri ayni zamanda adenilil siklaz
aktivitesini dlslrerek hicrenin Ca® gegirgenligini azaltabilir. Bu reseptorler merkezi ve
periferik otonom sinir sisteminde bulunmaktadir. GABAg reseptoérlerinin B1 ve B2 olmak
Uzere iki alt tipi bulunmaktadir (Bettler ve ark., 2004). Bu iki reseptérin néron hicre zarinda
heterodimer seklinde birlestigi disinilmektedir. GABAg; alt Gnitesi GABA icin baglanma
bdlgesini icermekte (Pin ve ark., 2004), GABAg, alt Unitesi ise GABAg; alt Unitesinin
sentezlendikten sonra endoplazmik retikulumdan hicre zarina ulasmasini ve aktif hale

gelmesini saglamaktadir (Thuault ve ark., 2004).

Yiksek dozlardaki GABAg reseptoru antagonistlerinin  myoklonik ve tonik-klonik
kasilmalari tetikleyebildigi gozlenmistir (Badran ve ark., 1997). Ote yandan, GABAg
antagonistlerinin spontane olarak absans epilepsi nobeti gegiren l|h/lh letarjik farelerde
(Hosford ve ark., 1992) ve genetik absans epilepsili sicanlarda (Marescaux ve ark., 1992;
Liu ve ark.,, 1992) gorilen absans kasilmalari baskiladiyi ve agonistlerin ise absans
epilepsiyi siddetlendirdigi de gézlenmistir (Liu ve ark., 1992; Crunelli ve ark., 2002; Gervasi
ve ark., 2003; Snead ve ark., 1992). GABAg reseptor aktivitesindeki farkhliklar hem
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insanlarda hem de hayvanlarda absans turG epilepsi ile baglantil bulunmustur (Bettler ve
ark., 2004).

GABAg reseptorinin B1 alt tipi geni (GABAg;) 6. kromozomun p21.3 bdlgesinde yer
almaktadir. Bu boélge ayni zamanda idiyopatik jeneralize epilepsi i¢in bir yatkinlik odagi

(EJM1) icermektedir. GABAg; reseptérinin jeneralize epilepsi olusumundaki rolind

arastirmak icin Prosser ve ark. (Prosser ve ark., 2001) tarafindan gen hedefleme yontemi ile
GABAg; reseptoru cikariimis (knockout) fareler Uretilmistir. Bu farelerin beyinlerinde sinaps
Oncesi ve sinaps sonrasi tum GABAg reseptor faliyetlerinin yok oldugu goértlmistir. Bu
gozlem, GABAg; alt Unitesinin tim GABAg reseptor faliyetleri igin elzem oldugunu ortaya
koymustur. GABAg; reseptori ¢ikarilmis fareler dogduklarinda normal olsalar da, 4. haftadan
itibaren gelisimleri duraklamis, jeneralize epilepsi gelisimi gézlenmis ve sonugta bu fareler

Olmustar (Prosser ve ark., 2001).

Deneysel temporal lob epilepsisi olan rodentlerde yapilan calismalarda GABAg;

reseptorinin roli olduguna dair kanitlar bulunmustur. Schuler ve ark. (2001) GABAg;
reseptori genetik olarak c¢ikariimis (knockout) farelerin, spontane epileptik ndbetlerle
karakterize insan temporal lob epilepsi hastaligina benzer belirtiler goésterdigini ortaya

koymustur (Schuler ve ark., 2001).

GABAg; reseptor genindeki G1465A tek nikleotit polimorfizmi ile temporal lob epilepsi

arasindaki iliski yodun olarak calisilmistir. G1465A, GABAg;: reseptdr geninin kodlayan
bdlgesinde, 7. eksonda yer almaktadir. Bu tek nukleotit degisikligi, amino asit dizisinde 489.
pozisyonda glisin yerine serin eklenmesine neden olur. 489. amino asit, reseptorin alt
Unitelerinin birlesmesi icin gerekli olan N-ucunda hiicre digi boliminde yer almaktadir,
dolayisi ile reseptérin liganda baglanmasini etkileyebilir. Temporal lob epilepsi ile G1465A
polimorfizmi arasindaki iligkiyi inceleyen bir¢ok ¢alisma vardir. Gambardella ve ark. (2003)
tarafindan yapilan ilk galismada, italya’da 141 temporal lob epilepsi hastasi ve 372 kontrolde
GABA B1 reseptorindeki G1465A polimorfizmi incelenmis, GABA B1 G1465A
polimorfizminin mezial temporal lob epilepsisi (MTLE) icin yatkinhdi artirmakla kalmayip ayni
zamanda hastaligin derecesini de etkiledigi bildiriimistir (Gambardella ve ark., 2003). Bu
sonuglari destekleyen bulgular Kauffman ve ark. (2008) tarafindan 2008’de yayinlanmistir.
Hipokampal sklerozu (HS) bulunan Arjantin’li 102 mesial temporal lob epilepsi hastasi ve 71
kontrol Uzerinde yapilan ¢aligma sonucunda GABAg; reseptorinin G1465A polimorfizmini
heterozigot olarak tasiyan bireylerin digerlerine gére MTLE-HS olma riskinin 10 kat fazla

oldugu ortaya konmustur. Bulunan bu pozitif sonuglara ragmen, 2005-2006 arasinda
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yayinlanmis 7 ¢alismada (Ma ve ark., 2005; Cavalleri ve ark., 2005; Stogmann ve ark., 2006;
Salzmann ve ark., 2005; Tan ve ark., 2005; Ren ve ark., 2005; Wang ve ark., 2008) ise
GABAg; G1465A polimorfizmi ile TLE arasinda baglanti bulunamamisgtir.

GABAg; reseptdr genindeki G1465A polimorfizmi ile temporal lob epilepsi arasindaki

iliski cok yogun c¢alisiimis olmasina ragmen bu polimorfizm ile idiyopatik jeneralize epilepsi

arasinda bir baglanti olup olmadigi ile ilgili sadece iki klinik ¢calisma vardir. Bu ¢alismalarin
ilkinde Peters ve ark. (1998) tarafindan juvenil miyoklonik epilepsi hastalarinda GABAg;
geninin kodlayan bdlgesinde mutasyon taramasi yapilmistir. Amino asit degisikligine de yol
acan iki mutasyonun (C59T ve G1465A) tim hastalarda bulundugu bildirilmistir. Ancak, ayni
mutasyonlarin epilepsisi olmayan aile Uyelerinde de bulunmasi nedeniyle bu amino asit
varyasyonlarinin idiyopatik jeneralize epilepsiye yol agmadigina karar verilmistir. Ikinci
calismada ise, Sander ve ark. (1999) GABAg; reseptér geninin 1a1, 7 ve 11 nolu
eksonlarinda bulunan C59T, G1465A ve T1974C tek nukleotit polimorfizmlerini juvenil
miyoklonik epilepsili ve idiyopatik absans epilepsili hastalarda incelemistir. Sonugta, GABAg;
reseptérinun varyantlari ile ¢alisilan idiyopatik jeneralize epilepsi tipleri arasinda bir baglanti

bulunamamigtir (Sander ve ark., 1999).

Ote yandan literatiirde GABAg, reseptériiniin epilepsi ile iliskisini inceleyen sadece bir
¢alisma vardir (Wang ve ark., 2008). 2008 yilinda Wang ve ark. Cin populasyonunda 318
mezial temporal lob epilepsi hastasi ve 315 kontrol Gzerinde yaptiklari bir calismada GABAg,
reseptdr geninin intron boélgelerinde bulunan rs1999501, rs967932, rs3780428 ve rs944688

tek nikleotit polimorfizmlerini incelemiglerdir. Bu polimorfizmlerin transkripsiyon sonrasi én-

mRNA’dan intronlarin ¢ikarilip eksonlarin u¢ uca eklenmesi sirasinda farklh mRNA’larin
olusmasina, dolayisi ile GABAg, reseptdrinin fonksiyonunda farkliliklara neden olabilecegi
disunulmastir. Bu calismada GABAg, reseptorinin rs967932 A alelinin mezial temporal lob
epilepsi riskini artirdid1 bildirilmistir (Wang ve ark., 2008). Bu polimorfizmlerden herhangi
birinin idiyopatik jeneralize epilepsi igin risk faktori olup olmadigi ise hi¢ galisiimamis bir

konudur.

GABA reseptorlerini kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin gorilme sikligi toplumlar
arasinda farkliliklar géstermektedir. Ornegin, GABAg, rs3780428 A alelinin frekansi bir Cinli
populasyonunda 0,042 iken, Afrika’nin Sahra bdlgesindeki bir poptulasyonda 0,817°dir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Turk populasyonunda ise GABAA, GABAg; ve GABAg;
reseptorlerinin genetik polimorfizmleri daha dnce hi¢ calisiimamistir; dolayisi ile Turk

populasyonunda bu polimorfizmlerin gérilme sikligi bilinmemektedir.
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Bu nedenlerle bu calismada Turk popullasyonunda idiyopatik jeneralize epilepsi
hastalarinda ve saglikhi kontrollerde GABA reseptorlerinden A, B1 ve B2'yi kodlayan
genlerdeki bazi genetik polimorfizmlerin gorulme sikliginin PCR-RFLP (polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism) yontemi ile incelenmesi ve bu
polimorfizmlerle idiyopatik jeneralize epilepsi arasinda bir iligki olup olmadiginin arastiriimasi
amagclanmistir. Bu galismada ayrica GABA reseptoér genlerindeki polimorfizmlerin yalanci

epileptik ndbetlerin ayirici tanisindaki rolt arastirilacaktir.

3. Gereg ve Yontem
3.1 Ornekleme ve kanlarin toplanmasi

Proje dnerisinde bu calismaya 200 IJE hastasi, 100 PNEN geciren birey ve 100 kontrol
birey dahil edilmesi planlanmisti. 1 yillik siire igerisinde GATA Néroloji Klinigine 196 IJE
hastasi bagvurmus, dolayisi ile hasta sayisi 200 rakamina ¢ok yaklagsmistir. Daha 6nce proje
Onerisi B plani bashgdi altinda da belirtmis oldugumuz gibi minimum 100 hasta elde
edildiginde calismada elde edilen sonuglar (teorik olarak) istatistiksel olarak sunulabilir
nitelikte olacaktir. Kontrol gruplarinda ise sayl ydnunden problemle karsilasiimamis,
hedeflenen 100 rakami gegilerek 107 PNEN ve 109 bayilma yakinmasi olmayan kontrol birey

calismamiza dahil edilmistir.

196 IJE, 107 PNEN ve 109 kontrol bireyden antikoagulan (EDTA) igeren tiiplere alinan
kan 6rnekleri ODTU Biyoloji Bolimi’ndeki laboratuvarimiza getirilerek DNA izolasyonu
yapilana kadar -20°C’de saklanmigtir. Kan 6rnekleri toplanirken nérolojik muayene bulgusu
olan vel/veya serebral gorintileme yontemlerinde intrakranial patolojisi bulunan hastalar
calisma digi birakilmistir ve tim hastalarin ndbet semiyolojisine ait bilgileri (aile hikayesi,
hastaligin baglangic zamani, ne kadar sik nobet gecirdigi, ortalama nobet suresi, ila¢

kullanimi, ilaglardan fayda goértp gérmedigi) kaydedilmigtir.

3.2 DNA izolasyonu ve DNA’nin kalitatif ve kantitaif analizleri

Tam kan 6rnekleri ODTU Biyoloji Bélimi’ndeki laboratuvarimiza getirilerek DNA
izolasyonlari, Lahiri ve Schnabel (1993) tarafindan tarif edilen DNA izolasyonu metodunun

laboratuvarimizda daha 6nce modifiye edilmis hali kullanilarak yapilmistir. Kisaca, DNA
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izolasyonu igin 500 pL tam kan ile KCI, EDTA ve MgCl, iceren pH 7.6 da tamponlanmis Tris-
HCI solisyonu (TKEM) karistirilip ve Triton X-100 eklendikten sonra tupler hafif hareketlerle
calkalanarak hcrelerin parcalanmasi saglandi. Tupler oda sicakhiginda santrifijlendikten
sonra supernatant atildi, pellet iki kez daha TKEM solusyonu ile yikanip, TKEM icinde
¢6zuldl. Sodium dodecyl sulfate (SDS) eklendikten sonra 58°C’de 10 dakika inkibe edilip,
soguk ve doymus NaCl ¢ozeltisi ile ekstraksiyonu yapildi; boylece proteinler organik fazda
ayrilirken genomik DNA da sivi fazda toplandi. Tupler santrifijlenerek proteinlerin pellete
cOkmesi saglanip, pellet atildi. Sivi fazdaki DNA %100’lik saf alkol ile ¢okturildi ve pH

8.0'de tamponlanmis Tris-EDTA sollisyonunda ¢oziillp, saklandi.

