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OZET

ASTIM HASTALIGINDA IL-18 GEN POLIMORFiZiMIiNIN
ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
NiL OCAK
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESi AYLA SOLMAZ AVCIKURT)
BALIKESIR, KASIM - 2018

Genetik ve cevresel faktorlerin etkisi ile olusan astim, solunum yollarinda
obstriiksiyon ile giden bir hastaliktir. Dogustan ve edinilmis bagisiklik sisteminin
onemli diizenleyicisi olan IL-18, insanda kromozom 11g22.2-2-q22.3 {izerinde
bulunan, alti ekzon, bes introndan olusan bir sitokindir. Bu ¢alismada IL-18 gen
promotorunda var olan -607 (rs1946518) A/C, -656 (rs1946519) G/T niikleotid
degisimi kapsayan polimorfizmlerin astim hastaligi ile iliskisi arastirildi. Caligmada
astim hastalig1 tanist konan 100 hastada (53 erkek, 47 kadin; yas ortalamasi
52.58£12.26), 101 saglikli kontrolde (50 erkek, 51 kadm; yas ortalamasi
54.88+10.54) IL-18 promotor -607 (rs1946518) A/C niikleotid degisimi, -656 ve
(rs1946519) G/T degisimi polimeraz zincir reaksiyonu ve kisitlayici enzimler
kullanilarak incelendi. Hasta ve kontrol gruplar1 -607 bolgesinde genotip dagilimi
CC i¢in sirastyla % 49 ve %64, CA igin % 46 ve %34,AA icin ise % 5 ve %3 olarak
bulundu. -656 bolgesinde ise hasta ve kontrol gruplarinda IL-18 bolgesinde genotip
dagilim1 GG ig¢in sirasiyla % 49 ve %55, GT igin % 37 ve %41, TT i¢in ise %14 ve
%S5 olarak bulundu. 607 C allel frekans1 hasta grubunda kontrollere gore daha az
bulundu.(p=0,054). -607 hasta (n=49 %49,0) ve kontrol grubu (n=64 %63,3) ile
karsilastirildiginda CC genotip oranlar arasinda anlamli farklilik saptanmis olup;
hasta grupta CC varyant orani kontrol grubundan diisiik bulunmustur (p=0,040). IL-
18 promotor -656 da hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda GG ve GT varyant
oranlar1 istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedi. TT genotip oranlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis olup; hasta grupta TT (n=14
%14,0) genotip kontrol grubundan (n=5 %35,0) yiiksek bulunmustur (p=0,028).

ANAHTAR KELIMELER: Astim, IL-18 promotor, polimofizm, PCR-RFLP,
Genotip.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF IL-18 GEN POLYMORPHISM IN ASTHMA
DISEASE
MSC THESIS
NiL OCAK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. AYLA SOLMAZ AVCIKURT)
BALIKESIR, NOVEMBER 2018

Asthma, caused by genetic and environmental factors, is a disease
characterized by obstruction of the respiratory tract. 1L-18, an important regulator
of innate and acquired immune system, is a cytokine consisting of six exons, five
introns, located on chromosome 11g22.2-2-g22.3. In this study, we investigated the
association of polymorphisms with ler607 (rs1946518) A/C, -656 (rs1946519) G/T
nucleotide changes in the IL-18 gene promoter with asthma. In this study, 100
patients (53 males, 47 females; mean age 52.58 + 12.26 years) with asthma disease,
101 healthy controls (50 males, 51 females; mean age 54.88 + 10.54). ) IL-18
promoter -607 The change of -656 and (rs1946519) G / T were investigated using
polymerase chain reaction and restriction enzymes. The distribution of genotypes in
the patient and control groups -607 was 49% and 64%, 46% and 34%, and 5% and
3%, respectively. In the -656 region, the distribution of genotypes in the IL-18
region in the patient and control groups was 49% and 55% for GG, 37% and 41%
for GT and 14% and 5% for TT, respectively. -607 C allele frequency was lower in
the patient group compared to controls (p = 0.054). -607 (n = 49% 49.0) and control
group (n = 64% 63.3) compared with the CC genotype ratio was found a significant
difference; CC variant ratio was found to be lower in the patient group than the
control group (p = 0.040). IL-18 promoter -656 compared the patient and control
group GG and GT variant rates did not show a statistically significant difference.
There was a statistically significant difference between TT genotype ratios; In the
patient group, TT (n = 14% 14,0) was higher than the control group (n = 5, 5,0%)
(p =0,028).

KEYWORDS: Asthma, IL-18 promoter, polymorphism, PCR-RFPL, Genotype.
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1. GIRIS

Astim kronik akciger hastaligi olup, diinyada yaklasik 100 milyon kisiyi
etkilemektedir ve bu rakamin 2025’te 300 milyon olmast beklenmektedir [1]. Astim,
atopinin ve total serum IgE (immiinglobin E) diizeyinin artmas: ile iligkili kompleks
bir hastaliktir [2]. Allerjik asttm ©6nemli bir halk sagligi problemidir. Diinya
niifusunun neredeyse %20’si bu hastalik ile miicadele etmektedir. Hava kirliligi ve
cevresel etkenler nedeniyle goriilme siklig1 kiiresel olarak artmaktadir [3]. Cocuk ve
eriskinler i¢in yapilan arastirmalarda, goriilme sikliginin diinyada farkli ilkelerde
%1-18 arasinda degistigi goriilmiistiir [4]. Bircok astim hastasinda ilk belirtiler okul
oncesi donemde ortaya ¢ikmakla birlikte, kronik semptomlar geng erigkinlerde ortaya

cikmakta, erken yasta hirilti ve brons asir1 duyarlilik semptomlar1 daha yiiksek

oranda gozlenmektedir [5].

Astim hastaliginda risk etmenleri, kisisel risk etmenleri ve g¢evresel risk
etmenleri olmak lizere 2’ye ayrilir. Kisisel risk etmenleri genetik, cinsiyet ve
obezitedir. Cevresel risk etmenleri ise allerjenler, hava kirliligi, sigara maruziyeti ve
enfeksiyonlardir. Cevresel faktorlerin alerjik astim patogenezine katkida bulundugu
One strlilmistiir [6]. Astimin psikososyal streslerden, enfeksiy6z ajanlara ve
allerjenlere kadar uzanan etyolojik nedenleri vardir [7]. Gen-cevre etkilesimi lizerine
yapilan arastirmalar, astimin karmasik mekanizmasi hakkinda bakis ag¢imizi
genisletebilir [8]. Cevresel faktorler genetik yatkinlik ile birlikte, ¢evresel faktorlere

duyarlilik ve antijene spesifik serum IgE’ nin eslik ettigi astim1 ortaya ¢ikartmaktadir.

[9l.

Astim ve atopi artmis brons asir1 duyarliligi ve artmis kan eozinofili sayisi ile
yakindan baglantilidir [10]. Atopi ¢evremizde bulunan allerjenlerin viicudumuzda
alerji olusturmasit icin egilimli olma durumudur. Astim, aralikli, hava yolu
obstriikksiyonu ve hava yolu asir1 duyarliligt ve enflamasyonu ile karakterize
kompleks bir hastaliktir. Sebepleri bilinmemekle birlikte, astimin patolojik ifadesi

havayollarinin enflamasyonu olan bir sendrom oldugu bilinmektedir. Astimi olan



hastalarda solunum yollarindaki enflamasyonun siddeti astimin siddeti ile paralellik

gostermektedir [11].

1.1 Astim Tanimi

Hava vyollarinin kronik inflamatuvar bir hastaligi olan astimda, [12]
enflamasyonda mast hiicreleri, eozinofiller, T-lenfositler basta olmak iizere bir¢ok
hiicre rol almaktadir. Astim, Th; hiicre araciligindaki bozukluk olarak diistiniiliir. IL-
4, IL-13,1L-9 ve IL-5 hava yolu enflamasyonunda rol oynayan ana sitokinler olarak
tanimlanmistir [13]. Enflamasyon, hastalarda siklikla gece veya giindiiz tekrarlayan
ataklar halinde hiriltili solunum, nefes darligi, gogiliste sikinti hissi ve Oksiiriik
semptomlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [14]. Astim, yillardir allerjene
0zgli IgE (immiinglobiin E) ile kuvvetli iligskili olan bir alerjik hastalik olarak
diisiiniilmistiir [15]. Hava yolu enflamasyonu, astimin karakteristik bir 6zelligidir ve
hava yolu tikanikligi brons asir1 duyarliligi ve bazi hastalarda bulunan yaralanma-
onarim siirecinin baslatilmast (yeniden sekillenme) dahil olmak {izere hastaligin

bir¢ok semptomunun ortaya ¢ikmasinda énemli dl¢iide katkida bulunur.