DNA izole edildikten sonra, kalilatif ve kantitatif analizleri yapildi. Kantitatif analiz icin
izole edilmis olan DNA’nin 260 nm’deki abzorbansi Shimadzu UV160-A spektrofotometre ile
(Shimadzu Corporation, Analytical Instruments Division, Kyoto, Japan) olclldi. DNA

konsantrasyonu su formil kullanilarak hesaplandi:
Konsantrasyon (ug/mL) = Abzorbans sonm X 50 (Hg/mL) x Seyreltme Faktoru

izole edilen genomik DNA'nin saflik ve bitinlik agisindan kalitatif analizi icin iki
yontem kullanildi. Saf olup olmadigini anlamak igin dncelikle izole edilmis DNA érneginin
280 nm’deki abzorbansi olclldli. Daha 6nce kantitatif analiz icin 260 nm’de dlgllen
abzorbansi, 280 nm’deki abzorbansina bdlindiginde (Azso/Azg0) elde edilen deder 1,8 ise
DNA'nin saf oldugu dusindldl. Aseo/Azgo oOrani 1,8'den yiksekse RNA kontaminasyonu,
duslikse protein kontaminasyonu oldugu disindldi. DNA’nin butinligu ise agaroz jel
elektroforezi ile incelendi. Etidyum bromir iceren % 0,5 agaroz jeli, yatay agaroz jel
elektroforez Unitesinde hazirlandi, 5 yL DNA 6rnegi bromofenol mavisi igceren yikleme
tamponu ile karistirilip, jelin deliklerine yuklendi. Tankin kapagi kapatilip jel 100 Voltta 45 dk.
yurutaldd. Jel UV 1s1d1 altinda Vilber Lourmat Gel Imaging System (Marre La Vallee, Cedex,
France) kullanilarak goruntilendi ve Bio-Capture (Version 99.03) bilgisayar yazilimi yardimi
ile fotografi ¢ekildi. Agaroz jelde saf DNA &rneklerinin tek bir bant olarak gérindigu, RNA ile
kontamine olmus Orneklerin ise iki bant verdigi bilinmektedir. Yayilmig, bulanik gorinen bir

bant ise DNA'nin kirildigini gosterir.

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Her bir epilepsi hastasi ve kontrolden elde edilen genomik DNA kullanilarak ayri bir
PCR karisimi hazirlandi. Reaksiyon ortami kalip DNA, dNTPler, MgCl,, Tag DNA polimeraz,

uygun tampon c¢Ozeltisi, apirojen steril su ve c¢ogaltilacak bdlge icin 6zel primerleri
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icermektedir. Bu calisma kapsaminda, bugine kadar optimizasyon calismalari basari ile
tamamlanan GABAg; rs1999501, rs967932, rs3780428, rs944688; GABAg; G1465A, C59T;
GABA, a1 IVS11+15 A>G (rs2279020); GABA, 02 rs17852044 ve GABA, a3 rs79829085
tek niklotit polimorfizmlerinin belirlenmesi igin kullanilan primerlerin sekansi, PCR sirasinda
primerlerin kalip DNA’ya yapismasi i¢in uygulanan sicakhk (T,,), PCR Urinini kirmak igin
kullanilan restriksiyon endonukleaz enzimi ve kirilma Urunlerinin uzunlugu Tablo 3'de

verilmektedir. Bu bdlgelere ait optimizasyon kosullari ilerde daha ayrintili anlatiimaktadir.

Tablo 3. GABA, a1, GABA, 02, GABA, a3, GABAg; ve GABAg, nin genetik polimorfizmlerinin
belirlenmesi; primerlerin sekansi, PCR sirasinda primerlerin kalip DNA'ya yapismasi icin
uygulanan sicaklik (T,), PCR Grindnd kirmak icin kullanilan restriksiyon endonukleaz enzimi

ve kirilma Urdnlerinin uzunlugu

PCR- Er?rq\ Restriksiyon Kirilma
Gen SNP Primerler Tm o Sty tirtinlerinin
o uzunlugu| endoniikleaz o
(°C) uzunlugu (bg)
(bg)
GABA, | IVS11+15 | F5SGCTATGGATTGGTTTATTGCCGTG
o Al ASG TG3 60.0 165 Avall 141+24
(rs2279020)| R5'ATAATATTGATGTACTACAGG*GAC3'
GABA, F5'’ACAGCAGAGTCCCATCATCCTGAA3'
a2 rs17852044| p5AGCTTATCCCCTCTCCAAGCAGCS | 20 538 Satl 456+61+21
GABA, F5'CTTGCCATTGTGGAAGAAGG3'
a3 rs79829085 | p5 GGCACTATGAGCCCTTACCAS 60 202 Hpall 172+30
G1465A | F5AACAGTAACACAAACCATCC3
(rs1805057)| R5'GCATGTTTGTAGAAGGTGCC3' 58.01 44l Eagl 258+183
GABAg;
C59T F5'GGGTGCGGGCCGCGCCGS .
(rs1805056)| F5'AGAAATGAGGAGATGCAGGS' %80 213 Hin6l | 97+11425+67+12
F5TTCTCTAACTCCAGGTCCAAS'
s1999501 | o O e o o A 56.0| 370 BsaAl 2214149
F5’AGAACGGGCTCCAACTAAAAY’
8967932 | [ s e oA A 585| 348 ScrFl 282+66
GABAs,
F5'AGACTTTCATCTGGGCTCAA3
rs3780428 R5'AAACTTGGCTGATGCTTGGTS' 55.5 255 Sau96l 156+99
F5'CCTAATGTCTGCTATCACCAS’
S944688 | foo e ATy | BLO| 137 Hpal 224115

* Avall icin tanima bolgesi olusturmak igin eklenmistir.
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GABA, reseptorunin a1 alt Gnitesini kodlayan gendeki IVS11+15 A>G (rs2279020) tek
nukleotit polimorfizminin belirlenmesi icin kullanilan primer dizisi Kumari ve ark. (2010)
yayinindan alinmistir. GABAg; genindeki G1465A ve GABAg; tek nikleotit polimorfizmleri igin
kullanilan primerlerin dizileri Wang ve ark (2008) tarafindan yayimlanmis olan makaleden
alinmistir. GABAg; genindeki C59T tek nukleotit polimorfizminin belirlenmesi icin kullanilan
primer dizisi Peters ve ark. (1998) yayinindan alinmistir. GABA, reseptérinin a2 ve a3
Unitesini kodlayan genlerdeki tek nukleotit polimorfizmleri icin kullanilan primer dizileri
tarafimizca dizayn edilmistir. GABA, 02 ve a3 genindeki tek nikleotit polimorfizmlerine
Ensembl veritabanindan bakilarak, aminoasit degisikligine yol acan ve RFLP teknigine uygun
olarak restriksiyon enzimi bulunan, sirasiyla rs17852044 ve rs79829085 secildi. Uygun
restriksiyon enzimi NEB Cutter programi kullanilarak belirlendi. Primer dizayni da NCBI

veritabanindaki Primer-Blast programi kullanilarak yapildi.

Reaksiyon ortaminda kullanilan primerlerin, MgCl;'nin, dNTP’lerin, Taq polimerazin

ve kalip DNA'nin miktar1 Tablo 4’de verilen konsantrasyonlar denenerek optimize edildi.

Tablo 4. Polimeraz zincir reaksiyonu optimizasyonu i¢in denenmis MgCl,, dNTP, primer,Taq

DNA polimeraz ve DNA konsantrasyonlari.

Stok konsantrasyonu | Son konsantrasyon

MgCl, 25 mM 0.25 mM - 0.50 mM - 0.75 mM -
1.00 mM - 1.25 mM - 1.50 mM -
1.75 mM - 2.00 mM

dNTP 10 mM 100 pM- 200 pM- 300 uM

Primerler 10 pmol/pL 0.2 pmol- 0.8 pmol- 3 pmol- 5
pmol

Taq DNA polimeraz | 5 u/uL 15u-2u-25u-3u

DNA degisken ~200 ng

Ayrica amplifikasyon kosullari da optimize edildi. PCR reaksiyonu igin
laboratuvarimizda bulunan Eppendorf Mastercycler (Hamburg, Germany) kullanildi. ilk
etapta, primer dizilerinin verildigi kaynak makalelerde verilen amplifikasyon kosullarindan
baslayarak, bu programdaki basamaklarin sureleri ve uygulanacak sicaklik gibi
parametrelerde degisiklik yapilarak en dizgiun PCR bantini veren en uygun amplifikasyon

programlari belirlendi.
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PCR sonucunda elde edilen DNA’lar agaroz jel elektroforez yontemi ile incelendi. Bu
amacla, elde edilmesi planlanan PCR bantinin buyukliginu goérmemizi saglayacak
yogunlukta bir agaroz jel (% 2) hazirlandi. PCR urUnlerinin éngdrulen buydklida Tablo 3'de
verilmektedir. PCR drundnidn 8 plL’si bromofenol mavisi iceren bir yikleme tamponu ile
karistirilarak jele yuklendi. Ayni zamanda 50-1000 b¢ arasinda bantlar veren bir DNA
belirteci (DNA ladder) de jele yiklendi, bdylece elde edilen bantin blyUkliglu tahmin
edilebildi. Tablo 3'de verilen uzunlukta tek bir bant elde edildiginde PCR basarili olmus
sayllip, bir sonraki asamaya, PCR Uurininin restriksiyon enzimiyle kiriimasi asamasina
gegcildi.

GABAg, GABAg;, GABA, a1, GABA, a2 ve GABA, a3 genlerindeki tek nukleotit
polimorfizmlerinin belirlenmesi icin belirlenenen en uygun optimizasyon kosullari ve yapilan

PCR islemleri asagida daha detayl anlatiimaktadir.

3.3.1 GABAg; rs1999501 Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

rs1999501 tek nikleotit polimorfizmini igeren bdlgeyi c¢ogaltmak igin kullanilan
primerlerin baglandigi bazlar ve restriksiyon enziminin tanidigi bazlar Sekil 2’de

gOsterilmistir.

CGTTTCCTAATTAGCTGTCAGTAAGCCTCCCCACATATGCAGGTGTGACATTTTTAA
AAGTCAGGGTCACAAACACAAAGTGTACTCGGGCTGCCGATCAGGAGAGGGGTG
CTCTTTTCTGCAGGTTTGTGCAAATATCACATGTTGGCAGCCCTTCTCCGGGGGTG
GGGGCTGGATCGCCCTCTTAAGAGATACCAAACTCCAACTACAGTGTGCCACCAAG
CCATCGCCACTCCTTTCCATTCCACATTTGTGGGGCACATTGGTTCAACATTGGCT
GGGCGCCTGAGCTAGGTAGGGGAAGATGAGATGGGTAAGACTGGGTCCTTGCTC
TCATGGGATTTATAATGTGGAGTGGGTGAGAGACATGGAAATAATTTAGCAACATG
TAGTAAATGGTGTAATGGAGGGITGGACCTGGAGTTAGAGAATATTCATTCATCCC
ATAAACGCACCCTGGGTGATGAAGAACCAGGTCTCATGGTAGATGCTGAAGACGCA

Sekil 2. GABAg, geninin rs1999501 tek niikleotid polimorfizmi iceren boélgesinin ¢ogaltiimasiyla elde
edilen sekansi. ileri ve geri primerler koyu renkli ve alti cizili olarak, BsaAl restriksiyon enziminin
tanididi ve kestigi bolge sari renkli olarak ve polimorfik nikleotid de kirmizi renkli olarak belirtiimistir.
(Sekans http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmigtir).

Optimizasyon sonucunda, rs1999501 bdlgesi icin reaksiyon ortaminda 0.75 mM
MgCl,, 100 pM dNTP, 1 pmol/uL primer, yaklagsik 200ng kalp DNA ve 3u Tag DNA
polimeraz kullaniimasinin ve Tablo 5’deki gibi bir dongu programi uygulanmasinin en dizgun
sonuglarin elde edilmesini sagladigi belirlenmigtir. Elde edilen PCR trtna Sekil 3’deki %2’lik

agaroz jel elektroforez fotografinda 370 bg¢'lik bir bant seklinde goértlmektedir.
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Tablo 5. GABAg, rs1999501 tek nukleotit polimorfizmini

amplifikasyon programi

galismak icin kullanilan

} 30 dongu

ilk denaturasyon 95 °C 5 dk.
Denatlirasyon 95 °C 30 sn.
Primer baglanmasi 56 °C 30 sn.
Sentez 72°C 30 sn.
Son uzama 72°C 10 dk.

500 by
400 by

300 by
250 by

370 by

Sekil 3. GABAg, geninin rs1999501 tek nikleotit polimorfizmini igceren PCR drinin agaroz jel

elektroforez goriintisu

3.3.2 GABAg, rs967932 Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir

Reaksiyonu

GABAg, rs967932 tek nikleotit polimorfizmini iceren bdélgeyi ¢ogaltmak icin kullanilan

primerlerin baglandigi bazlar ve restriksiyon enziminin tanidigi bazlar Sekil 4’te gdosterilmigtir.

CATGGGCAACTGCAGTTCCCACTGGGCACTCGGAGGGGAGAGGGAGCTGAGATAT
TCACCCACCAACCCTGCCAGCCACTGCTGTGAGATCCTAGCAGAGGGAAATTGCC
AGGGCAGCATGCAACGGCATAGAGAGTGCCCAAGAGCGATGGATGGGGCAGCGAC
AGGGGTGGCTACACAGGTTCTAGACAAAAGTCATTTCCTCCATGGAATCTGCTTTTC
TGCTCTGCCATGCTCAATACTCACGTGCCCACACAGGCACACAGAGGTGTCATGGT
TCCAGTTGCATAGTGGACATTCTTTCCACTGTCTTTGTTCCTGAAATTCACTGATAGA
AAGATTTTAAGAGAGAAGAGAGCCTATTCTGCCTTTATTTITAGTTGGAGCCCGTTCTT

TTCTTT
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Sekil 4. GABAg, geninin rs967932 tek nikleotid polimorfizmi iceren bolgesinin ¢ogaltiimasiyla elde
edilen sekansi. ileri ve geri primerler koyu renkli ve alti gizili olarak, ScrFl restriksiyon enziminin
tanidigi ve kestigi bolge sari renkli olarak ve polimorfik niikleotid de kirmizi renkli olarak belirtiimistir
(Sekans http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmistir).