1.2  Astim Epidemiyoloji

Astim her yasta ortaya ¢ikabilen bir hastalik tiirtidiir. Hastalarin %30’unda
baslangi¢c ilk 1 yasta olup, %80-90’inda ilk belirtiler 4-5 yastan Once ortaya
cikmaktadir [16]. Erkek cocuklarda goriilme orani, kizlara gore iki kati kadardir.
Ulkemizde 27 ilden 46.813 ¢ocuk olgu ile yapilan bir ¢alismada astim prevalansi
%14,712 aylik yas grubunda astim prevelanst %2,8 olarak goriilmistiir [17].
Gelismis toplumlarda ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in
Childhood) yontemiyle astim prevelansit %4-23 oraninda oldugu ortaya c¢ikmigtir
[18].



1.3 Astim Mortalite

Diinyada astim nedeniyle yilda 250.000 kisinin hayatin1 kaybettigi
distiniilmektedir [19]. Gorlilme sikligi ve mortalite arasinda bir iliski olmadig:

bilinmektedir.

14 Risk Faktorleri

Astimda risk faktorleri, kisisel risk faktorleri ve ¢evresel risk faktorleri olmak

tizere iki alt baslikta incelenmektedir.

1.4.1 Kisisel Risk Etmenleri

1.4.1.1 Genetik

Astimin tam nedeni bilinmemekle birlikte kalitsal oldugu diisiiniilmektedir.
Astim patogenezin de bircok gen rol oynamaktadir. Astim komplex genetik bir
hastalik olup ve cevresel etmenlerin hastali§in ortaya ¢ikmasinda etkisi vardir [20].
Rol oynayan degisiklikler astimda dért temel alanda olmaktadir [21]. ilk olarak
allerjene 6zgii IgE (immiinglobulin E) antikorun iretilmesi, ikinci olarak
havayolunda asir1 duyarlilik olusmasidir. Ugiincii olarak biiyiime faktdrleri, sitokinler
ve kemokinler gibi enflamatuar mediatorlerin salinmasi son olarak da Thy veya Th,

yoniindeki yanit1 belirleyen faktorler seklindedir [22].

Sitokinler, dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sistem hiicrelerinde immun

yanitta anahtar oyunculardir [23].

Allerji de immiin yanitin olusumu IL-1, IL-10 ve interferonlar gibi sitokinler
sayesinde gerceklemektedir [24]. IL-1 ailesi, bazi patojenlere ve diger zararl
maddelere kars1 konak yanitlarinda kritik bir rol oynadigi kanitlanmis bir dizi sitokin

igerir [25]. IL-1 lokal ve sistemik inflamasyonun ana sitokinidir [26]. IL-1 ailesi, iki



pro-inflamatuar sitokinden meydana gelir; IL-1a ve, IL-1p. Bu sitokinleri kodlayan
genler, 2.kromozomun uzun kolunda bulunur (2g13-14) [27]. Inflamasyonda ana
sitokini olarak IL-1 son derece onemli bir sitokindir. IL-Ra,( IL-1 reseptor
antagonisti) tiim hiicreler tizerinde bulunan IL-1 reseptor tipi 1’1 (IL-1R1) bloke eder;
Bu nedenle sistemik enflamasyon ya IL-1a ya da IL-1f araciligiyla ortaya g¢ikabilir
[28].

IL-10, Thy ve Th, lenfositleri, sitotoksik T hiicreleri, B lenfositleri, mast
hiicreleri, mononiikleer fagositik hiicreler ve dendritik hiicreler de dahil olmak tizere
sayisiz hiicreden salinir [29]. IL-10, bagisiklik yanit1 inhibe ettigi diisiiniiliir, ancak
belirli kosullar altinda aktive edici 6zelliklere de (6rnegin makrofajlar {izerinde)
sahip olabilir [30]. IL-10 gesitli iltihap hastaliklarinda, potansiyel terapotik etkilere
sahiptir. IL-10’un B hiicreleri, Thy Th, hiicreleri, gibi ¢esitli hiicreler tarafindan
tiretildigi bilinmektedir [31].

Interferonlar, viriislerin yol actig1 enfeksiyonlara yanit olarak gesitli hiicreler
tarafindan saliman bir protein ailesidir [32]. Interferonlar, dogal immiin sistemin bir
pargasidir ve patojenlere karsi bir proinflamatuar yanitin tetiklenmesine neden
olmaktadir [33]. Hepatit, kanser gibi ¢esitli patolojik durumlarin tedavisinde degisik
interferon tiirleri kullamlmigtir [34]. Interferonlarm ana ii¢ sinifi vardir: Tip I veya
non-immiin interferonlar esas olarak 16kositler tarafindan iiretilen interferon alfa ve
fibroblastlar tarafindan iiretilen interferon beta’dan olusur. Tip II veya bagisiklik
interferon, ¢ogunlukla NK hiicreleri ve T hiicreleri tarafindan {iretilen interferon

gama; ve tip III, lambda interferondan olusur [35].

1.4.1.2 Cinsiyet

Erkek ¢ocuklarda, kiz ¢ocuklarina gére astim goriilme sikligi daha fazladir.
Bu oranin erkek cocuklarda 2 kat attigi tespit edilmistir [36]. Yas ilerledikce

eriskinlerde bu durumun bayanlarda daha fazla oldugunu goriilmektedir.



1.4.1.3 Obezite

Obezite astim hastaligi i¢in risk etmeni olarak gosterilmistir. Obez bireylerde
astim insidanst %50 artmaktadir [37]. Viicut agirlig1 yiiksek olan hastalarda obezite
ile astim arasinda bir iligski oldugu diisiiniilmektedir ancak bu iliskinin molekiiler

mekanizmalart heniiz aydinlatilmamistir [38].

1.4.2 Cevresel Risk Etmenleri

1.4.2.1 Allerjenler

Astimda cevresel risk etmenleri olan allerjenler, i¢ ortam ve dis ortam
allerjenleri olmak {izere iki baslikta incelenmektedir [39]. I¢ ortam allerjenleri;
hamambdcegi, ev tozu akarlar1 ve evcil hayvanlardir. Dis ortam allerjenleri ise polen

ve mantarlardan olusmaktadir.

1.4.2.2 Sigara

Sigara dumaninin astim hastaligini tetikledigi, hastaligin siddetini arttirdig,
solunum fonksiyonlarinin azalmasma sebep oldugu bilinmektedir. Tiitiin dumana,
ozellikle sigara icen ebeveynlerin astimli ¢ocuklarinda 6nem arz eder. Solunan
duman, tiitiin kullanicisi tarafindan teneffiis edilir, alerjik duyarliligin artmasina
sebep olur ve solunum mukozasini tahris etmektedir. Gebelik sirasinda ebeveynin
sigara igmesi, ileride dogacak c¢ocugun hem biliylime ve gelismesini olumsuz
etkileyecek hem cocugun yasaminin ilk yillarinda astim hastaligina yakalanmasina

hazirlik saglayacaktir [40].



1.4.2.3 Hava Kirliligi

Hava kirliligi kentlerde yasayan astim hastalarini olumsuz etkilemektedir.
NO; (azot dioksit) gazi, trafik ve sanayi tarafindan tretilen agirlikli olarak ozon
(Oa),ve ¢esitli partikiiler maddeler (PM) astim hastaliginda énemlidir [41]. Ozellikle
cocukluk cagr astiminda hava kirliligi 6nemli bir predizpozisyon etkendir ve NO2’in
solunan havada konsantrasyonunun artmasiyla birlikte dksiiriikk ve astim semptomlari
artar [42]. Bu kirli hava, hava yollarinda iltihaba, asir1 duyarliliga ve oksidatif strese
neden olmaktadir ve uzun siireli hava kirliligine maruz kalma, normal akciger
gelisimini bozmaktadir [43]. Hava kirliligi enflamasyona ve oksidatif strese, astim
siddetinin artmasina ve muhtemel astim gelisiminde rol oynayan mekanizmalara

neden olmasi nedeniyle hastaligin seyri ve tedavisini olumsuz etkilemektedir [44].

1.4.2.4 Enfeksiyonlar

Viriislerden kaynaklanan solunum yolu enfeksiyonlari ve Chlamydia ve
Mycoplasma tiirleri astim patogenezinde rol oynar [45]. Bu ajanlarin epidemiyolojik
acidan en az 3 yolla astim ile iliskili oldugu gdsterilmistir. Ilk olarak bebeklik
doneminde bazi virlislerin astim fenotipinin baslangicindan potansiyel olarak
sorumlu oldugu i¢in dahil edilmistir. Bu konuda en inandirict bir sekilde ortaya

koyan viriisler, rinoviriis ve solunum sinsityal viriisii (RSV) olmustur [46].

Ikinci olarak viral enfeksiyonlar astimli kisilerde, alerjik duyarlilik, allerjen
maruziyeti ve hava akisi obstriiksiyonunun akut ataklarinin indiiksiyonunda kofaktor
gibi davranmaktadir [47]. Son olarak enfeksiyonlarin, astim da dahil olmak {izere
alerjik solunum yolu hastaliklarinin gelisimini 6nleme potansiyeline sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Hijyen hipotezinin ilerlemesinden sonra bu alandaki ilgi artmis ve
aile biliyiikliigiiniin artmasi ile artan sayida enfeksiyon gecirilmesinin astim gelisimini

azaltacagi seklinde goriisler bulunmaktadir [48].