Optimizasyon sonucunda, rs967932 boélgesi icin reaksiyon ortamina 1.0 mM MgCl,,
100 pM dNTP, 1 pmol/uL primer, yaklasik 200ng kalip DNA ve 3u Tag DNA polimeraz
konularak, termal déngu cihazinda Tablo 6’da verilen sekilde bir amplifikasyon programi
uygulanmasi en uygun kosullar olarak belirlendi. Sire sonunda elde edilen PCR urinu
agaroz jel elektroforezinde yurutulerek Sekil 5’deki 348 bg’lik bant elde edilmigtir.

Tablo 6. GABAg, rs967932 tek nukleotit polimorfizmini galismak icin kullanilan amplifikasyon

programi

ilk denaturasyon 95 °C 5 dk.
Denatlirasyon 95 °C 30 sn.
Primer baglanmasi 58.5 °C 30 sn. 30 déngii
Sentez 72°C 30 sn.
Son uzama 72°C 10 dk.

——
———
500 bg—=
400 b - -
2 D = D I S D e e — —— — 348 bg
300 bg T
250 b T
-
-

Sekil 5. GABAg, geninin rs967932 tek nikleotit polimorfizmini iceren PCR drinin agaroz jel

elektroforez gorintusi
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3.3.3 GABAg, rs3780428 Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir

Reaksiyonu

GABAg, rs3780428 tek nukleotit polimorfizmini iceren bdlgeyi c¢ogaltmak icin
kullanilan primerlerin baglandigi bazlar ve restriksiyon enziminin tanidigi bazlar Sekil 6'da

gOsterilmistir.

TGCAGAAAAACTTGGCTGATGCTTGGTTAAGAGAAAAGGGCATTTCTTCATTTTTTC
AAAAAACTTGAGATTTTCTGACCTATTCAGACTGGCCTTCCACTAGNGGCCAACTCAT
TTCTTCAGGGAACACCATTCAGGAGGAATACAGCATGGATGGTGCCCCTGGGGCTG
AGCTCTCCTGTCGTCTTTAGATGGCAGATGCTTCATGACAGCTGCTAAAAGCCCTCA
GCATTTTCCTTAAGTITGAGCCCAGATGAAAGTCTGAGGGTTTATCCTCAGGTGCTTT
TCCCACTCATGTTATT

Sekil 6. GABAg, geninin rs3780428 tek nikleotid polimorfizmi iceren bdlgesinin ¢ogaltiimasiyla elde
edilen sekansi. ileri ve geri primerler koyu renkli ve alti ¢izili olarak, Sau96! restriksiyon enziminin
tanidigi ve kestigi bolge sari renkli olarak ve polimorfik nikleotid de kirmizi renkli olarak belirtiimistir
(Sekans http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmistir).

GABAg, rs3780428 bolgesi igin yapilan optimizasyon calismalari sonunda PCR
reaksiyon ortami igin en iyi kosullar 0.75 mM MgCl,, 100 uM dNTP, 0.6 pmol/uL primer,
yaklasik 200ng kalip DNA ve 3u Taq DNA polimeraz olarak belirlendi. Kullaniimasina karar
verilen amplifikasyon kosullari da Tablo 7’de verilmektedir. Sonucgta, Sekil 7’deki %2’lik

agaroz jel elektroforez fotografindaki 255 b¢’lik bant elde edilmistir.

Tablo 7. GABAg, rs3780428 tek nukleotit polimorfizmini ¢alismak icin kullanilan

amplifikasyon programi

ik denaturasyon 95 °C 5 dk.
Denatlirasyon 95 °C 30 sn.
Primer baglanmasi 55.5°C 30 sn. 30 déngt
Sentez 72 °C 30 sn.
Son uzama 72 °C 10 dk.
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500 bg
400 bg

300 bg

255 bg 250 bg

Sekil 7. GABAg, geninin rs3780428 tek nukleotit polimorfizmini iceren PCR uriinin agaroz jel

elektroforez goérintisi

3.3.4 GABAg, rs944688 Tek Nikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir

Reaksiyonu

GABAGg, rs944688 tek nukleotit polimorfizmini iceren boélgeyi ¢ogaltmak igin kullanilan
primerlerin baglandigi bazlar ve restriksiyon enziminin tanidigi bazlar Sekil 8’de

gOsterilmistir.

CTGCACTCCAACCTGGAGGATGAAGCGAGACCCTGTCTCTTAAAAAAAGA
AAATAATAAATGAAATAAATAAATCAATAAACAAATCCTAATGTCTGCTA

TCACCACAATTTAATTTTTTAAAGGACATAAGAAGGAAGGAGGAGGAGGG
AAGGGAAGGCACCATCTCAAAGTGAAGGGTGTTCTTTAAAACAACAAAGT
CAG*CTCTGTTAAAAACTTACCCTTATTTTCCTCAGGGCACCATGGTCTCT

Sekil 8. GABAg, geninin rs944688 tek nikleotid polimorfizmi igeren bdlgesinin ¢ogaltiimasiyla elde
edilen sekansi. ileri ve geri primerler koyu renkli ve alti ¢izili olarak, Hpal restriksiyon enziminin
tanididi ve kestigi bolge sari renkli olarak ve polimorfik nukleotid de kirmizi renkli olarak belirtilmistir
(Sekans http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmistir).

Optimizasyon sonucunda, rs944688 bolgesi i¢in reaksiyon ortamina 1.5 mM MgCl,,
100 pyM dNTP, 1.0 pmol/uL primer, yaklagik 200ng kalip DNA ve 3u Taq DNA polimeraz
konularak, termal déngi cihazinda Tablo 8de verilen sekilde bir amplifikasyon programi
uygulanmasi en uygun kosullar olarak belirlendi. Sonugta, Sekil 9'daki %Z2’lik agaroz jel

elektroforez fotografindaki 137 b¢’lik bant elde edilmistir.
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Tablo 8. GABAg, rs944688 tek nikleotit polimorfizmini calismak icin kullanilan amplifikasyon

30 dongu

programi
ik denaturasyon 95 °C 5 dk.
Denatlrasyon 95 °C 30 sn.
Primer baglanmasi 51°C 30 sn.
Sentez 72°C 30 sn.
Son uzama 72°C 10 dk.

137 bg

250 bg
200 bg

150 bg

100 bg

50 bg

Sekil 9. GABAg, geninin rs944688 tek nukleotit polimorfizmini iceren PCR drunin agaroz jel

elektroforez gorintisu

3.3.5 GABAg; G1465A Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

G1465A tek nikleotit polimorfizmini iceren bdlgeyi ¢odaltmak icin kullanilan primerlerin

baglandigi bazlar ve restriksiyon enziminin tanidigi bazlar Sekil 10°da gosterilmistir.

AAGAAGTAACTGAGAAAAACAGAGAATGCATGTTTGTAGAAGGTGCCTCTTGGGAG

TCTCTCTCAAGATTGGGAAGACAGGGGAGTATGAAGGAAGTTTTAACTCACAGAGAC
ACCCTCAAAGGACGAAGAGTTCATTGCCCGGTAGATTTGGTCGGTAATGGTCTGGTT
GTTGTAGTTGAAGTCCTCCAGGCGCACACCAGAACGGCCGCCTCCTCCAGATGTCT
TGTTCAGGGCCAGTGCCAAGGCCCAGATGGCATCATAGGCCAGCGGTGCCTCCTG
GAAGCCTCCTGTCTCCTCAGGGTGTCTTTTCAGTCGCTTGGTTAGTTTCTCCACAAA
TTCCTGGGATGTCTTGGGAGGAAAAAATCATGAGGAAAGAACTGAAATGTGTGTGG
GTGTGGGGGAAGGGGTGCAATCCAATTCTGACTCAATCACTTCTACTTGAATGGATG
GTTTGTGTTACTGTTGTCAGATTGGACACATGTACATTCAAAATCTTTA

Sekil 10. GABAg; geninin G1465A tek nukleotid polimorfizmi iceren bolgesinin ¢ogaltiimasiyla elde
edilen sekansi. lleri ve geri primerler koyu renkli ve alti gizili olarak, Eagl restriksiyon enziminin tanidigi
ve kestigi bolge sari renkli olarak ve polimorfik nikleotid de kirmizi renkli olarak belirtilmistir. (Sekans

http://www.ncbi.nIm.nih.gov kaynagindan alinmistir).
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Optimizasyon sonucunda GABAg; G1465A bdlgesi igin PCR reaksiyonu ortami 1.0
mM MgCl,, 100 uM dNTP, 0.6 pmol/uL primer, yaklagsik 200ng kalip DNA ve 3u Taq DNA
polimeraz olarak belirlendi. Amplifikasyon kosullarinin ise Tablo 9'daki gibi olmasina karar

verildi. Sonugta, Sekil 11°'deki %2’lik agaroz jel fotografindaki 441 b¢’lik bant elde edilmistir.

Tablo 9. GABAg; G1465A tek nikleotit polimorfizmini ¢calismak icin kullanilan amplifikasyon

programi

ilk denaturasyon 95 °C 5 dk.
Denatlirasyon 95 °C 30 sn.
Primer baglanmasi 58 °C 30 sn. 30 dong
Sentez 72 °C 30 sn.
Son uzama 72 °C 10 dk.

500 bg
400 bg
300

250 §

Sekil 11. GABAg; geninin G1465A tek nukleotit polimorfizmini iceren PCR drlinin agaroz jel

elektroforez gorintusi

3.3.6 GABAg; C59T Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

C59T tek nulkleotit polimorfizmini igeren bdlgeyi ¢ogaltmak igin kullanilan primerlerin
baglandigi bazlar ve restriksiyon enziminin tanidigi bazlar Sekil 12°de gosterilmistir.
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GAGGCAACCGGCAAGAGGTCGAGTAGTCTCCGGGTGCGGGCCGCGCCGGL
GGGGCTCGGTCCAGTCCTCATGGCCGCCTCTCACTTAGATGTTGCTGCTG
CTGCTACTGGCGCCACTCTTCCTCCGCCCCCCGGGCGCGGGCGGGGCGCA
GACCCCCAACGCCACCTCAGAAGGTGCATCCTTCTTCGACGACCTCCGGC
CCTCCTTCGCTCCACTTCCCTTTCCCTGCATCTCCTCATTTCTGGTCCTC

Sekil 12. GABAg; geninin C59T tek nlkleotid polimorfizmi igeren bolgesinin - ¢ogaltiimasiyla elde
edilen sekansi. lleri ve geri primerler koyu renkli ve alti ¢izili olarak, Hin6l restriksiyon enziminin

tanidigi ve kestigi bolgeler sari renkli olarak ve polimorfik niikleotit de kirmizi renkli olarak belirtiimistir.
(Sekans http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmistir).

Optimizasyon sonucunda GABAg; C59T bdlgesi icin PCR reaksiyonu ortami 1.0 mM
MgCl,, 100 uM dNTP, 0.6 pmol/uL primer, yaklasik 200ng kalip DNA ve 3u Taq DNA
polimeraz olarak belirlendi. Amplifikasyon kosullarinin ise Tablo 10’daki gibi olmasina karar

verildi. Sonugta, Sekil 13’deki %2’lik agaroz jel fotografindaki 212 b¢’lik bant elde edilmistir.

Tablo 10. GABAg; C59T tek nikleotit polimorfizmini ¢alismak icin kullanilan
amplifikasyon programi

Denatlrasyon 95 °C 30 sn.
Primer baglanmasi 58 °C 30 sn. 35 dongu
Sentez 72 °C 30 sn.

I e S NN CEE S GEY o ey W0

—d
—
L)
e
g
e
-

Sekil 13. GABAg; geninin C59T tek nukleotit polimorfizmini iceren PCR urliniin agaroz jel elektroforez
gorantisa
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3.3.7 GABA, a1 rs2279020 Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir

Reaksiyonu

rs2279020 tek nukleotit polimorfizmini iceren bdlgeyi c¢ogaltmak igin kullanilan
primerlerin baglandigi bazlar ve restriksiyon enziminin tanidigi bazlar Sekil 14’de

gOsterilmistir.

TTCTTTACAGGAGTAACAACTGTGCTCACCATGACAACATTGAGCATCAGTGCCAGA
AACTCCCTCCCTAAGGTGGCTTATGCAACAGCTATGGATTGGTTTATTGCCGTGTGC
TATGCCTTTGTGTTCTCAGCTCTGATTGAGTTTGCCACAGTAAACTATTTCACTAAGA
GAGGTTATGCATGGGATGGCAAAAGTGTGGTTCCAGAAAAGGTAAATGCTTTAATGG
TCACTGTAGTACATCAATATTATGTCTCTTTAAACCTATGAAATGAGATGTTTTGGCC
TGTGGTATTGGATGGAGTATGCAGAATAATAAGGATTCTTTTTTTCTTATGTCGTAAA
CAATTAAGTGCCATGATAATTTTGTTATTGATAAAGGGAGAGGTCATTTAGGTGAATA
GATGTACAAAGTG

Sekil 14. GABAA a1 geninin rs2279020 tek nikleotid polimorfizmi iceren bodlgesinin ¢ogaltiimasiyla
elde edilen sekansi. ileri ve geri primerler koyu renkli ve alti ¢izili olarak, Avall restriksiyon enziminin
tanidigi ve kestigi bolge sari renkli olarak ve polimorfik nikleotid de kirmizi renkli olarak belirtiimistir
(Sekans http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmistir).