1.4.3 Patogenez

Astim ¢esitli inflamatuar hiicrelerin ve bircok mediatoriin rol oynadig
karakteristik, fizyopatolojik degisiklerle seyreden inflamatuar hava yolu hastaligidir
[49]. Astim fizyopatolojisi iige ayrilir. Ik olarak kronik enflamasyon, ikinci olarak

bronsiyal hiperraktivite ve son olarakta hava yolu obstriiksiyonudur [50].

Insan mast hiicrelerinin astim fizyopatolojisine katkida bulundugu konusunda
giiclii kanitlar vardir. Mast hiicreleri siddetli astimda diiz kaslara ¢ok fazla niifuz
ederek inflamatuar mediatorleri salgilayarak hava yolu semptomlarini ortaya
cikartirlar [51]. Astim patolojisinde 6zellikle en siddetli vakalarda, mukus hiicreli
hiperplazi ve inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ile karakterizedir ve bunlarin
arasinda CD4+ T hiicreleri, eozinofiller ve mast hiicreleri baskindir [52]. Mast
hiicreleri, T hiicreleri ve eozinofiller, astimli hastalarda bronsiyal diiz kas lifleri
icinde lokalizedir; bu durum normal kisilerde veya eozinofilik bronsiti olanlarda,

astim fenotipinin belirlenmesinde 6nemli bir faktordiir [53].

Astim, kalici havayolu obstriiksiyonu, hava yolu asir1 duyarlilign ve ¢ok
hiicreli enflamasyonu igerebilen kompleks bir sendromdur ve mast hiicrelerinin,
makrofajlarin, dendritik hiicrelerin, nétrofillerin, eozinofillerin ve T lenfositlerin
solunum yollarina ilerlemesi ile inflamatuar bir yanit olusur [54]. Yardimci T
hiicreleri (Thy) bagisiklik aktivasyonunda onemli bir role sahiptir. Bu da
enflamasyona ve ge¢ asttima neden olabilir. Onceden olusturulmus hiicre dist
proteinlerin depolanmasi, diiz kas hipertrofisi ve artmis goblet hiicresi {iretimiyle
hava yolunun yeniden sekillenmesine neden olur ve bir kisminin serbest

birakilmasina yol acar [55].



1.4.4 Astim’in Tedavisi

Astim tedavisine yonelik giincel terapilerin ¢ogu insanda etkili oldugu,
astimin klinik bulgularinin uygun tedaviyle kontrol altina alinabilecegi bilinmektedir.
Belirli astim endotiplerinin tanimlanmasi, havayolu enflamasyonunun, allerjenlere ve
viral enfeksiyonlara, epitel ve immiin yanitlarin genislemesi ile birlesince, astim
tedavisinde endotip spesifik tedavilerin gelistirilmesi ve uygulanmasi i¢in yeni
firsatlar olusmustur [56]. Bulgular, semptomlarin astim i¢in bilgilendirici sekilde
siniflandirilmasini, akciger fonksiyonu ile ilaglara cevap vermesini, bireylere 6zgii
patofizyolojiyle 6zel terapiye izin verir [57]. Astim tedavisinin ydnetiminin amaci,

tedavinin yan etkileri olmaksizin kontrolii saglamak ve stirdiirmektir [58].

Serum periostin, eozinofilik enflamasyonun dolayl1 bir 6l¢iisii olan biyolojik
belirtectir ve havayolu epitelyum hiicreleri ve IL-4 ve IL-13 ile uyarilan akciger
fibroblastlar1 tarafindan salgilanan bir hiicre dis1 matriks proteinidir [59]. Periostin,
epitelyum tabakasi altinda hava yollarinin kalinlagmasina ve yeniden yapilanmasina
katkida bulunur [60]. Periostinin astimda Ozellikle eozinofilik formda onemli rol
oynadig1 varsayilmistir [61]. Insanlarda periostinin Thy/eozinofilik enflamasyonu
uzattig1 ve havayolunun yeniden yapilandirmasini siddetlendirdigi bulunmustur [62].
Periostinin etkilerini hedeflemek, astimin altinda yatan molekiiler mekanizmalari
aydinlatmaya yardimct olabilir ve astim tedavisinde etkili terapotik ajanlar

gelistirilmesi i¢in umut verici bir yontem olabilir [63].

Omalizumab, se¢ici IgE’ye baglanan ve IgE’nin yliksek afiniteli reseptoriine
baglanmasim1 ve IgE’yi azaltmasin1 6nleyen hiimanize monoklonal antikordur [64].
Hiicre degraniilasyonunda azalmaya ve aym1 zamanda IgE aracili yanitlara katilan
hiicrelerin yeni inflamatuar mediatorleri sentezlemesine neden olmaktadir [65].
Ayrica, omalizumab’in baslangicindan sonraki ii¢ ay i¢inde, IgE i¢in yiiksek afiniteli
reseptorlerin sayisinda bir azalma goriilmiistiir; bu durum allerjen maruziyetine

yanitin hafiflemesine katkida bulunur [66].



Inhale kortikosteroidler (ICS), astimda uzun yillardir kullanilmaktadur.
Kortikosteroidlerin astimin 6liim riskini azaltmasi tek basarisi degildir [67]. Bu

ilaglar 1yi etkileri koruyarak, kotii etkileri azaltarak etki ederler [68].

1.45 Astim’in Tedavi Maliyetleri

Astim, sosyal ve ekonomik etkiye sahip kronik bir hastaliktir. Son
donemlerde astimin yiikselen ve stirekli artig gosteren bir goriilme sikligi mevcuttur.

Bununla birlikte maliyet agisindan 6nemli etkilere sahiptir.

Astim hem dogrudan hem de dolayli maliyet ac¢isindan 6nemli etkiye sahiptir.

Avrupa’da, hastaligin maliyeti yilda 19 milyon Euro (€)’dur [64].

Astimin yilda kisi basina maliyeti 2002-2007 yillar1 arasinda 3,259 dolar
olarak hesaplanmistir [69]. Astim kaynakli kayip is glinii degeri, her bir is¢i icin
yaklasik 301 dolar ve her bir 6grenci igin 93 dolardir [70]. Diinya’da 2007 yilina ait
verilere bakildiginda toplam maliyet ile 56 milyar dolar ($) olmustur [71].



2. INTERLOKIN-18 (1L-18)

2.1 interlokin-18 Tanim

IL-18, Th hiicre farklilasmasi ve enflamasyonu igin gii¢lii bir sitokindir [72].
15 aminoasit kalintisi igeren, 192 aminoasitten olusan pro-1L-18 olarak iiretilir [73].
Aktive edilmis monositler/makrofajlar tarafindan baskin olarak salgilanan IL-18,
otoimmiin, enflamatuar ve enfeksiydz hastaliklarda 6nemli bir rol oynayan, dogustan
gelen ve edinilmis bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde rol oynayan bir pleiotropik
sitokindir [74]. IL-18 baslangi¢ta IFN-y {iretimini uyarabilme kabiliyeti nedeniyle
IFN-y indiikleyici faktor olarak (IGIF) olarak isimlendirilmistir [75]. IL-18 geni,
farede kromozom 9’da, insanlarda kromozom 11°de bulunur [76]. insan IL-18 geni
kromozom 11q22.2-2-q22.3 iizerinde bulunur ve alti ekson, bes introndan olusur
[77]. IFN-y indiikleyici faktor olarak bilinen IL-18,IL-1 ailesinin bir sitokinidir [78].
IL-18’in atopik hastalik etiyolojisinde yer aldigi ve hem Th; hem de Th,

farklilagsmasinin 6nemli bir belirleyicisi oldugu ileri stiriilmiistiir [79].

Sekil 2.1: interlokin-18 (1L-18) yapist [80].
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Interlokin-18, T yardimci hiicreleri tarafindan interlokin-12 aracili interferon-
y tretiminin indiiksiyonu i¢in bir yardimc1 uyaran faktordiir ve ¢cogu periferik CD4+
T hiicresi reseptor interlokin-18R alfayr ifade eder [81]. IL-18 IFN-y iiretiminin
uyarilmasi, dogal katil (NK) hiicre sitotoksitesinin arttirilmast ve Th; hiicre
farklilagmasinin uyarilmasi gibi IL-12 ile biyolojik 6zellikleri paylasir [72]. IL-18’in
sinyalizasyon aktivasyon durumu, IL-18 ile onun tuzak reseptorii, IL-18 baglayici
protein arasindaki bir dengeyle diizenlenir [82]. Insanlarda alternatif baglanma ile

olusturulan dort izoform, IL-18 baglanma proteini vardir [83].

Alerjik hastalikta IL-18’in rolii spesifik immiinolojik mekanizmalarin aracilik
ettigi asirt duyarl bir durumdur. Klasik alerjik hastaliklarda immiinoglobulin (IgE)

aracilik eder, ancak diger hiicre aracili siiregler de ortaya ¢ikabilir [84].

IL-18, IL-18 gibi, tipik bir sinyal peptidinden yoksun bir Oncli formda
sentezlenir ve pro-1L-18, hiicre i¢i sistein proteinaz IL-16 doniistiiriicii enzim (ICE)
tarafindan olgun ve biyoaktif IL-18’¢ islenir [85]. IL-18, osteoblastlar tarafindan
tiretilir ve T hiicreleri lizerine etki eder ve GM-CSF (graniilosit / makrofaj-koloni
uyarict faktor) osteoklast onciillerine etki eder ve osteoklast benzeri ¢cok ¢ekirdekli
hiicre olusumunu engeller [86]. IL-18 sinyaline spesifik primer ve yardimct

reseptorleri sirastyla IL-18Ra ve IL-18Rp’ ye sahiptir [87].

IL-18 diizeyleri c¢esitli hastaliklarda artmistir, bazi1 vakalarda hastaligin
patolojik nedenlerinden biri olarak goriilmiistiir [88]. IL-18, IL-18 reseptor protein ve
IL-18BP (IL-18 baglayict protein), cok benzer yapidadirlar ancak her ikisinin dizisi
birbirinden farklidir ve farkl bir gen tarafindan kodlanmistir [89].

Interlokin-18 (IL-18), IL-1F ailesinin bir baska temsilcisidir [90]. IL-18’in
etkisi, IL-1R’ye yapisal ve fonksiyonel benzerlik gosteren IL-18Ro reseptorii
araciligiyla gergeklesir. IL-18’in etkin sinyal iletiminde sadece IL-18Ra degil aym
zamanda IL-18Rp fonksiyon goriir [91]. Biyoaktif IL-18, hiicre proliferasyonunu ve

Fas ligand1 ekspresyonunu arttirmak gibi immiin diizenleyici etkilere sahiptir [92].
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IL-18’in pleiotropik etkileri, ozellikle IFN-y’nin indiiklenmesi, istilaci
patojenlere karst bagisiklik i¢in gereklidir ayni zamanda IL-18’in uygunsuz

iiretilmesi potansiyel olarak enflamasyona yol agabilir [93].

2.1.1 Interlokin-18 (IL-18)’in Biyolojik Aktivitesi

IL-1 siiper ailesinin bir iiyesi olan IL-18, hiicre i¢i proteaz kaspaz-1
tarafindan aktive edilir ve monosit, notrofil kemotaksi, T yardimci hiicre
farklilasmasi, T yardimer 1 (Th;) veya T yardimer 2 (Thy) hiicreleri, TNF-a ve IL-1
aktivasyonu ve patogenezinde rol oynar [94]. Diger nonkaspaz-1 mekanizmalari,
Ornegin proteinaz 3 mekanizmasi biyolojik olarak aktif IL-18 tiretebilir [95]. Serbest
birakildiktan sonra IL-18, IL-18BP veya ¢oziiniir IL-18 reseptorii (IL-18R) ile
baglanarak biyolojik aktivitesini olusturur [77].

2.1.2 Hastaliklarda Interlokin-18’in Potansiyel Rolii

2.1.2.1 Multipl Skleroz

IL-18’in multipl skleroz patogenezindeki rolii hastalarin, klinik bulgulari ile
iligkili olan dolagim ve beyin omurilik s1visinda yiiksek IL-18 seviyelerinin varligi ile

iligkilendirilmistir [96].

2.1.2.2 inflamatuar Bagirsak Hastahg

Inflamatuar ~ bagirsak  hastahigi’nin  (IBD) patogenezi tam olarak
anlagilmamistir, ancak hastaligin genetik olarak duyarli bir konakg¢idaki luminal
antijenlere abartili bir mukozal bagisiklik tepkisi sonucu oldugu yaygin olarak kabul
edilen goriistiir [97]. Serum ve / veya mukozal IL-18 baglanma proteini seviyeleri,
inflamatuar bagirsak hastaligi olan hastalarda yilikselmektedir [98]. Tiimor nekroz

faktori, 1L-1, IL-12, IL-16 ve IL-18 gibi inflamatuar sitokinleri kodlayan genler, ve
12



bu genlerin protein iriinleri inflamatuar bagirsak hastaligi icin belirte¢ olabilirler

[99].

2.1.2.3 Sedef Hastahig (Psoriasis)

Psoriasis, epidermal kokenli T hiicrelerinin kalict uyarilmasi sonucu ortaya
¢ikan kronik inflamatuar bir durumdur [100]. IL-18 geninin promotorunda -137 tek
bir niikleotid polimorfizminin sedef hastalig: ile iligkili oldugu belirtilmigtir [101].
Sedef hastaligr siirecinde, IL-18 ekspresyonunda devam eden degisiklikleri
diizenlemek i¢in farkl ilag tedavileri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur [102].

2.1.2.4 Kanser

Bazi kanserlerde IL-18 aktivitesini sinirlayan bir bagka potansiyel
mekanizma, dogal inhibitorii IL-18BP’nin artmis ekspresyonuyla ilgilidir [103]. IL-
18 pleiotropik, pro-inflamatuar bir sitokindir tiimor gogt, istilasi ve metastazda kritik
rol oynar ve timor gelisimi ve ilerlemesi lizerinde ¢ift etkiye sahiptir [104].
Interlokinlerin bircok kanser patogenezinde &nemli bir rol oynadigi bilinmektedir

[105].

2.1.2.5 Metabolik Sendrom

Serum IL-18 seviyesinin insiilin direnci, metabolik sendrom ve tip 2 diyabet
ile pozitif iligkili oldugu, gosterilmistir [106]. IL-18’in metabolik sendrom olan

kisilerde serumda yiikseldigi ve sendromu olusturan semptomlarla serum seviyesinin

paralellik gosterdigi gosterilmistir [107].

13



2.1.3 1L-18 Polimorfizmleri

IL-18 polimorfizmlerinden +183 A/G polimorfizmi, promotor -137 C/G, -607
AJC, -656 G/T polimorfizmleri mevcuttur. [108-111]. Calismamizda -607 A/C, -656

G/T polimorfizlerini incelendi.

2.2 Amag

Bu calismada amacimiz I1L-18 geni promotor -607 A/C ve -656 G/T

degisiminin astim hastalig1 ile iligkisini tespit etmektir.

Polimorfizm ¢alismalart bireysel tip ve farmakogenetik alanlar1 ig¢in temel
teskil eder. Bireyler arasinda farklilik, tedavideki farklilig1 beraberinde getirir. 1L.-18
savunma sisteminde son derece 6nemli bir sitokindir. Astim patolojisinde dnemine

dair yayinlar vardir. IL-18’in promotor polimorfizmleri, astimda merak konusudur.

Glinlimiizde astim tedavisi kontrol odakli olup, hedef astim ataklarinin
azaltilmasi ve kontroliinii saglamaktir. Astim kontroliiniin iki bileseni; semptomlarin
kontrolii ve gelecek risklerin 6nlenmesidir. Semptomlarin kontrolii normal giinliik
aktivite diizeyini saglamaktir. Bunun yani sira astim ataklari, persistan hava akimi
kisitlanmasi ve ilag yan etkileri gibi riskleri azaltmaktir. Astim tedavisinde astim
semptomlarinin nedenini tamamen ortadan kaldiracak etkenlere ihtiyag¢ vardir.
Giincel tedaviler tamamen semptoma yoneliktir. Bu c¢alismada IL-18 promotor
polimorfizmlerinin  asttm  hastaliginin ~ patogenezinde  6nemli  oldugunu
diistindiigiimiiz IL-18 sitokinin fonksiyonu lizerine etkisini aragtirmayi amagladik.
IL-18 ile astim hastaligi arasindaki iligkiyi tanimlayacak calismalara literatiirde ¢ok
az rastlanmaktadir. Astim patogenezinde Th; ve Th, farklilagmasinda son derece
onemli olan IL-18 sitokinin promotor degisiklikleri genin ekspresyonunu
degistirecektir. IL-18 g¢esitli erken inflamatuar yanitlarda diizenleyici rol oynar.
Interlokinlerin genetik polimorfizmleri hem lokal serum seviyelerini etkilemekte
hemde enflamasyon yanitin1 degistirmektedir Bu durum IL18 in astim tedavisinde bir

hedef molekiil olabilecegini diisiindiirtmektedir. 1L-18 tedavisinin, bagisiklik
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yetersizligi olan bireylerde bile, hiicre i¢i ve ekstraseliiler patojenlerden kaynaklanan
enfeksiyonlara karsi alternatif ve yararli bir tedavi araci olarak goriilebilecegini ve

astim hastaligi ile iligkisi arastirilacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyaller

3.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalar da kullanilan malzemeler; Sigma, Fermantas ve

Biolabs’tan temin edilmistir.