GABA, a1 rs2279020 bolgesi icin yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucunda en iyi
sonuglarin PCR reaksiyon ortamina 1.0 mM MgCl,, 100 yM dNTP, 1.0 pmol/uL primer,
yaklasik 200ng kalip DNA ve 3u Taq DNA polimeraz konuldugunda elde edildigine karar
verildi. En iyi sonucu veren termal dongu programi ise Tablo 11’de verilmektedir. Sire
sonunda elde edilen PCR urint %Z2’lik agaroz jel elektroforezinde yurutulduginde Sekil
15’deki 165 b¢'lik bant elde edilmistir.

Tablo 11. GABAA IVS11 + 15 A>G (rs2279020) tek nukleotit polimorfizmini ¢alismak igin

kullanilan amplifikasyon programi

ilk denaturasyon 95 °C 5 dk.
Denatlrasyon 94 °C 30 sn.
Primer baglanmasi 60 °C 30 sn. 30 dongl
Sentez 72°C 30 sn.
Son uzama 72 °C 7 dk.
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Sekil 15. GABA, a1 geninin rs2279020 tek nikleotit polimorfizmini iceren PCR Urinin agaroz jel

elektroforez goérintisi

3.3.8 GABA, a2 rs17852044 Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

rs17852044 tek nukleotit polimorfizmini iceren bdlgeyi ¢ogaltmak igin kullanilan
primerlerin baglandigi bazlar ve restriksiyon enziminin tanidigi bazlar Sekil 16'da

gosterilmistir.

AGATTGGCTGGTTGTTTAATACATGAAAATTTCTCAGTATATAAATACAT
CACATCAAACCTAAAAACATACCTCATGGTATACAGCAGAGTCCCATCAT
CCTGAATTCGAAGCAACTTATTTGGCATTGTCATATTATGAGCTACTGAT
TTTTTCCCATTGTGAAAAAAGGTATCTGGAGTCCAGATTTTGCTAGCCAT
TAAATTGTTTAGTCGAAGGATATTCATAGGACCTTTAAATTTTAAACGTT
CATCTTTCCATTTTTGTCGAAAGAAAACATCAATTGTATATTCCTGAAAT
AAAAAATAGAATTTTTTTGAAAATAGTAAATGTTGTAGACACAAGACACG
GTAAAATTCCAAAATAATATTCTAATTAATTTAAACAGAGAGAGCTATAT
TGAAAGGAAAACATTTTTAATCAGAAAGATTACTCCTTTGGCTTATCAAT
ACATGTTGCCACATACAATGGGATAAAGTACGTCTGTGTATACTATTAGC
TATATATTCTTCTGAAAAGAAGAAGTAAATTCACTTTGGCCTCTTTTAGTT
GAACAAGGTCTCAGTCAAACTGCTCCACTACATCCTGTAGTTTAGAGCT
GCTTGGAGAGGGGATAAGCTTGAGCAGGGTCTGGTTGAATTATTTTAAG

Sekil 16. GABA, a2 geninin rs17852044 tek nikleotid polimorfizmi igceren boélgesinin g¢ogaltiimasiyla
elde edilen sekansi. ileri ve geri primerler koyu renkli ve alti gizili olarak, Satl restriksiyon enziminin
tanidigi ve kestigi bolge sari renkli olarak ve polimorfik niikleotid de kirmizi renkli olarak belirtiimistir
(Sekans http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmistir).

GABA, a2 rs17852044 bolgesi icin yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucunda en iyi
sonuglarin PCR reaksiyon ortamina 1.0 mM MgCl,, 100 yM dNTP, 1.0 pmol/uL primer,
yaklasik 200ng kalip DNA ve 3u Taq DNA polimeraz konuldugunda elde edildigine karar
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verildi. En iyi sonucu veren termal dongu programi ise Tablo 12’de verilmektedir. Sure
sonunda elde edilen PCR Urind %Z2’lik agaroz jel elektroforezinde yurutildaginde Sekil
17°deki 538 b¢’lik bant elde edilmigtir.

Tablo 12. GABA, a2 rs17852044 tek nikleotit polimorfizmini ¢alismak igin kullanilan

amplifikasyon programi

ilk denaturasyon 95 °C 5 dk.
Denatlirasyon 95 °C 30 sn.
Primer baglanmasi 59 °C 30 sn. 30 dongl
Sentez 72 °C 30 sn.
Son uzama 72 °C 10 dk.

538 b 600 b
. £38 be
400 bg

300 bg
250 bg

Sekil 17. GABA, a2 geninin rs17852044 tek nukleotit polimorfizmini iceren PCR drinin agaroz jel

elektroforez gorintisu

3.3.9 GABA, a3 rs79829085 Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir

Reaksiyonu
rs79829085 tek nukleotit polimorfizmini iceren bolgeyi c¢ogdaltmak igin kullanilan

primerlerin baglandigi bazlar ve restriksiyon enziminin tanidigi bazlar Sekil 18'de

gOsterilmistir.

35



4

TUBITAK

GGAACCACCACTCTCTGACCTCATTGTATAGAGGAGGGTTCCGTTGTCCA
CCAATCTGAGCAGCTTGTTGGGCGTGGTCATGTTATGAGCCACTGATTTC
TTGCCATTGTGGAAGAAGGTGTCCGGTGTCCAGATCTTACTAGCCAGGA

GATTGTTCAGTGGAAGGATCTTCATGGGGCCATCAAATTTCAGTCTTTCAT
CATGCCATGTCTGCCGAAAAAATACATCAATAGTGTACTCCTAGGGGTGA

AAAGAGAGAAAACAATGTTTCAGTTGAGTTCTGGTAAGGGCTCATAGTGC
CCTTAGCAAATATTAATTACCTTGCAGTATTTCCTCTGATGCAGAGAAGCA

Sekil 18. GABA, a3 geninin rs79829085 tek nikleotid polimorfizmi igceren boélgesinin g¢ogaltiimasiyla
elde edilen sekansi. ileri ve geri primerler koyu renkli ve alti gizili olarak, Hpall restriksiyon enziminin
tanidigi ve kestigi bolge sari renkli olarak ve polimorfik nikleotid de kirmizi renkli olarak belirtiimistir
(Sekans http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmistir).

GABA, a3 rs79829085 bolgesi icin yapilan optimizasyon c¢alismalari sonucunda en iyi
sonuglarin PCR reaksiyon ortamina 1.0 mM MgCl,, 100 yM dNTP, 1.0 pmol/uL primer,
yaklasik 200ng kalip DNA ve 3u Taq DNA polimeraz konuldugunda elde edildigine karar
verildi. En iyi sonucu veren termal dongu programi ise Tablo 13’de verilmektedir. Sire
sonunda elde edilen PCR Urinl %Z2’lik agaroz jel elektroforezinde yurutildaginde Sekil
19'daki 202 b¢’lik bant elde edilmigtir.

Tablo 13. GABA, a3 rs79829085 tek nukleotit polimorfizmini calismak igin kullanilan

amplifikasyon programi

ilk denaturasyon 95 °C 5 dk.
Denatlirasyon 94 °C 20 sn.
Primer baglanmasi 60 °C 30 sn. 30 dongu
Sentez 72°C 40 sn.
Son uzama 72°C 10 dk.
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202 bg

Sekil 19. GABA, a3 geninin rs79829085 tek nukleotit polimorfizmini iceren PCR uriiniin agaroz jel
elektroforez gorintusu

3.4 PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleriyle Kirilmasi

PCR sonucunda elde edilen DNA’lar Tablo 3’de verilen spesifik restriksiyon
endonlkleaz enzimi ile birlikte inkibe edildi. Kullanilacak restriksiyon enziminin miktari,
inkibasyonun suresi ve sicakhgi gibi kriterler optimize edildi. Restriksiyon suresi sonunda
ornekler %3’lik agaroz ve Nu-micropor agaroz jellerinde analiz edildi.

Asagida calisilan tim tek nukleotit polimorfizmlerinin belirlenmesi icin yapilan

restriksiyon endonukleaz enzim kesim igslemleri daha detayli anlatiimaktadir.

3.4.1 GABAg, rs1999501 bolgesine ait PCR uriiniiniin restriksiyon endoniikleaz
enzmiyle kirilmasi

GABAg; rs1999501 genotipleri, BsaAl restriksiyon endonikleaz enzimiyle muamele
edilip, PCR drUnlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gdézlenen bantlarin bayukligune
gore belirlenmistir. Yapilan optimizasyon calismalari sonunda GABAg; rs1999501 bdlgesinin
BsaAl restriksiyon endonukleaz enzimiyle kesilmesinde en iyi sonuglarin 10uL PCR
driintiniin 4 unite BsaAl enzimiyle 16 saat boyunca 30°C’de inkiibe edilmesi ile elde edildigi
belirlenmigtir. BsaAl enziminin tanima bolgesi asagidaki gibidir:

5.YACGTR...Z
3. RTGMCAY..%S

GABAg; rs1999501 genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak
Sekil 20'de agiklanmistir. GABAg, rs1999501 genetik polimorfizmini belirlemek igin Uretilen
PCR urtninde bu bélge varsa, PCR Urinu BsaAl ile bekletildiginde 370 bg’lik PCR Griinindn
221 bg ve 149 be'lik iki parcaya ayrilimasi beklenir. Agaroz jel elektroforezinde yurutilmus

olan restriksiyon endonlkleaz enzimiyle muamele edilmis PCR urlind, 221 bg ve 149 bg
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boyutlarinda iki ayri bant seklinde goérinmekte ise bu durumda bu PCR urininin elde
edildigi DNA 06rneginin alindidi bireyin GABAg, rs1999501 genotipinin GG olduguna karar

verilmistir.

Yabanl tip rs1993501 Polimorfik 51999501
Bsadf Beadf
. - . . ¥ .
e  TACG T G e TACATG )
S— CT(?::AC 5 Seeeee—— CTGiTAC 5
Bsadf Bsad!

Bsad! x’fe]x’nkﬂbasyon Bsad! f’felf'nkabasyon
D TAC (N _T
f— TG+ }JI\E %: g— E%E%EE '

143-be fragman 22i—b; fragman A70-be kesilmemis PCE Orani

370 b —s

GG GA AA

Sekil 20. GABAg; rs1999501 tek nikleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi; sematik
agaroz jel elektroforez gorintisa.

PCR drininde BsaAl enziminin tanidigi ndkleotit dizisi bulunmadidi takdirde, 370
b¢'lik PCR Grand kesilmeyip, agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele ylklenmis
(BsaAl restriksiyon enzimiyle muamele edilmemig) 370 bg¢ boyutundaki PCR 6rnegiyle ayni
blyUklikte bir bant olarak goérinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin AA olduguna
karar verilmistir. Heterozigot (GA) olan bireylerde BsaAl enzimiyle muamele edilmis PCR
artnd jele yuklendiginde 370 bg, 221 bg ve 149 bg boyutlarinda ¢ bant elde edilmistir. Sekil
21’de laboratuvarimizda PCR Urunlerinin BsaAl restriksiyon endonlkleaz enzimiyle kesilmesi

sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez gorintusi verilmektedir.
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500 bg
400 bg 370 bg
300 bg
250 by 221 bg

200 bg
150 bg

149 bg

GG GA GG GA GG GG GG GA

Sekil 21. GABAg, rs1999501 tek nikleotit polimorfizminin restriksiyon enzim kirilmasi
sonuglarinin agaroz jel elektroforez gérintisa.

3.4.2 GABAg; rs967932 bolgesine ait PCR liriiniiniin restriksiyon endoniikleaz

enzmiyle kirilmasi

GABAg, rs967932 genotipleri, ScrFl restriksiyon endonlkleaz enzimiyle muamele
edilip, PCR Urinlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gézlenen bantlarin buyudkligine
gore belirlenmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismalari sonunda GABAg; rs967932 bdlgesinin
ScrFl restriksiyon endonikleaz enzimiyle kesilmesinde en iyi sonuglarin 10uL PCR Grdndndn
10 unite ScrFl enzimiyle 16 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmesiyle elde edildigi
belirlenmigtir. ScrFl enziminin tanima bodlgesi asagidaki gibidir:

5.CC"N GG...3
3..G6G NCC..5

GABAg, rs967932 genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak
Sekil 22’de agiklanmistir. GABAg, rs967932 genetik polimorfizmini belirlemek igin Uretilen
PCR uriintinde bu bdlge varsa, PCR urini ScrFl ile bekletildiginde 348 b¢'lik PCR Grindnin
282 bg ve 66 bc'lik iki parcaya ayrilmasi beklenir. Agaroz jel elektroforezinde yuritlilimus
olan restriksiyon endontkleaz enzimiyle muamele edilmis PCR Urlnl, 282 bg ve 66 bg
boyutlarinda iki ayri bant seklinde goérinmektedir. Bu durumda bu PCR Urlnunin elde
edildigi DNA 6rneginin alindigi bireyin GABAg, rs967932 genotipinin GG olduguna karar

verilmistir.
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Yabanil rs967932

o CCAGG 3
3 GGTCC 5
Scre ﬂelmke;f'basyon
—
J——————— GGTC + pGG 3
cC 5
BB-bg fragman 282-be fragman

348 bg —

GG GA

Sekil 22. GABAg, rs967932 tek nikleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi; sematik

agaroz jel elektroforez goérintisa.

PCR Urdnunde ScrFl enziminin tanididi nikleotit dizisi bulunmadigi takdirde, 348 b¢’lik
PCR urGnu kesilmeyip, agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele yuklenmis (ScrFl
restriksiyon enzimiyle muamele edilmemis) 348 bg¢ boyutundaki PCR &rnegiyle ayni
blyuklikte bir bant olarak gériinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin AA olduguna
karar verilmistir. Heterozigot olan bireylerde ScrFl enzimiyle muamele edilmis PCR Grind jele
yuklendiginde 348 bg, 282 b¢ ve 66 b¢ boyutlarinda ¢ bant elde edilmistir. Sekil 23’de

laboratuvarimizda PCR Urunlerinin ScrFl restriksiyon endonukleaz enzimiyle kesilmesi

G

Polimorfik rs967932

Scre Helr’nk.f_;ﬁbasyon

s

CTAGG
GATCC

348-bp kesilmemis PCR rini

—282bC

— 66 b

sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez goriintisi verilmektedir.

500 bg —
400 bg

300 bg
250 by

100 bg

50 bg

348 bg
282 bg

66 bg

GG GG GG GG GG GG GG GG GG GA

Sekil 23. GABAg, rs967932 tek nukleotit polimorfizminin

sonuglarinin agaroz jel elektroforez goérintisu.
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3.4.3 GABAg, rs3780428 bolgesine ait PCR iiriiniiniin restriksiyon endoniikleaz

enzmiyle kirilmasi

GABAg, rs3780428 genotipleri, restriksiyon endonikleaz enzimiyle muamele edilip,
PCR druUnlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gdézlenen bantlarin buyukligine gore
belirlenmigtir. Yapilan optimizasyon ¢alismalari sonunda GABAg, rs3780428 bdlgesinin
Sau96l restriksiyon endonlkleaz enzimiyle kesilmesinde en iyi sonuglarin 10uL PCR
driiniiniin 3 unite Sau96! enzimiyle 16 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmesiyle elde edildigi
belirlenmistir. Sau96l enziminin tanima bdlgesi asagidaki gibidir:

5..G"GNC C..3
3..C CNG"G...5

GABAg, rs3780428 genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak
Sekil 24’de aciklanmistir. GABAg, rs3780428 genetik polimorfizmini belirlemek igin Uretilen
PCR Urinidnde bu bdlge varsa, Sau96l PCR urini ile bekletildiginde 255 bg¢llik PCR
drinudnidn 156 bg ve 99 be'lik iki parcaya ayrilmasi beklenir. Agaroz jel elektroforezinde
yuritllmis olan restriksiyon endontkleaz enzimiyle muamele edilmis PCR Grind, 156 bg ve
99 bg boyutlarinda iki ayri bant seklinde gériinmektedir. Bu durumda bu PCR urininin elde
edildigi DNA 6rneginin alindidi bireyin GABAg, rs3780428 genotipinin GG olduguna karar

verilmigtir.

Vabanil rs3780423 Polimorfik rs3780428
Sauoaf Sauoa!
* ¥
S — GGGCC 3 b e GGGCT 3
e ccce{‘; 5 e ccce.ia 5
Sauba! Sauoa!
Sausa! x'felmk.t;f'basyon Sauoe! f'felmka;ﬁbasyon
S———— G g— GGGCT 3
J— G + chg—%: CCCGA 5
£
993-bg fragman 156-bg fragman 2558-bp kesilmemis PCH dring
255 b ——
+— 156 bg
— 98 hg

GG GA AA
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Sekil 24. GABAg, rs3780428 tek nikleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi; sematik
agaroz jel elektroforez goruntisu.
PCR drininde Sau96l enziminin tanidigi nikleotit dizisi bulunmadigi takdirde, 255

b¢’lik PCR Urini kesilmeyip, agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele yiklenmis
(restriksiyon enzimiyle muamele edilmemis) 255 b¢ boyutundaki PCR o6rnegiyle ayni
buyuklukte bir bant olarak gorinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin AA olduguna
karar verilmigtir. Heterozigot (AG) olan bireylerde Sau96l enzimiyle muamele edilmis PCR
artnd jele yuklendiginde 255 bg, 156 bg ve 99 bg boyutlarinda Gg¢ bant elde edilmistir. Sekil
25’de laboratuvarimizda PCR drlnlerinin  Sau96l restriksiyon endonlkleaz enzimiyle

kesilmesi sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez gérintisi verilmektedir.

500 b
400 bg
300 bg 255 bg
250 bg
200 bg 156 bg
150 bg

99 bg

100 bg

GG GG GG GA GA

Sekil 25. GABAg, rs3780428 tek nikleotit polimorfizminin restriksiyon enzim kirilmasi
sonuglarinin agaroz jel elektroforez goriintisu.

3.4.4 GABAg;, rs944688 bodlgesine ait PCR uriuniniin restriksiyon endoniikleaz

enzmiyle kirilmasi

GABAg, rs944688 genotipleri, restriksiyon endonikleaz enzimiyle muamele edilip, PCR
drlnlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gdzlenen bantlarin buyUklugine goére
belirlenmigtir. Yapilan optimizasyon calismalari sonunda GABAg, rs944688 bdlgesinin Hpal
restriksiyon endonikleaz enzimiyle kesilmesinde en iyi sonuglarin 10uL PCR Urdndnin 3
unite Hpal enzimiyle 16-saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmesiyle elde edildigi belirlenmistir.
Hpal enziminin tanima bolgesi agagidaki gibidir:

5.GTTAAC.3
3.CAATTG.5
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GABAg; rs944688 genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak
Sekil 26’da agiklanmistir. GABAg, rs944688 genetik polimorfizmini belirlemek igin Uretilen
PCR drinunde bu bélge varsa, Hpal PCR Urand ile bekletildiginde 137 b¢’lik PCR driinlnin
115 bg ve 22 b¢'lik iki parcaya ayrilmasi beklenir. Nu-micropor agaroz jel elektroforezinde
yuratalmas olan restriksiyon endonikleaz enzimiyle muamele edilmis PCR arund, 115 bg ve
22 bg boyutlarinda iki ayri bant seklinde gérinmektedir. Bu durumda bu PCR urGndnun elde
edildigi DNA o6rneginin alindigi bireyin GABAg, rs944688 genotipinin AA olduguna karar

verilmigtir.

Yabanil rs944688

Polimorfik rs944688

2 GTCAAC 3 2 GTTAAC 3
3 —— CAGTTG 5 3———CAATTG 5
Hpal ilelinkﬁbasyon Hpal ilelinkiibasyon
2 GTCAAC 3 e ——
3———cacTTG 5 3F———caa

+ AAC 3
TTG 5

22-bp fragman

137-bp kesilmemis PCR (riini 115-bp fragman

137 bp —»

<«—115bp

<+ 22 bp

GG GA AA

Sekil 26. GABAg, rs944688 tek nukleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi; sematik
Nu-micropor agaroz jel elektroforez gérintisu.

PCR Uranidnde Hpal enziminin tanidigi nikleotit dizisi bulunmadidi takdirde, 137 bg¢'lik
PCR urinu kesilmeyip, agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele yuklenmig
(restriksiyon enzimiyle muamele ediimemis) 137 b¢ boyutundaki PCR 6rnegiyle ayni
buyuklikte bir bant olarak gérinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin GG olduguna
karar verilmigtir. Heterozigot (GA) olan bireylerde Hpal enzimiyle muamele edilmis PCR
artnd jele yuklendiginde 137 bg, 115 bg ve 22 bg boyutlarinda tg¢ bant elde edilmigstir. Sekil
27’de laboratuvarimizda PCR urinlerinin Hpal restriksiyon endonukleaz enzimiyle kesilmesi

sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez géruntisu verilmektedir.
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137 bg
115 bg

GG GA GG GG GG GA GG GA AA GG

Sekil 27. GABAg, rs944688 tek nikleotit polimorfizminin restriksiyon enzim kiriimasi
sonuglarinin agaroz jel elektroforez goriintisu.

3.4.5 GABAg; G1465A bolgesine ait PCR iiriiniiniin restriksiyon endoniikleaz

enzmiyle kirilmasi

GABAg; G1465A genotipleri Eagl restriksiyon endontkleaz enzimiyle muamele edilip,
PCR drunlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gozlenen bantlarin blyukligine gore
belirlenmigtir. Yapilan optimizasyon c¢alismalari sonunda GABAg; G1465A bdlgesinin Eagl
restriksiyon endonikleaz enzimiyle kesilmesinde en iyi sonuglarin 10uL PCR Urdndnin 4
unite Sau96! enzimiyle 16 saat boyunca 37°C’de inkiibasyonu ile elde edildigi belirlenmistir.

Eagl enziminin tanima bdlgesi asagidaki gibidir:

5.C"GGCC G..3
3.6 CCGG*C..5

GABAg; G1465A genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak
Sekil 28'de agiklanmistir. GABAg; G1465A genetik polimorfizmini belirlemek igin Uretilen
PCR urininde bu bdlge varsa, PCR urunu ile bekletildiginde 441 bg’lik PCR Urdndnin 258
b¢ ve 183 b¢'lik iki pargaya ayrilmasi beklenir. Agaroz jel elektroforezinde yuritlilmus olan
restriksiyon endonikleaz enzimiyle muamele edilmis PCR urind, 258 bg ve 183 bg
boyutlarinda iki ayri bant seklinde gériunmektedir. Bu durumda bu PCR Urlnunin elde
edildigi DNA 6rneginin alindigi bireyin GABAg; G1465A genotipinin GG olduguna karar

verilimigtir.
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Yabanil G1465A Polimorfik G1465A
}
2: GCCGGC 3 2: GCTGGC 3
3 CGGCCG 5 3 CGACCG 5
Eagl! Helinkﬁba syon Eagl Helfnkﬁbasyon
5 —— —_—GCTGGC 3
33— CGGCC"'GCGG% g: —_—CGACCG 5
183-bp fragman 258-bp fragman 441-bp kesilmemis PCR arana
441bp ——
258bp —

183bp ——

GG GA AA

Sekil 28. GABAg; G1465A tek niikleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi; sematik
agaroz jel elektroforez gorintisa.

PCR Uruninde Eagl enziminin tanidigi nukleotit dizisi bulunmadidi takdirde, 441 bg¢'lik
PCR Urunu kesilmeyip, agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele yuklenmistir (Eagl
restriksiyon enzimiyle muamele edilmemis) 441 bg¢ boyutundaki PCR 6rnegiyle ayni
blyUklikte bir bant olarak goérinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin AA olduguna
karar verilmigtir. Heterozigot (AG) olan bireylerden elde edilmis olan genomik DNA’dan elde
edilen PCR o6rneklerinden bazilarinda enziminin kesim bolgesi varken, bazilarinda ise kesim
yeri bulunmamaktadir. Bu ylzden Eagl enzimiyle muamele edilmis PCR drini jele
yuklendiginde 441 bg, 258 b¢ ve 183 bg boyutlarinda U¢ bant elde edilmistir. Sekil 29'da
laboratuvarimizda PCR Urunlerinin  Eagl restriksiyon endonukleaz enzimiyle kesilmesi

sonucu elde edilen agaroz jel elktroforez goérintisi verilmektedir.
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500 by
400 by

300 by
250 by

200 by
150 by

100 bg

259 by

15 by

GG GG GG GG GG GG GG GG

Sekil 29. GABAg; G1465A tek nikleotit polimorfizminin restriksiyon enzim kiriimasi
sonuglarinin agaroz jel elektroforez gérintusa.

3.4.6 GABAg; C59T bodlgesine ait PCR ilirununin restriksiyon endoniikleaz

enzmiyle kirllmasi

GABAg; C59T genatipleri Hin6l restriksiyon endonukleaz enzimiyle muamele edilip,
PCR drunlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gdzlenen bantlarin blyUkligline goére
belirlenmigtir. Yapilan optimizasyon c¢alismalari sonunda GABAg; C59T bdlgesinin Hin6l
restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesilmesinde en iyi sonuglarin 10uL PCR drinunin 3
unite Hin6l enzimiyle 16 saat boyunca 37°C’de inkiibasyonu ile elde edildigi belirlenmistir.

Hin6l enziminin tanima bdlgesi asagidaki gibidir:

5..GMC GC..3
3..CGC"G...5

GABAg; C59T genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak Sekil
30’da aciklanmistir. Hin6l enzimi polimorfik nlkleotiti belirme disinda PCR Grdndnd 3
bdlgeden taniyip 67-bg, 25-bg ve 12-b¢’lik bantlara ayirmaktadir. GABAg; C59T genetik
polimorfizmini belirlemek i¢in yabanil bireylerde 108 b¢’lik PCR bandi 97 b¢ ve 11 b¢'lik iki
parcaya ayrilmaktadir. Bu durumda bu PCR Graninin elde edildigi DNA 6rnedinin alindigi

bireyin GABAg; C59T genotipinin CC olduguna karar verilmigtir.
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Yabanil C59T Polimorfik C59T

G geec —3 F——— gong —3
> CGCG ) CGTG 5
Hinél ilelinki)basyon Hin6llile inkiibasyon
 — F——— g —4
GC + csg g: CGTG 5
97-bp fragman 11-bp fragman 108-bp kesilmemis PCR {riini
<«—108 bp
97 bp —»
P <«—— 67bp
<«——25bp
11 bp —» <«—12bp

cc cT 1T

Sekil 30. GABAg; C59T tek nukleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi; sematik
agaroz jel elektroforez gorintisu.