3.1.2 Cahsmada Kullanilan LaboratuarGerecleri

Tablo 3.1: Calismada kullanilan laboratuar gerecleri

KULLANILAN GEREC MODELI
Santrifiij Mikro 200R
Otoklav Hirayama HV 85

Buzdolab1 ve derin dondurucu

Beko, Tiirkiye-Ugur, Tiirkiye

Vorteks

Biosan Ombi-Spin

Laminar flow kabin

Logic Labconco

Etiiv Memmert in 55
Pipetler Thermo Scientific
pH metre Hanna Instrument

Hassas Terazi

Denver Instrument

PCR cihazi Techne
Mikrodalga firmn Beko, Tiirkiye
Manyetik karistirict Ika C-mag
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3.1.3 Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Calismanin deneysel kisimlarinda asagida belirtilen ¢ozeltiler hazirlanmistir.

Tablo 3.2: DNA izolasyonun da kullanilan ¢6zeltiler

Niiklei Lizis Buffer
10mM Tris Base, 400mM NacCl, 2mM
EDTA (pH=8,2)

100ul Tris Baz, 4ml NaCl ve 40ul
Na,EDTA 5860ul distile suda ¢oziiliir.
121°C’de 20 dakika (1,02 atm basingta)

otoklavda steril edilir. +4°C’de saklanir.

Sature Amonyum Asetat (NHAC)

749 NHsAc, destile su ile 100ml’ye

tamamlanir.  Magnetik  karistiricida
yaklasik 40°C’de ¢oziiliir. Filtrasyon ile

steril edilir. +4 °C’de saklanir.

Proteinaz K 10mg/ml

0,01g Proteinaz K 1ml distile suda

¢Oziiliir.-20°C’de saklanir.

Tablo 3.3: PCR i¢in kullanilan ¢6zeltiler

dNTP karisima
10 mM

Her bir niikleotitten (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) 10ul almir ve steril su

eklenerek 100ul’ye tamamlanir.

Primer Forward
Sulandirilmasi
100pmol/pl icin 1193,60ul

Primer Forward

S50pmol/ul i¢in 2387,2ul steril distile su
ile primer forward karistirilir. Olusan

karisim 2 ependorfta esit olarak saklanir.

Primer Reverse
Sulandirilmasi
100pmol/pl icin 986,40l

Primer Reverse

S50pmol/ul i¢in 1972,8ul steril distile su
ile primer reverse karistirilir. Olusan

karisim 2 ependorfta esit olarak saklanir.
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Tablo 3.4: IL-18 PCR’1 i¢in kullanilan ¢6zeltiler

dNTP karisin
10 mM

Her bir niikleotitten(dATP, dCTP,
dGTP, dTTP)10ul alinir ve steril distile

su eklenerek 100ul’ye tamamlanir.

Primer Forward Sulandirilmasi

100pmol/pl icin 171pulPrimer Forward

50 pmol/ul igin 342l steril distile su ile
primer forward karistirilir. Olusan
karistm 2 ependorfta esit olarak

saklanir.

Primer Reverse Sulandirilmasi

100pmol/pl icin 298ulPrimer Reverse

50 pmol/ul igin 596yl steril distile su ile
primer reverse karigtiritlir.  Olusan
karistm 2 ependorfta esit olarak

saklanir.

Tablo 3.5: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢6zeltiler

5X/L TAE tamponu
pH:8,00

2429 Tris Baz, 57,1ml Asetik asit,
(%100 Asetik asit), 100ml 0,5M EDTA
(pH:8,00) tartilir. Uzeri distile su ile

1litreyetamamlanir.

DNA ladder
100pl DNA ladder

100 pL DNA ladder (10ul),6X DNA
loading dye (10ul) 40pl distile suda

¢Ozilir.

%1.5’luk agaroz jel

0,75 gram agaroz tartilir 50ml TAE’de
¢oziiliir.40-45°C’ye  soguduktan sonra
2,5 etidyum bromir eklenerek tanka

dokiiliir.
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3.2 Yontemler

3.2.1 Malzemelerin temizligi ve ortamin sterilizasyonu

Istya dayanikli pipet uglari, cam malzemeler 121°C’ de 20 dakika (1,02 atm
basingta) otoklavda steril edildi. Otoklavdan alinan cam malzemelerin kurumasi igin

etiiv de 180°C’ de 90 dakika bekletildi.

Calismaya baslamadan Once tiim malzemeler ve calisilacak ylizey %70 etil

alkol ile steril edildi.

3.2.2 Genotip Belirlenmesi

3.2.2.1 Kandan Genomik DNA izolasyonu

Bu calisma Invitrogen Pure Genomic DNA Mini Kit (ABD)adl1 iiretici firma

tarafindan belirtilen protokole gore uygulandi.
e Kuru blok 1sitic1 55°C’ye getirildi.
e 1,5ml’lik ependorflara 20ul Proteinaz K kondu.
e Hemogram tiiplerinden alinan 200ul kan eklendi.
e Uzerine 20ul RNase A kondu ve kisaca vortekslendi.
e (Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.
e Uzerine 200l Lizis Buffer konuldu ve 10 saniye vortekslendi.
e 55°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
e Olusan lizata 200u1 %100’liik etanol ilave edildi ve vortekslendi.
e Olusan lizat kolon tiiplere aktarildi.

e Lizat tiipii 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

19



e Alttaki koleksiyon tiipii atildi ve yerine yenisi konuldu.
e Kolon tiipiin i¢ine 500pul Wash Buffer 1eklendi.

e 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Alttaki koleksiyon tiipii atildi ve yerine yenisi konuldu.
e Kolon tiipiin i¢ine 500ul Wash Buffer 2 eklendi.

e Maksimum devirde 3 dakika santrifiij edildi ve altindaki koleksiyon tiipleri

atild.
e Kolon tiipler 1,5mI’lik tiipe yerlestirildi.
e 100pl Elution Buffer konuldu ve oda sicaklifinda 1 dakika inkiibe edildi.
e Maksimum devirde santrifiij edildi.

e Kolon tiipler atildi, altinda kalan sivi DNA. Amplifikasyon iglemi yapilincaya
kadar DNA o6rnekleri -20°C’de saklandi.

3.2.2.2 PZR Amplifikasyonu (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

32221 Primer Dizaym

IL-18 -656 ve -607 promotor bolgesi primer tasarimi  igin
www.restrictionmapper.or ve www.ncbi.nlm.nih.gov adresleri kullanildi. Tasarlanan
primerlerin Ty, sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ayrica sag tokasi yapisi
olusturmamasina ayni1 zamanda niikleotidlerin dagiliminin esit olmasina iyice dikkat
edildi. Tasarlanan primerler databanklarda (Genbank +EMBL+ DDBJ+PDB dizileri)
bulunan DNA dizileri blast yapilarak promotorda -607 ve -656 bolgesine en yakin

benzerligi gosterdigi bulundu.
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3.2.2.2.2 PZR (Polimerez Zincir Reaksiyonu)

-607 promotor da gozlenen polimorfizmin, PCR ¢alismast i¢in kullanilan
rs1946518 primer iirlinleriyle birlikte son hacim 50ul olacak sekilde asagidaki

bilesenler konuldu.

Steril distile su 32,5ul
dNTP lul
Buffer Sul

Primer Forward (100 pmol/ul) Tl

Primer Reverse (100 pmol/ul) Iul
MgCl,(25mM) 4ul
Kalip DNA Sul
Taq DNA polimeraz 0,5ul

Yukarida verilen bilesenler konularak kisaca karistirildi. Tiipler PCR cihazina

yerlestirildi. Uygun program se¢ilerek reaksiyon baslatildi.
94 °C 5 Dakika
94 °C 1 Dakika

60,5 °C 1 Dakika 35 Dongii



72°C 1 Dakika
72°C 10 Dakika
+4°C o0
PCR sonuglar1 %1,5’luk agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.

-656 promotor da gozlenen polimorfizmin, PCR ¢alismasi i¢in kullanilan
rs1946519 primer {iriinleriyle birlikte son hacim 50ul olacak sekilde asagidaki

bilesenler konuldu.

Steril distile su 33,7ul
dNTP 1ul
Buffer Sul

Primer Forward (100 pmol/ul) Tl

Primer Reverse (100 pmol/ul) Tl
MgCl; (25mM) 3ul
Kalip DNA Sul
Taq DNA polimeraz 0,3ul

Yukarida verilen bilesenler konularak kisaca karistirildi. Tiipler PCR cihazina

yerlestirildi. Uygun program secilerek reaksiyon baslatildi.