Polimorfik bireylerde, PCR Urinunde Hin6l enziminin tanidigi nukleotit dizisi
bulunmadigi igin 108 bg¢’lik PCR bandi kesilmeyip, bu bireylerin genotipinin TT olduguna
karar verilmigtir. Heterozigot (CT) olan bireylerde Hin6l enzimiyle muamele edilmis PCR
artinu jele yuklendiginde 108 bg, 97 bg, 67 bg, 25 bg, 12 b¢ ve 11 bg boyutlarinda ¢ bant
elde edilmistir. Sekil 31°de laboratuvarimizda PCR Urunlerinin Hin6l restriksiyon endonukleaz

enzimiyle kesilmesi sonucu elde edilen agaroz jel elktroforez gérintisi verilmektedir.

CT cCC cC CT CT CcC cC T

Sekil 31. GABAg; C59T tek nukleotit polimorfizminin restriksiyon enzim kirilmasi sonuglarinin
agaroz jel elektroforez gorintisa.
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3.4.7 GABA, a1 rs2279020 bolgesine ait PCR lriuniiniin restriksiyon endoniikleaz

enzmiyle kirilmasi

GABA, a1 IVS11+15 A>G (rs2279020) genotipleri, Avall restriksiyon endonukleaz
enzimiyle muamele edilip, PCR drunlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gdzlenen
bantlarin buyukligine goére belirlenmistir. Yapilan optimizasyon ¢alismalari sonunda GABA,
a1l rs2279020 bolgesinin Avall restriksiyon endonikleaz enzimiyle kesilmesinde en iyi
sonuglarin 10yl PCR {riininiin 3 unite Avall enzimiyle 16 saat boyunca 37°C'de
inkibasyonu ile elde edildigi belirlenmistir. Avall enziminin tanima bdlgesi asagidaki gibidir:

5..G"GWC C..3
3..C CWG"G..5'

GABA, a1 IVS11+15 A>G (rs2279020) genetik polimorfizmininin genotiplerinin
belirlenmesi sematik olarak Sekil 32'de aciklanmigtir. PCR Uriininde bu bdlge varsa, Avall
ile bekletildiginde, 165 b¢’llik PCR Urand 141 ve 24 bg¢ seklinde iki parcaya kesilir. Bu
durumda bu PCR urandnun elde edildigi DNA drneginin alindigi bireyin GABA, a1 IVS11+15
A>G (rs2279020) genotipinin GG olduguna karar verilmistir.

Vahanil rs2278020 Palimorfik rs279020
E- AGTCC 3 S — —_—1
3 TCAGG 5  —r 5
Avall J'Ielmm'.'lb asyon Avall J'Ie]mkub asyon
& AGTCC 3 T ——
a3 TCAGG ] J————— CCAG +GTCC gj
165-bg; kesilmemis PCR drind 141-bg fragman 24-bg fragman

165 hg —s

AA AG GG

Sekil 32. GABA, a1 IVS11+15 A>G (rs2279020) tek nukleotit polimorfizmine ait genotiplerin
belirlenmesi; sematik agaroz jel elektroforez goérintisa.

PCR urtnunde Avall enziminin tanidigi nikleotit dizisi bulunmadidi takdirde, 165 b¢’lik
PCR Urunl kesilmeyip, agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele yuklenmis (Avall
restriksiyon enzimiyle muamele edilmemis) 165 bg¢ boyutundaki PCR &rnegiyle ayni

buyuklukte bir bant olarak gorinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin AA olduguna

48



4

TUBITAK

karar verilmigtir. Heterozigot olan bireylerden elde edilmis olan genomik DNA’'dan elde edilen
PCR 6rneklerinden bazilarinda Avall enziminin kesim bdlgesi varken, bazilarinda ise kesim
yeri bulunmamaktadir. Bu ylzden Avall enzimiyle muamele edilmis PCR Urinu jele
yuklendiginde 165 bg, 141 bg ve 24 bg boyutlarinda lg¢ bant elde edilmistir. Sekil 33’de
laboratuvarimizda PCR Urunlerinin Avall restriksiyon endonukleaz enzimiyle kesilmesi

sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez géruntisu verilmektedir.

500 bg
400 bg

300 bg
250 bg

200 bg—
150 bg —

100 bg

165 b
141 b§

GG GA AA GA GA GA

Sekil 33. GABA, a1 IVS11+15 A>G (rs2279020) tek nukleotit polimorfizminin restriksiyon
enzim kirilmasi sonuglarinin agaroz jel elektroforez gorintisu.

3.48 GABA, a2 rs17852044 bdlgesine ait PCR rininiin restriksiyon

endoniikleaz enzmiyle kirilmasi

GABAA 02 rs17852044 genotipleri, Satl restriksiyon endonukleaz enzimiyle muamele
edilip, PCR drunlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gdézlenen bantlarin baydkligine
gobre belirlenmigtir. Yapilan optimizasyon c¢alismalari sonunda GABA, 02 rs17852044
bélgesinin Satl restriksiyon endonukleaz enzimiyle kesilmesinde en iyi sonuglarin 10uL PCR
griiniiniin 3 unite Satl enzimiyle 16 saat boyunca 37°C’de inkiibasyonu ile elde edildigi

belirlenmistir. Satl enziminin tanima bdlgesi asagidaki gibidir:

5..GC™N GC..3
3..CG N*CG...5

GABA, 02 rs17852044 genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi sematik
olarak Sekil 34’te aciklanmistir. PCR Urininde polimorfik ndkleotit disinda Satl enzimi
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tarafindan taninan bdlge sayesinde biatin 538 bg¢’lik PCR drinleri 517 bg ve 21 bg¢ olarak
kesilmektedir. Yabanil tip bireylerin PCR Urunleri Satl ile bekletildiginde, 538 b¢’lik PCR
Urind sadece tek bolgeden kesilerek 517 b¢ ve 21 bg bantlar olarak goérilmesi
beklenmektedir. Bu durumda bu PCR drtinindn elde edildigi DNA 6rneginin alindigi bireyin
GABA, 02 rs17852044 genotipinin AA olduguna karar verilmigtir.

Yabanil rs17852044 Polimorfik rs17852044

 — 3 = GCTGC 3
= CGATG 5 3 CGACG 5
Satl ilelinkt']basyon Satl ilelinkiibasyon
F——— e —3 —
CGATG 5 33— cGA + TGC 3
cG 5
517-bp undigested PCR product 456-bp fragment 61-bp fragment

517 bp —»

<«—456 bp

<«—— 61bp

AA AG GG

Sekil 34. GABA, 02 rs17852044 tek nukleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi;
sematik agaroz jel elektroforez géruntusu.

Polimorfik bireylerde, Satl enziminin tanidigi ekstra bir nukleotit dizisi bulundugu igin
456 bg, 61 bg ve 21 bgllik bantlar gérinmesi beklenmektedir. Bu durumda bu bireylerin
genotipinin GG olduguna karar verilmistir. Heterozigot olan bireylerde 517 bg, 456 bg, 61 b¢
ve 21 boyutlarinda dért bant elde edilmesi beklenmistir. Sekil 35’de laboratuvarimizda PCR
urtnlerinin  Satl restriksiyon endonukleaz enzimiyle kesilmesi sonucu elde edilen Nu-
micropor agaroz jel elektroforez goriintlist verilmektedir.
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517 bG 500 bt;

400 bg

300 bg
250 bg

200 bg
150 bg

100 bg

AA AA AA AA AA AA PCR

Sekil 35. GABA, a2 rs17852044 tek nukleotit polimorfizminin restriksiyon enzim kiriimasi
sonuglarinin Nu-micropor agaroz jel elektroforez goriintisu.

3.49 GABA, a3 rs79829085 bolgesine ait PCR lirinuniun restriksiyon

endoniikleaz enzmiyle kirilmasi

GABA, a3 rs79829085 genotipleri, Hpal restriksiyon endonukleaz enzimiyle muamele
edilip, PCR Urinlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gézlenen bantlarin biayikligine
gobre belirlenmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismalari sonunda GABA, a3 rs79829085
bdlgesinin Hpal restriksiyon endonikleaz enzimiyle kesilmesinde en iyi sonuglarin 10uL PCR
Griiniiniin 3 unite Hpal enzimiyle 16 saat boyunca 37°C’de inkiibasyonu ile elde edildigi

belirlenmigtir. Hpal enziminin tanima bdlgesi asagidaki gibidir:

GABA, a3 rs79829085 genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi sematik
olarak Sekil 36’da aciklanmistir. Yabanil tip bireylerin PCR Urlnleri Hpal ile bekletildiginde,
202 be’lik PCR Grind 172 bg ve 30 bg seklinde iki pargaya kesilmesi beklenir. Bu durumda
bu PCR drininin elde edildigi DNA 6rnedinin alindigi bireyin GABA, a3 rs79829085

genotipinin GG olduguna karar verilmistir.
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Yabanil rs79829085 Polimorfik rs79829085

o CCGG 3 g— CCAG 3
3 GGCC 5 ——————— GGTC 5
Hpall Hpall
Hpall ilelink[]basyon Hpall i/elinki]basyon
S—  — L 3
F—— ccce + Geg g: = CCCGA 5
172-bp fragman 30-bp fragman 202-bp kesilmemis PCR uriini

GG GA AA

Sekil 36. GABA, a3 rs79829085 tek nikleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi;
sematik agaroz jel elektroforez goriintisu.

Polimorfik bireylerde, Hpal enziminin tanidigi nidkleotit dizisi bulunmadigi icin PCR
urinu kesilmeyerek, Nu-micropor agaroz jelde 202 b¢'lik bant gorilmektedir. Bu durumda bu
bireylerin genotipinin AA olduguna karar verilmigtir. Heterozigot olan bireylerde 202 bg, 172
b¢ ve 30 bg¢ boyutlarinda G¢ bant elde edilmesi beklenmistir. Sekil 37°de laboratuvarimizda
PCR drunlerinin Hpal restriksiyon endonikleaz enzimiyle kesilmesi sonucu elde edilen Nu-

micropor agaroz jel elektroforez goriintlist verilmektedir.

172 bg

PCR GG GG GG GG GG GG GG

Sekil 37. GABA, a3 rs79829085 tek nukleotit polimorfizminin restriksiyon enzim kirilmasi
sonuglarinin Nu-micropor agaroz jel elektroforez goriintisu.
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4. Bulgular
Simdiye kadar GATA Noroloji Bélimiince toplanip ODTU Biyoloji Bélimiindeki
laboratuvarimizda DNA izolasyonu tamamlanan toplam 412 kan orneginde, yukarida

belirtilen 9 polimorfizmin genotipleme ¢alismasi tamamlanmistir.
4.1 GABAR,rs1999501 tek niikleotit polimorfizmi

GABAg; rs1999501 polimorfizmi igcin 196 epileptik hasta, 107 PNEN ve 109 kontrol
bireyin genotip ve alel frekanslari Tablo 14’de verilmektedir. Homozigot polimorfik genotip
her U¢ grupta da bulunmamistir. Polimorfik A alelinin frekansi epileptik (IJE) hastalarda
0.092, PNEN geciren bireylerde 0.061, kontrollerde 0.092 olarak hesaplanmistir. Polimorfik

alel (A) frekansi epilepsi ve kontrollerde ayni bulunmustur.

Tablo 14. Epileptik hastalar, PNEN gecirmis ve kontrol bireylerin GABAg, rs1999501 genotip
ve alel frekanslari

rs 1999501 Epileptik PNEN Kontrol OR (95% CI) P
(n=196) (n=107) (n=109)

Genotipler, n (%)

GG 160 (81.6) | 94 (87.8) | 79(72.5) | 0.889%(0.483- 1.635) | 0.704°

GA 36 (18.4) 13 (12.2) | 20 (27.5) 1.627°(0.821-3.222) | 0.160°

AA 0 0 0

Aleller

G 0.908 0.939 0.908 0.900°(0.506-1.600) | 0.720°

A 0.092 0.061 0.092 1.564%(0.331-1.234) | 0.180°

YGA+AA vs. GG, epileptik vs. kontrol
"GA+AA vs. GG, epileptik vs. PNEN
‘A vs. G, epileptik vs. kontrol
Avs. G, epileptik vs. PNEN

4.2 GABAg,rs967932 tek niikleotit polimorfizmi

196 epileptik hasta, 107 PNEN gecirmis birey ve 109 kontrol bireyin rs967932 genotip
ve alel frekanslari Tablo 15’de verilmektedir. Bu polimorfizm i¢in de yine homozigot polimorfik
genotipe (AA) rastlanmamistir. Heterozigot genotip riskli kabul edilip homozigot yabanil tipe
gbre hesap yapildiginda, epileptik bireylerle PNEN gecirmis bireyler karsilastirildiginda,
heterozigot genotipin, epilepsi riskini 2 kat arttirdigi goértlmustur (P=0.083), epilepsi
hastalariyla kontrol bireyleri karsilastirildiginda bu riskin 1.5 kat oldugu goérilmustar
(P=0.342).
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Polimorfik alelin (A) frekansi epilepsi hastalarinda (0.059), PNEN gecirmis bireylere
(0.028) goére daha yiksek bulunmustur (P=0.035). Kontrol bireylerde ise A alelinin frekansi

0.041 olarak hesaplanmistir.

Tablo 15. Epileptik hastalar, PNEN gecirmis ve kontrol bireylerin GABAg, rs967932 genotip
ve alel frekanslari

rs 967932 Epileptik PNEN Kontrol OR (95% CI) P
(n=196) | (n=107) (n=109)

Genotipler, n (%)

GG 173 (88.3) | 101 (94.4) | 100 (91.7) | 1.477%(0.658-3.317) | 0.342°

GA 23 (11.7) 6 (5.6) 9(8.3) | 2.238"(0.882-5.680) | 0.083"

AA 0 0 0

Aleller

G 0.941 0.972 0.959 1.447° (0.658-3.186) | 0.356°

A 0.059 0.028 0.041 2.161% (0.866-5.392) | 0.091°

YGA+AA vs. GG, epileptik vs. kontrol
PGA+AA vs. GG, epileptik vs. PNEN
‘A vs. G, epileptik vs. kontrol
A vs. G, epileptik vs. PNEN

4.3 GABAGRg, rs3780428 tek niikleotit polimorfizmi

196 epileptik hasta, 107 PNEN gegirmis birey ve 109 kontrol bireyin rs3780428 genotip
ve alel frekanslari Tablo 16’da verilmektedir. Genotip frekanslari ydninden gruplar arasinda
istatistiki olarak anlamh bir fark bulunmamistir. Polimorfik alel (A) frekansi hesaplandidinda
kontrol grubunda 0.263, epileptik hastalarda 0.234 ve PNEN gecirmis bireylerde 0.252 olarak
bulunmustur. Polimorfik alel frekansinin epilepsi riskini PNEN gecirmis bireylerde istatistiksel

olarak anlaml bir sekilde yaklagik 2 kat arttirdig1 géralmuastir (P=0.002).

Tablo 16. Epileptik hastalar, PNEN gecirmis birey ve kontrol bireylerin GABAg, rs3780428

genotip ve alel frekanslari

rs 3780428 Epileptik PNEN Kontrol OR (95% CI) P
(n=196) (n=107) (n=109)

Genotipler, n (%)

GG 110 (56.1) | 65 (60.7) 61 (56) 0.994% (0620-1.593) 1.0%

GA 69 (35.2) 34 (31.8) | 41(37.6) 1.210° (0.749-1.955) 0.436"

AA 17 (8.7) 8 (7.5 7(6.4)

Aleller

G 0.737 0.766 0.748 1.056° (0.723-1.544) 0.777°

A 0.263 0.234 0.252 1.169%(0.793-1.724) 0.430°

YGA+AA vs. GG, epileptik vs. kontrol
®GA+AA vs. GG, epileptik vs. PNEN
‘A vs. G, epileptik vs. kontrol
A vs. G, epileptik vs. PNEN
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4.4 GABAg, rs944688 tek niikleotit polimorfizmi

196 epileptik hasta, 107 PNEN gecirmis birey ve 109 kontrol bireyin rs944688 genotip
ve alel frekanslari Tablo 17°de verilmektedir. Genotip frekanslari ydninden gruplar arasinda
istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamigtir. Polimorfik alel (A) frekansi hesaplandiginda
kontrol grubunda 0.196, epileptik hastalarda 0.257 ve PNEN gecirmis bireylerde 0.252

bulunmustur.

Tablo 17. Epileptik hastalar, PNEN gecirmis birey ve kontrol bireylerin GABAg, rs944688
genotip ve alel frekanslari

rs 944688 Epileptik PNEN Kontrol OR (95% CI) P
(n=196) (n=107) (n=109)

Genotipler, n (%)

GG 120 (61.2) 61 (57) 68 (62.4) | 1.050% (0.648-1.702) | 0.842°

GA 75 (38.3) 37(34.6) | 34(31.2) 0.840° (0.520-1.355) | 0.474"

AA 1(0.5) 9(8.4 7(6.4)

Aleller

G 0.804 0.743 0.780 0.866° (0.577-1.299) | 0.486°

A 0.196 0.257 0.220 0.707° (0.476-1.049) | 0.084°

dGA+AA vs. GG, epileptik vs. kontrol
®GA+AA vs. GG, epileptik vs. PNEN
‘A vs. G, epileptik vs. kontrol
A vs. G, epileptik vs. PNEN

4.5 GABAR1 G1465A tek niikleotit polimorfizmi

Bu calismada G1465A polimorfizmine rastlanmamistir. Caligilan 412 birey yabanil

genotipte bulunmustur.

4.6 GABAg; C59T tek niikleotit polimorfizmi

196 epileptik hasta, 107 PNEN gegcirmis birey ve 109 kontrol bireyin C59T genotip ve
alel frekanslari Tablo 18’de verilmektedir. Heterozigot genotip riskli kabul edilip homozigot
yabanil tipe gore hesap yapildidinda, epileptik bireylerle PNEN gecirmis bireyler
karsilastirildiginda, heterozigot genotipin, epilepsi riskini 1.5 kat arttirdigi goérilmustar
(P=0.164). Polimorfik alel frekansi epilepsi hastalari (0.102) ve kontrollerde (0.110) yakin

bulunmustur, PNEN gecirmis bireylerde (0.065) ise daha disik bulunmustur.

55



4

TUBITAK

Tablo 18. Epileptik hastalar, PNEN gecirmis birey ve kontrol bireylerin GABAg; C59T genotip
ve alel frekanslari

C59T Epileptik PNEN Kontrol OR (95% CI) P
(n=196) (n=107) (n=109)

Genotipler, n (%)

CC 158 (80.6) | 93 (86.9) | 87 (79.8) 0.951%(0.529-1.710) 0.867%

CT 36 (18.4) 14 (13.1) | 20(18.3) 1.598°(0.822-3.104) 0.164"

TT 2 (1.0 0 2(1.8)

Aleller

C 0.898 0.935 0.890 0.919°(0.538-1.569) 0.756°

T 0.102 0.065 0.110 1.623°(0.862-3.057) 0.130°

dCT+TT vs. CC, epileptik vs. kontrol
PCT+TT vs. CC, epileptik vs. PNEN
°T vs. C, epileptik vs. kontrol
“Tvs. C, epileptik vs. PNEN

4.7 GABA, a1 rs2279020 tek niikleotit polimorfizmi

GABA, a1 rs2279020 polimorfizmi icin 196 epileptik hasta, 107 PNEN gecirmis birey
ve 109 kontrol bireyin genotip ve alel frekanslari Tablo 19'da verilmektedir. Homozigot
polimorfik genotip (GG), epileptik hastalarda %18.9, PNEN gecirmis bireylerde %27.1,
kontrollerde %18.3 olarak gérilmustur. Polimorfik alel (G) frekansi ise epileptik hastalarda

0.457, PNEN gecirmis bireylerde 0.453 ve kontrollerde 0.427 olarak hesaplanmistir.

Tablo 19. Epileptik hastalar, PNEN gecirmis birey ve kontrol bireylerin GABA, a1 IVS11+15
A>G (rs2279020) genotip ve alel frekanslari

rs 2279020 Epileptik PNEN Kontrol OR (95% CI) P
(n=196) (n=107) (n=109)

Genotipler, n (%)

AA 54 (27.6) 39 (36.4) 36 (33) 1.297% (0.781-2.154) 0.315%

AG 105 (53.6) 39 (36.4) | 53 (48.6) 1.508" (0.912-2.494) 0.108"

GG 37 (18.9) 29 (27.1) | 20(18.3)

Aleller

A 0.543 0.547 0.573 1.130° (0.809-1.577) | 0.475°

G 0.457 0.453 0.427 1.014% (0.725-1.416) 1.0°

dAG+GG vs. AA, epileptik vs. kontrol
PAG+GG vs. AA, epileptik vs. PNEN
‘G vs. A, epileptik vs. kontrol
G vs. A, epileptik vs. PNEN

4.8 GABA, a2 rs17852044 tek niikleotit polimorfizmi

Bu calismada rs17852044 polimorfizmine rastlanmamigstir. Calisilan 412 birey yabanil

genotipte bulunmustur.
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4.9 GABA, a3 rs79829085 tek niikleotit polimorfizmi
Bu caligmada rs79829085 polimorfizmine rastlanmamigtir. Calisilan 412 birey yabanil

genotipte bulunmustur.
4.10 Kombine genotipler

4.10.1 GABAg; polimorfizmleri kombine genotipleri
Bu calismada GABAg; geninden G1465A ve C59T polimorfizmleri ¢alisiimistir. G1465A
polimorfizmi icin bUtlin bireyler yabanil genotipte bulundugu i¢cin GABAg; geni i¢cin kombine

genotip hesaplamasi yapilamamistir.

4.10.2 GABAg; polimorfizmleri kombine genotipleri

Bu calismada GABAg, geninden rs1999501, rs967932, rs3780428 ve rs944688 tek
nukleotit polimorfizmleri ¢alisilmistir. Butin genotip kombinasyonlarina bakilip, istatistiksel
olarak anlamli ¢ikan sonugclar tablolarda verilmektedir. (Yabanil genotipler Y ile, polimorfik

genotipler ise P ile gosterilmistir).

IJE hastalari ve PNEN gecirmis bireylerde ikili kombinasyonlara bakildiginda (Tablo
20); rs1999501 icin homozigot yabanil (YY) genotip ile rs944688 icin polimorfik homozigot
(PP) genotip ayni anda tasiyanlara PNEN gecirmis bireyler arasinda, IJE grubuna goére
istatistiki olarak anlamli derecede daha fazla rastlanmigstir. Buradan elde edilen odds orani
(OR) 7’in altinda oldugu igin bu kombine genotipin PNEN gecirmis bireylerde IJE igin
yaklasik 15 kat koruyucu bir etki gosterdigi seklinde yorumlanabilir (OR=0.063, P=0.001).
Ayni koruyucu etki rs967932-rs944688 icin YYPP genotipi tasiyan bireylerde de gorulmustr.

Tablo 20. IJE hasta ve PNEN gegirmis bireylerin ikili genotip kombinasyonlari

IJE (n=196)  PNEN (n=107) OR (95% ClI) P

rs1999501 ve rs944688
YYPP 1 (0.5%) 8 (7.5%) 0.063 (0.008-0.515) 0.001*

rs967932 ve rs944688
YYPP 1 (0.5%) 8 (7.5%) 0.063 (0.008-0.515) 0.001*

*Fisher exact test uygulanmistir.
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IJE hastalari ve kontrol bireylerinde ikili kombinasyonlara bakildiginda (Tablo 21);
rs1999501 homozigot yabanil (YY) genotip ile rs944688 homozigot polimorfik (PP) genotipin
ayni kiside bulunmasinin kontrol bireylerinde IJE igin yaklasik 12 kat koruyucu bir etki
gOsterdigi goralmustir (P=0.009). Benzer sekilde, rs967932-rs944688 icin YYPP genotipi

taslyan bireylerde de iJE’ye karsi 13 katin lizerinde koruyucu etki gorilmstir.

Tablo 21. IJE hasta ve kontrol bireylerin ikili genotip kombinasyonlari

IJE (n=196) _ Kontrol (n=109) OR (95% CI) P

rs1999501 ve rs944688
YYPP 1 (0.5%) 6 (5.5%) 0.088 (0.010-0.741) 0.009*

rs967932 ve rs944688
YYPP 1 (0.5%) 7 (6.4%) 0.075 (0.009-0.616) 0.004*

*Fisher exact test uygulanmistir.

IJE hastalari ve PNEN gecirmis bireylerde (iglii kombinasyonlara bakildiginda (Tablo
22); rs1999501 ve rs967932 icin homozigot yabanil (YY) tipteyken, homozigot rs944688
polimorfizmi (PP) olan bireylerde bu genotip kombinasyonu PNEN gegcirmis bireylerde IJE

icin yaklasik 15 kat koruyucu bir etki géstermistir (P=0.001).

Tablo 22. IJE hasta ve PNEN gecirmis bireylerin G¢li genotip kombinasyonlari

IJE (n=196)  PNEN (n=107) OR (95% CI) P

rs1999501-rs967932-rs944688

YYYYPP 1 (0.5%) 8 (7.5%) 0.063 (0.008-0.515) 0.001*

*Fisher exact test uygulanmistir.

IJE hastalari ve kontrol bireylerde Ugli kombinasyonlara bakildiginda (Tablo 23);
rs1999501 ve rs967932 icin homozigot yabanil (YY) tipteyken, homozigot rs944688

polimorfizmi (PP) olan bireylerde bu genotip kombinasyonu kontrol bireylerinde

yaklasik 12 kat koruyucu bir etki gostermistir (P=0.009).
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Tablo 23. IJE hasta ve kontrol bireylerin tc¢ll genotip kombinasyonlari

IJE (n=196) _ Kontrol (n=109) OR (95% CI) P

rs1999501-rs967932-rs944688
YYYYPP 1 (0.5%) 6 (5.5%) 0.088 (0.010-0.741) 0.009*
*Fisher exact test uygulanmistir.