94 °C 5 Dakika

94 °C 1 Dakika

52,5°C 1 Dakika 35 Dongii
72 °C 1 Dakika

72°C 10 Dakika

+4°C o

PCR sonuglar1 %1,5’luk agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.
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3.2.2.3 Restriksiyon Endoniikleaz Kesim Mekanizmasi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri, DNA dizilerini spesifik olarak taniyan
bu dizilimlere uygun yerleri ve DNA’y1 kesen enzim gruplarina palindromik diziler
de denir. Restriksiyon endoniikleazlarin biyolojik amaci, bakteriyel savunmada
oynadiklar1 roldiir. Ayrica bakteriyi viriislerle birlikte yabanci DNA’lardan
korumakla gorevlidirler. Mikroorganizmalar kendi restiriksiyon endontikleazlar
sayesinde kendi DNA’larim1  kesmemesi i¢in de ¢esitli modifikasyonlara

ugramislardir.

Restriksiyon endoniikleaz’larin isimlendirilmesinde Once enzimin elde
edildigi bakteri cinsinin ilk harfi ile sonrasinda bakteri tiiriiniin ilk iki harfi daha
sonrada soya ait bir harf ile ilk izolasyondan baslayarak Romen rakami ile enzimin

izolasyon siras1 gosterilir.

Restriksiyon endoniikleazlar, DNA haritas1 ¢ikartilmasinda, ve populasyon
polimorfizminin analizinde, DNA molekiiliiniin yeniden insa edilmesinde, problarin
hazirlanmasinda, mutant organizmalarin meydana getirilmesinde, DNA’nin

modifikasyon statiilerinin analizinde gézlenmektedir.

Restriksiyon endoniikleazlarin modifikasyon sistemlerinin tipleri vardir.

Bunlar tip I sistemler, tip 11 sistemler ve tip 111 sistemleridir.

Tip I sistemler; en karmagik sistemlerdir. R (restriksiyon), M (modifikasyon)
ve S (spesifite) olmak tlizere 3 proteinden olusmaktadir. Bu sistem hem DNA’y1 keser
hemde metillemektedir. Ayrica her iki reaksiyonda ATP gerektirir ve kesim noktasi
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tanima yerinden olduk¢a uzakta olmaktadir. Tanima boélgelerinden en azindan 1000
baz cifti uzakliktaki farkli bolgeleri kesmektedir. Tanima bdlgesi asimetriktir ayrica
6-8 niikleotidlik bir boslukta ayrilan iki kisimdan meydana gelmektedir. ilk olarak 3-

4 niikleotit igeren ve 4-5 niikleotit i¢eren seklinde iki kisitmdan olusmaktadir.

Tip II sistemler; ¢ok basit ve yaygin olarak kullanilan sistemlerdir. Ayri
proteinler olarak kodlanir ve birbirlerinden bagimsiz olarak etkilesim gdosterirler.
Birden ¢ok altbirimden olusmustur. Kendi etkinlikleriyle siirekli olarak yarisirlar ve
her iki protein ayni1 tanima bdlgesini tanimaktadir. Kesim genellikle tanima dizisinin
icinde ya da ona yakin yerlerde olusmaktadir. Bu sistemler genellikle laboratuarlarda

gen klonlanmasi ve DNA analizinde kullanilmaktadir.

Tip Il sistemler; R (restriksiyon) ve M (modifikasyon) proteinleri ile
kompleks bir yapi olusturmaktadir. DNA’y1 tanima yerinden 20-30 baz uzakta
kesmektedirler. Mekanizmalardan farkli olarak metilasyon sadece bir iplik iizerinde

meydana gelir. Ve ayni yeri metilleyerek kendi kendine yarismaktadir.

Calismamizda yukarida anlatildigr gibi restriksiyon endoniikleazlardan tip II

sistemleri kullanilmistir.

Tablo 3.6: Trull ve Mwol enzimlerinin kesim yerleri

Trull ST TAAZ
AATITS
Mwol 5GCNNN NN |INNGC3

3’CGNNTNNNNNCGS®
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3.2.3 DNA’nin Analizi

3.2.3.1 Spektral Yontem

Ultraviyole 15181nin en mutajenik oldugu dalga boyu 260 nanometredir. Hem
DNA hem RNA bu dalga boyunu emer. Bu dalga boyundaki emme derecesi niikleik
asitlerin bir Ol¢iisiidiir. DNA miktar1 spektrofotometrede 260nm’de 6lgiiliir. 1 optik
densite (OD) cift iplikli DNA molekiilii i¢in 50pug/ml’ye karsilik gelmektedir. DNA
safligin1 belirlemek amaciyla DNA’larin 260 ve 280nm dalga boyunda o6l¢iimii
yapildi. Azeo/Azgo oranindan DNA safligr belirlendi. Saf DNA’larda bu oran 1,75-1,8
olmalidir. Calismamda DNA miktarlarinin  belirlenmesinde asagidaki formiil

kullanilmuastir.

DNA (ng/ml) = Aggo x Sulandirma oran1 x 50 (3.1)

3.2.3.2 Agaroz Jel Elektroforezi

0,75 gram hassas terazide tartilan agaroz erlenmayerin igine dokiildi.50ml
IX/LTAE (Tris-Acetate-EDTA) tamponu erlenmayerin igine ilave edildi.
Mikrodalga firinda yaklasik 2 dakika 1sitildi. Tampon igerisindeki agaroz eridikten
sonra mikrodalga firindan alindi. 40-45°C’ye kadar sogutuldu. Jelin igersine 2,5l
etidyum bromiir eklendi ve ¢alkalayarak karigmasi saglandi. Dokiim aygit1 i¢ine
jel tepsi yerlestirildi. Kalip olusturmak icin bir jel tepsinin agik kenarlarina band
konuldu. Kuyulari olusturmak i¢in jel kalip igine uygun bir tarak yerlestirildi. Jel
kalip icine erimis agaroz dokiildii. Jel kalinlig1 yaklasik 3-5mm olacak sekilde
yerlestirildi. Oda sicakliginda 30-35 dakika jelin polimerlesmesi beklendi.
Taraklar ¢ikarilarak tanka yerlestirildi. Tankin i¢ine 0,5X/L TAE jeli kapatacak
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sekilde dokiildii. Kuyucuklara marker ve DNA’lar yiiklendi. 100V elektrik akimi
verilerek, 30 dakika DNA’lar yiiritildii. UV 11k altinda jel goriintiileme

sisteminde goriintiilendi ve bilgisayara kayit edildi.

Genomik DNA’lar %]1,5’lik jelde 100bp marker kullanilarak yiiriitildii.
Yiikleme icin 5ul genomik DNA ve 1pul yiikleme boyasi(6X DNA Loading Dye)
kullanildi.

3.2.3.3 Rekstriksiyon Endoniikleaz ile Kesim

Tablo 3.7: Trull enzimi ile kesim

PCR Uriinii
Su 18ul
10X Buffer R 2ul
DNA 10ul (0,2 pg)
Trull Enzim 1pl (10 U/ul)

Yukaridaki Tablo 3. 7°de gosterildigi gibi malzemeler konuldu. Sonrasinda
hafif¢e karistilip, spin yapildi. 65°C’de termal blokta 1 gece inkiibe edildi. Inkiibe
olduktan sonra 80°C’de 20 dakika inaktive edildi. Trull Restriksiyon Endoniikleaz
ile kesilen DNA’lar %3’liik agaroz jelde 100bp marker kullanilarak yiiriitiildi.
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Tablo 3.8: Mwol enzimi ile kesim

PCR Uriinii
Su 17ul
10X FastDigest Green Buffer 2ul
DNA 10u1 (0,2 pg)
FastDigest Enzim Tl (10 U/ul)
Total Hacim 30ul

Yukarida Tablo 3. 8‘de gosterildigi gibi total hacim 30ul olacak sekilde
konuldu. Sonrasinda hafifce karistirildi. 37°C’de termal blokta 25 dakika inkiibe
edildi. Inkiibe olduktan sonra 65°C’de 5 dakika inaktive edildi. Mwol Restriksiyon
Endontiklezla kesilen DNA’lar %3’liikk agaroz jelde 100bp marker kullanilarak
yiriitildd.

3.2.4 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin NCSS ( Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysyille, Utah, USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tamamlayict istatistiksel metotlarin (Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans.
Oran, Minimum, Maksimum) yani sira niceliksel verilerin karsilastirilmasinda
normal dagilim gosteren degiskenlerin iki grup karsilagtirilmasinda Student t Test
kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Pearson Ki-Kare testi, Fisher-

Freeman-Halton testi ve Fisher’s Exact test kullanildi. Genotip -607 ve -656
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dagilimlar1 Hardy-Weinberg esitligi ile degerlendirildi. Anlamlilik en az p<0,05
diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1  Hasta ve Saghkh Kontrol Grubu Ozellikleri

Calisma icin Balikesir Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
onay alindi. Calismaya 100 astim hastas1 ve herhangi bir kronik hastalig1 olmayan
101 kontrol eklendi. Kontrol grubunda kroner arter hastaligi, karaciger yada bobrek
hastaligi, aktif enfeksiyon, astim, major depresyon, neoplastik hastalik gibi herhangi
bir kronik hastaligi yoktu. Calismamizda kullanilan kan ornekleri Balikesir
Universitesi Arastirma Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 Polikliniginden temin edildi.
Tiim hasta ve kontrol grubundan genomik DNA izole edilerek calisma bagslatildi.
Kontrol grubu ve hasta grubuna ait asagidaki tabloda cinsiyet ve yas ortalamalari

Tablo 4. 1°‘de gosterilmistir.

Tablo 4.1: Demografik 6zelliklerin dagilimi

Demografik ozellikler n (%)
Min-Mak (Medyan) 20-76 (55)
Yas (y1l)
Ort£Ss 53,74+11,46
Erkek
Cinsiyet 103(51,2)
Kadn 98 (48,8)
Min-Mak (Medyan) i
BKI (km/m?) 18-51 (27)
Ort+Ss 28254630
Yok
Sigara icme durumu 164 (81,6)
Var 37 (18,4)
Min-Mak (Medyan) .
Sigara sayis1 (n=37) 3-60 (10)
Ort£Ss 18,35+16,18

Olgularin %51,2’si (n=103) erkek, %48,8’1 (n=98) kadindir ve yaslar1 20 ile
76 arasinda degismekte olup, ortalama 53,74+11,46 yildir.
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Cinsiyet Dagilim

W Erkek

H Kadin

Sekil 4.1: Cinsiyet dagilimi

BKI (Viicut Kitle indeksi) dlgiimleri 18 ile 51 kg/m? arasinda degismekte
olup, ortalama 28,25+6,30 kg/mz’dir.

Olgularin %18,4’{i (n=37) sigara i¢mektir. icilen sigara sayilar1 3 ile 60

arasinda degismekte olup, ortalama 18,35+16,18 olarak bulunmustur.
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Tablo 4.2: Demografik 6zelliklerin dagilimi

Hasta grubu Kontrol grubu | p
(n=100) (n=101)
Yas (yil) Min-Mak 20-76 (54) 26-75 (57) 40,155
(Medyan)
Ort+Ss 52,58+12,26 54,88+10,54
Cinsiyet; n(%) Erkek 53 (53,0) 50 (49,5) ®0,620
Kadin 47 (47,0) 51 (50,5)
BKI(kg/m?) Min-max 20-51 (30) 18-39 (25) 40,001**
(medyan)
Ort+Ss 31,22+6,66 25,31+4,21
Sigara igme durumu; | Yok 67 (67,0) 97 (96,0) °0,001**
n(%)
Var 33 (33,0) 4 (4,0)
FEV 1 Min-max 23-131 (81) 68-116 (89) 40,001**
(Birinci saniye zorlu | (medyan)
ekspirasyon Ort+Ss 79,27£21,76 91,16+10,45
vollimii)
FEV C Min-max 31,119 (86) 65-136 (90) 40,001**
(Zorlu vital (medyan)
kapasite) Ort+Ss 84,05£18,57 91,00+12,32
FEV 1/FEV C Min-max 42-129 (78,5) | 66-109 (90) 40,001**
(medyan)
Ort+Ss 78,34+11,05 88,88+7,11

®Student t Test "Pearson Chi-Square Test ~ p<0,01

Gruplara gore yas ve cinsiyet dagilimi istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermemektedir (p>0,05).
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Hasta grubu olgularin BKI 6l¢timleri kontrol grubundan istatistiksel olarak

anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,001; p<0,01).

Gruplara gore sigara igme oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmis olup; hasta grupta sigara igme orani kontrol grubundan yiiksek
bulunmustur (p=0,001; p<0,01).

Hasta grubu olgularin FEV 1 dl¢limleri (p=0,001), FEV C o&lclimleri
(p=0,002) ve FEV 1/ FEV C oranlar1 (p=0,001) kontrol grubundan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0,01).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

FEV 1 FEV C FEV 1 /FEV C
W Hasta Grubu  m Kontrol Grubu

Sekil 4.2: Gruplara gore FEV 1, FEV C ve FEV 1/FEV C 6l¢iimlerinin dagilimi

4.2  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Boliim 3.2.2.2.2°de anlatildig1 gibi izole edilen genomik DNA’lar -656 ve -

607 forward ve reverse primerleri kullanilarak yapildi.

32



Tablo 4.3: -607 Forward (Primer Dizisi)

o Molekiiler
Dizi Uzunluk | TM
Agirlik
6340
5’-GTCCTGAA... TTATAAAG-3’ 21 49°C
g/mol
Tablo 4.4: -607 Reverse (Primer Dizisi)
. Molekiiler
Dizi Uzunluk | TM
Agirlik
5’-CTATTCCT... TGATAGCA-3’ 6116 g/mol | 20 48°C
Tablo 4.5: -656 Forward (Primer Dizisi)
Dizi s
Nf()lekuler Uzunluk | T™M
agirhik
5’-CCGGCAAG... CTGTTGCAG3’ 7410g/mol 24 57°C
Tablo 4.6:-656 Reverse (Primer Dizisi)
Dizi N{Olekmer Uzunluk | TM
agirlik
5’-CTATTCCT.... GACTGACC-3’ 9212 g/mol | 30 60°C
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4.2.1 MgCl, Optimizasyonu

Genomik DNA’lardan yapilan PCR isleminlerinde farkli MgCl, oranlar
kullanildi. MgCl, olarak 1 mM, 2 mM, 4 mMve 6 mM olarak dort farkli sekilde
yapildi. %1,5’ luk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii.

4.3 Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonuclari

Tek niikleotid polimorfizmlerinin molekiiler yontemlerle arastirilmasinda

PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism) yontemi kullanildi.

4.3.1 1L-18 Geni -607 C/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

IL-18 geni promotor -607 C/A tek niikleotid polimorfizm varligini arastirmak
amacityla PCR-RFLP yontemi kullanildi. Hasta ve kontrol grubundan olusan
DNA’lar kullanilarak polimorfizmden sorumlu olan gen bdlgesi c¢ogaltildi.
Cogaltilmas1 sonucu olusan 303bg¢’lik bolgenin %1,5’luk agaroz jel elektroforez

gorlntiisii Sekil 3. 1’de gosterilmistir.

1000

|
i

300

Sekil 4.3: -607 promotor gen bolgesinin ¢ogaltilarak PCR edildikten sonra 100 baz ¢ifti marker
kullanilarak elde edilen %1,5’luk agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
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Sonrasinda g¢ogaltilan bolgenin Trull restriksiyon endoniiklez enzimi ile
kesilerek polimorfizm varligina bakildi. Kesim sonucu C allel durumunda 199bg,
75bg ve 33bg’lik kesim parcalar1 olugsmakta idi. Kesim sonucu A allel durumunda ise

101bg, 98bg, 75b¢ ve 29 baz cifti olusmaktaydi. Kesilen iiriinlerin % 3’liikk agaroz jel
elektroforez goriintiisii Sekil 4. 4’de gosterilmektedir.

Sekil 4.4: -607 promotor gen bolgesinin Trull enzimi ile 100 baz ¢ifti marker kullanilarak elde edilen
%3’liik jel goriintiisii.

Tablo 4.7: -607 kesim sonucu beklenen bant biiyiikliikleri

Beklenen Bant Biiyiikliikleri
Genotip AA CcC CA
Bant Biiyiikliikleri | 101 bg. 199 bg. 199 bg.
98 bg. 75 bg. 101 bg.
75 be. 29 bg. 98 bg.
29 bg. 75 bg.
29 bg.
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Tablo 4.8: IL-18 gen promotorunda -607 C/A degisimi

CTTTATAACCTCATTCAGGACTTCCCCTTCCTCCCAAGCTCAATATGGTGTC
AAAGATAGTTGATACAGGCCATTAAGATTTACTTTTCAGTGGAACAGGAGT
CCATTTTCATAAAACTTCTTTATCTGCTGTATCAGATGCAAGCCACACGGA
TACCATCATTAGAATTTTATCTAATAATTTTTACACTTTCTGCAACAGAAAG
TAAGCTTGGGGAGAGGGATACCAAAATTCAGGTAAGAGGGCAAATATTTA
CTTGCAGTTTCCAGTGTTAAACTTTCTATTCCTGGAATGATAGCAAA

IL-18 gen promotorunda -607’deki sitozinin polimorfizm sonucu adenine

doniisecektir.

4.3.1.1-607 A/C Niikleotid Icin H-Weinberg Esitligi
G.H. Hardy ve Wilhelm Weinberg’e gore ideal kosullarda allel

frekanslarindan genotip frekanslari hesaplanabilir,

C ve A gibi iki allel i¢in Hardy-Weinberg binomial dagilimai:

(4.1)
P= C frekans1 ve q=A frekansi, p+q=1
o P?CC
e 2pgCA

e PAA

Tablo 4.9: Hasta grubunda -607 A/C niikleotid i¢in H- Weinberg esitligi.