IJE hastalari, PNEN gecirmis bireyler ve kontrol bireylerinde dértlii kombinasyonlara
bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilememistir. Cin populasyonunda
yapilan calismada rs1999501-rs967932-rs3780428-rs944688 (YPYY) haplotip
kombinasyonunun mesial temporal lob epilepsisi icin risk olusturabilecedi bulunmustur
(WANG, 2008). Bizim calismamizda bu haplotipi verebilecek genotip kombinasyonlarina
bakildiginda rs967932 icin heterozigot olup diger polimorfizmleri bulundurmayan 4 IJE
hastasi varken, PNEN gecirmis ya da kontroller arasinda bu haplotipi verebilecek bireye
rastlanmamigtir (Tablo 24, 25).

Tablo 24. |JE hasta ve PNEN gegirmis bireylerin dortli genotip kombinasyonlari

IJE (n=196)  PNEN (n=107) OR (95% CI) P

rs1999501-rs967932-rs3780428-rs944688
YYYPYYYY 4 (2.0%) 0 (0%) - 0.301*

*Fisher exact test uygulanmistir.

Tablo 25. IJE hasta ve kontrol bireylerin dortli genotip kombinasyonlari

IJE (n=196) Kontrol (n=109) OR (95% CI) P

rs1999501-rs967932-rs3780428-rs944688
YYYPYYYY 4 (2.0%) 0 (0%) - 0.301*

*Fisher exact test uygulanmistir.

4.10.3 GABA, polimorfizmleri kombine genotipleri
Bu galismada GABA, al rs2279020, GABA, a2 rs17852044 ve GABA, a3 geninde
bulunan rs79829085 polimorfizmleri ¢alisiimistir. GABA, a2 rs17852044 ve GABA, a3

59



/‘g\

TUBITAK
rs79829085 polimorfizmleri icin butun bireyler yabanil genotipte bulundugu icin GABAA geni
icin kombine genotip hesaplamasi yapilamamigtir.

5. Tartisma

Epilepsi, noébetler tarafindan karakterize edilen bir hastaliktir. Epileptik ndbetlerin en bilindik
nedenleri arasinda voltaj kapili ve ligand kapili iyon kanallarinda meydana gelen mutasyonlar
bulunmaktadir. GABA ndrotransmitteri ve reseptdrinin de epileptik ndbet olusumunu
tetikledigi bilinmektedir. Daha énceki ¢alismalarda da GABA reseptorlerinde meydana gelen

mutasyonlarin epilepsiyle iligkisi ispatlanmistir (STEINLEIN, 2004).

idiyopatik jeneralize epilepsi (IJE) tiiriinin genetik nedenleri oldugu diistiniilmektedir. Bu
calismada idiyopatik jeneralize epilepsi ile GABAA, GABAg; ve GABAg, gen polimorfizmleri

arasindaki iliskiye bakilmistir.
GABA, reseptdr polimorfizmleri

GABA, reseptdr genindeki mutasyonlarin, GABA molekiiliinin baglanmasini engelleyip, IJE
ndbetlerine yol agtigi bilinmektedir (MACDONALD, 2004). GABA, a1 reseptorindeki A322D
mutasyonunun juvenil myoklonik epilepsiye yol agtigi bilinmektedir (KRAMPFL, 2005).

Bu projede calisilan, GABA, a1 geninde bulunan rs2279020 tek nukleotit polimorfizminin
alkol bagimhhg: (PARK, 2006) ve duygudurumu hastaliklariyla (YAMADA, 2003) iligkisi
bulunmustur. Ayrica Kuzey Hindistan’da yapilan bir galismada rs2279020 polimorfizminin
epilepsi duyarhligiyla iliskisi bulunmustur (KUMARI, 2010). Bu ¢alismada epileptik bireylerle
PNEN gecirmis bireyler karsilastiriidiginda, rs2279020 polimorfizminin IJE riskini PNEN
gecirmis bireylerde 1,5 kat arttirdigi goéralmustur, ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli
bulunmamigtir (P=0.108). Polimorfik alel frekanslari G¢ grupta da birbirine yakin bulunmustur;
epileptik bireylerde 0.457, PNEN gegirmis bireylerde 0.453 ve kontrol bireylerde 0.427. Turk
populasyonunda ilk defa galisilan rs2279020 polimorfizminin frekansinin yudksek oldugu

gorilmistir, fakat IJE ile istatistiksel olarak anlamli bir iligkisi bulunamamistir.

GABA, a2 geninde bulunan rs17852044 ve GABA, a3 geninde bulunan rs79829085 tek
ndkleotit polimorfizmleri ilk defa bu projede calisiimistir. Her iki polimorfizme de Turk

populasyonunda rastlanmamistir.

GABAg; reseptér polimorfizmleri
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GABAg; altbirimi, GABAg reseptorinin ligand aktivasyonunda rol alirlar. G1465A
polimorfizmi GABAg; geninin ekzon 11 bdlgesinde yer alir ve glisin aminoasitini serine gevirir
(Gly489Ser). Bu bdlge GABA reseptérinin baglanma bdlgesini iginde bulundurur (FRENCH,
2003). Boylece G1465A polimorfizminin reseptor fonksiyonlari etkiledigi disunilmektedir.

G1465A polimorfizminin epilepsiyle olan iligkisine ilk olarak temporal lob epilepsisinde
rastlanmistir (GAMBARDELLA, 2003). Ancak daha sonrada bu iligkiyi ¢alisan gruplar
G1465A ile temporal lob epilepsi arasinda bir iliski bulamamistir (REN, 2005; STOGMANN,
2006; WANG, 2008). Yapilan bir diger calismada G1465A ile IJE iliskisine bakilmis fakat
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (SANDER, 1999).

Tirk populasyonunda G1465A polimorfizmi ile uyku apnesi sendromu iliskisi calisiimis ve bu
polimorfizme Turk populasyonunda rastlanmamistir (BAYAZIT, 2007). Bu calismada, Turk
populasyonunda ilk defa IJE ve G1465A arasindaki iliski calisiimis fakat benzer bir sekilde

butln bireyler yabanil genotipte bulunmustur.

GABAg; geninde bulunan C59T polimorfizmi, alanin amino asitini valin amino asitine gevirir
(Ala20Val) ve GABAg; geninin ekzonlal bdlgesinde yer alir. Yapilan bir galismada IJE
hastasi olan iki ailenin C59T polimorfizmi tasidigi saptanmistir. Ancak saglikli akrabalarin da
bu polimorfizmi tasidigi gorildigi icin IJE ve C59T arasinda bir iliski sunulamamistir
(SANDER, 1999).

C59T ile IJE iliskisi Tirk populasyonunda ilk kez calisiimistir. Epileptik bireylerle PNEN
geciren bireyler karsilastirildiginda, C59T polimorfizminin IJE riskini PNEN bireylerinde 1.5
kat arttirdigi goriimustir, fakat sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir
(P=0.164). C59T polimorfizminin frekansi kontrol bireylerde bu c¢alismada 0.110 olarak

bulunmustur.
GABAg; geninde bulunan G1465A ve C59T polimorfizmleri amino asit degisikligine yol agtigi
icin ve reseptdrde fonksiyonel bir degisiklik yaratabileceg@i icin bu c¢alismada bakilmistir.

Fakat iJE ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir.

GABAg, reseptér polimorfizmleri
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GABAg, reseptor altbirimi G-protein kenetli reseptor sinyalizasyonunda rol alir. Cinlilerde
yapilan  bir c¢alismada rs3780428-rs1999501-rs967932-rs94688  polimorfizmlerinin
olusturdugu bir haplotipin mesial temporal lob epilepsisiyle iligskisi bulunmustur (WANG,

2008). Bu dért polimorfizmin IJE ile iliskisine ilk defa bu calismada bakilmistir.

GABAg; rs1999501 polimorfizminde homozigot polimorfik bireye rastlanmamistir. Heterozigot
bireyler riskli grup alindiginda, epileptik ve PNEN gegirmis bireyler karsilastiriidiginda,
rs1999501 polimorfizminin IJE riskini 1.5 kat arttirdigi goérilmustir ancak bu sonug
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P=0.160). Bu polimorfizmin mesial temporal lob
epilepsisiyle de iligkili bulunmamistir (WANG, 2008). GABAg, rs1999501 polimorfizminin
frekansi bu calismada 0.092 olarak bulunmustur, ayni polimorfizmin frekansi Cin
populasyonunda 0.441 (WANG, 2008) ve NCBI veritabaninda 0.200 olarak verilmistir.

GABAg, rs967932 polimorfizminde de homozigot polimorfik bireye rastlanmamistir.
Heterozigot bireyler riskli grup alindiginda, epileptik ve PNEN gecirmis bireyler
karsilastirildiginda, rs967932 polimorfizminin IJE riskini 2 kat arttirdigi gértlmustir ancak bu
sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P=0.083). Epileptik hastalarla kontroller
kasilastirildiginda lje riskinin 1.5 kat arttigi gorulmustir fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (P=0.342). GABAg; rs1999501 polimorfizminin frekansi bu ¢alismada 0.041
olarak bulunmustur, ayni polimorfizmin frekansi Cin populasyonunda 0.416 (WANG, 2008)

ve NCBI veritabaninda 0.177 olarak verilmistir.

GABAg, rs3780428 polimorfizminde de istatistiksel olarak anlamli bir sonuca rastlanmamistir.
Polimorfik alel frekanslari t¢ grupta da birbirine yakin bulunmustur. Bu polimorfizm mesial
temporal lob epilepsisiyle de iligkili bulunmamigstir (WANG, 2008). GABAg, rs3780428
polimorfizminin frekansi bu calismada 0.252 olarak bulunmustur, ayni polimorfizmin frekansi
Cin populasyonunda 0.175 (WANG, 2008) ve NCBI veritabaninda 0.320 olarak verilmigtir.

GABAg, rs944688 polimorfizminde istatistiksel olarak anlamli bir sonuca rastlanmamistir.
Polimorfik alel frekanslari (¢ grupta da birbirine yakin bulunmustur. Bu polimorfizm mesial
temporal lob epilepsisiyle de iligkili bulunmamistir (WANG, 2008). GABAg, rs3780428
polimorfizminin frekansi bu galismada 0.220 olarak bulunmustur, ayni polimorfizmin frekansi
Cin populasyonunda 0.105 (WANG, 2008) ve NCBI veritabaninda 0.303 olarak verilmigtir.

Genotip kombinasyonlari
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GABAg, genindeki rs1999501, rs967932, rs3780428 ve rs944688 tek nukleotit
polimorfizmleri igin genotip  kombinasyonlarina bakildiginda rs944688 igin polimorfik
homozigot, rs967932 ve rs1999501 icin ise yabanil tip genotipe sahip olmanin PNEN
gecirmis bireylerde IJE icin yaklasik 15 kat koruyucu bir etkiye sahip oldugu sonucuna
varilimistir (P=0.001). Ayni genotip kombinasyonlarinin kontrol gruplarinda da IJE igin
yaklagik 12 kat koruyucu bir etki gosterdigi gorilmektedir (P=0.009).

Bu verilerden yola c¢ikarak, bu ¢l genotip kombinasyonunun psikojenik ndbetler gegiren
(PNEN) bireylerle gercek epileptik noébetlerin ayriminda kullanilabilecegini 6nerebiliriz.
ilerideki calismalarda buradan yola cikilarak, GABA reseptdér genlerinde veya bagka
genlerde bulunan genetik farkliliklar incelenerek PNEN-epilepsi ayrimini yapmaya yarayacak
daha baska genotip kombinasyonlari da bulunabilir. Bu sayede, psikojenik ndbetlerin epilepsi
gibi ele alinip tedavi yoluna gidilmesi yuzinden gereksiz tibbi harcamalar yapiimasinin da

onune gecilebilecektir.

Cin populasyonunda yapilan ¢alismada rs1999501-rs967932-rs3780428-rs944688 (YPYY)
genotip kombinasyonunun mesial temporal lob epilepsisi i¢in risk olusturabilecegi
bulunmustur (WANG, 2008). Bizim c¢alismamizda bu haplotipi verebilecek genotip
kombinasyonlarina bakildiginda rs967932 igin heterozigot olup diger polimorfizmleri
bulundurmayan 4 IJE hastasi varken, hic PNEN gegirmis ya da kontrol bireyine

rastlanmamistir, bu ylizden istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ sunulamamistir.

Proje sonunda elde ettigimiz tim verileri bilimsel 2 makale seklinde literatiire kazandirmak

icin makale yazim ¢alismalarina baslamis bulunmaktayiz.

Sonug olarak, yol actigi bireysel yikim, ¢cevrenin yuklenmesi gereken gorevler ve tibbi yardim
harcamalarinin Ulke ekonomisine getirdigi yik nedeniyle 6nemli bir saglik problemi olan
epilepsinin, guglu genetik temelleri olduguna inanilan bir turd olan idiyopatik jeneralize
epilepsi (IJE) ile GABA reseptdr polimorfizmlerinin iligkisini aragtirdigimiz bu projemizde
daha 6énce Tirk popllasyonunda hi¢ caligiimamis polimorfizmler IJE riski agisindan
incelenmistir. Bu polimorfizmlerden bazilari tim diinyada da iJEde ik kez bu galisma
kapsaminda ele alinmistir. Elde edilen verilere gore, incelenen polimorfizmlerin higbirisi tek
bagina risk teskil etmezken, bazi genotiplerin birlikte bulunmasinin (JE riskini dnemli
derecede azalttigi goérulmistir. Onerimiz, daha uzun sireli ve birkag merkezin birlikte
katildi§i daha buyuk 6lgekli bir gcalisma yapilarak bu polimorfizmlerin etkilerinin teyit edilmesi

uygun olabilir.
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