Hasta Grubu Gozlenen Frekans Beklenen Frekans

n % n %
CcC 49 49,0 52 52,0
CA 46 46,0 40 40,0
AA 5 5,0 8 8,0
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Allel frekanslari; C alleli i¢in 0,72 A alleli i¢in ise 0,28 oraninda saptanmuistir.

Beklenen ve gozlenen frekanslara gore hesaplanan Ki-kare degerimiz, x?=2,20 olarak

saptanmig olup, Ki-kare degerinden kiiciik bulunmustur. Populasyon Hardy-

Weinberg dengesindedir (p=0,05).

Tablo 4.10: Kontrol grubunda -607A/C niikleotid i¢in H-Weinberg esitligi.

Kontrol Grubu

Gozlenen Frekans

Beklenen Frekans

n % n %
CcC 64 63,3 65 64,3
CA 34 33,7 32 31,7
AA 3 3,0 4 4,0

Allel frekanslar1 C alleli i¢in 0,80 A alleli i¢in ise 0,20 oraninda saptanmustir.

Beklenen ve gozlenen frekanslara gore Ki-kare degerimiz, x?=0,39 olarak saptanmis

olup, tablo Ki-kare degerinden kii¢iikk bulunmustur. Populasyon Hardy-Weinberg

dengesindedir (p>0,05).
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4.3.1.2 -607 Niikleotid Varyantlarinin Degerlendirilmesi

Tablo 4.11: -607 niikleotid varyantlarinin degerlendirilmesi.

i . . Hasta grubu Kontrol grubu
607 niikleotid (n=100) (n=101) p
cc 49 (49,0) 64 (63,3)
CA 46 (46,0) 34 (33.7)
AA 5 (5,0) 3(3,0)
Yok |51 (51,0) 37 (36,6)
cC °0,040*
Var |49 (49,0) 64 (66,3)
Yok | 54 (54,0 67 (66,3)
Varyant CA 0,074
Var | 46 (46,0) 34 (33,7)
Yok |95 (95,0) 98 (97,0)
AA 90,498
Var | 5(5,0) 3 (3,0
C 144 (72,0) 162 (80,2)
Allel 0,054
A 56 (28,0) 40 (19,8)

®Pearson Chi-Square Test Fisher’s Exact Test ~ *p<0,05

Hasta grubu olgularin %49,0’unda (n=49)CC, %46,0’sinda (n=46) CA ve
%5,0’inde (n=5) AA varyant1 gozlenmistir. Kontrol grubu olgularin %63,3’iinde
(n=64) CC, %33,7’sinde (n=34) CA ve %3,0’iinde (n=3) AA varyant1 gdzlenmistir.
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-607 Niikleotid Varyantlar
70
60
50
& 40
c
g
S 30
20
10
0
Hasta grubu Kontrol grubu
mCC 49 63,3
ECA 46 33,7
mAA 5 3

Sekil 4.5:-607 niikleotid varyantlarinin dagilimi

Gruplara gore CC varyant oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmis olup; hasta grupta CC varyant orani kontrol grubundan diisiik
bulunmustur (p=0,040; p<0,05).

Gruplara gore CA varyant oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmazken; hasta grupta CA varyant oraninin kontrol grubundan yiiksek
olmasi dikkat ¢ekicidir (p=0,074; p>0,05).

Gruplara gore AA varyant oranlart arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmamistir (p>0,05).

Hasta grupta A alleli oraninin kontrol grubundan yiiksek olmasi istatistiksel

olarak anlamli olmamakla beraber, anlamlilia yakin bulunmustur (p=0,054;
p>0,05).
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4.3.2 1L-18 Geni -656 G/T Tek Niikleotid Polimorfizmi

IL-18 geni promotor -656 G/T tek niikleotid polimorfizm varligini arastirmak
amacityla PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemi
kullanild1. Hasta ve kontrol grubundan olugan DNA’lar kullanilarak polimorfizmden
sorumlu olan gen bolgesi ¢ogaltildi. Cogaltilmasi sonucu olusan 125 bg’lik bolgenin

%1,5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4. 6’de gosterilmistir.

Sekil 4.6: -656 promotor gen bdlgesinin PCR ile ¢ogaltildiktan sonra edilen ve 100 baz ¢ifti marker
kullanilarak elde edilen %1,5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Sonrasinda ¢ogaltilan bolgenin Mwol restriksiyon endoniiklez enzimi ile
kesilerek polimorfizm varligina bakildi. Kesim sonucu 92 b¢ ve 33 bg¢’lik RFLP
olusmakta idi. Kesilen {irlinlerin % 3’liikk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.

7’de gosterilmektedir.

Sekil 4.7: -656 promotor gen bélgesinin Mwol enzimi ile 100 baz ¢ifti marker kullanilarak elde edilen
%3’liik jel goriintiisii.
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Tablo 4.12: -656 kesim sonucu beklenen bant biiyiikliikleri.

Beklenen Bant Biiyiikliikleri
Genotip TT GG GT
Bant Biiytikliikleri 125 bg. 92 bg. 125 bg.
33bg. 92 bg.
33 bg.

Tablo 4.13: IL-18 gen promotorunda -656 G/T degisimi.

CACTTTCTGCAACAGAAAGTAAGCTTGCGGAGAGGGYTACCAAAATTCG
GTAAGAGGGCAAATATTTACTTGCAGTTTCCAGTGTTAAAACTTTCTATT
CCTGGAATGATAGCAAAGACTGACC

IL-18 gen promotorunda meydana gelen polimorfizm sonucu -656’de guanin

timine doniisecektir.

4.3.2.1-656 G/T niikleotidi icin H-Weinberg Esitligi

G.H. Hardy ve Wilhelm Weinberg’e gore ideal kosullarda allel frekanslarinda

genotip frekanslar1 hesaplanabilir,

G ve T gibi iki allel i¢cin Hardy-Weinberg binomial dagilimi:

(4.2)
P=G frekans1 ve q=T frekansi, p + g=1
e P°GG

o 2pqGT
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e °TT

Tablo 4.14: Hasta grubunda -656 G/T niikleotidi i¢in H-Weinberg esitligi.

Hasta Grubu Gozlenen Frekans Beklenen Frekans

n % n %
GG 49 49,0 46 46,0
GT 37 37,0 44 44,0
TT 14 14,0 10 10,0

Allel frekanslar1 G alleli i¢in 0,68 T alleli i¢in 0,32 oraninda saptanmuistir.

Beklenen ve gozlenen frekanslara gorehesaplanan Ki-kare degerimiz x?=2,91 olarak

saptanmig olup, tablo Ki-kare degerinden kiigiik bulunmustur. Populasyon Hardy-

Weinberg dengesindedir (p>0,05).

Tablo 4.15: Kontrol grubunda -656 G/T niikleotidi i¢cin H-Weinberg esitligi.

Kontrol Grubu

Gozlenen Frekans

Beklenen Frekans

n % n %
GG 55 54,5 57 56,4
GT 41 40,5 38 37,6
TT 5 5,0 6 6,0

Allel frekanslar1 G alleli igin 0,75 T alleli i¢in 0,25 oraninda saptanmustir.

Beklenen ve gozlenen frekanslara gore hesaplanan Ki-kare degerimiz, x?=0,47 olarak

saptanmis olup, tablo Ki-kare degerinden kii¢iik bulunmustur. Populasyon Hardy-

Weinberg dengesindedir (p>0,05).
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4.3.2.2 -656 Niikleotid Varyantinin Degerlendirilmesi

Tablo 4.16: -656 G/T niikleotid varyantinin degerlendirilmesi.

. . Hasta grubu Kontrol grubu
-656 niikleotid (n=100)% (n=101) % p
GG 49 (49,0) 55 (54,5)
GT 37 (37,0) 41 (40,5)
TT 14 (14,0) 5 (5,0)
Yok |51 (51,0) 46 (45,5)
GG °0,439
Var | 49 (49,0) 55 (54,5)
Yok |63 (63,0) 60 (59,4)
Varyant GT 0,601
Var | 37(37,0) 41 (40,6)
Yok | 86 (86,0) 96 (95,0)
TT °0,028*
Var | 14 (14,0) 5 (5,0)
G 135 (67,5) 151 (74,8)
Allel °0,109
T 65 (32,5) 51 (25,2)
® Pearson Chi-Square Test ~ *p<0,05

Hasta grubu olgularin %49,0’unda (n=49) GG, %37,0’sinde (n=37) GT ve
%14,0’linde (n=14) TT varyant1 gozlenmistir. Kontrol grubu olgularin %54,5’inde
(n=55)GQG, %40,5’inde (n=41) GT ve %5,0’inde (n=5) TT varyant1 gézlenmistir.
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-656 Niikleotid Varyantlari
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Hasta grubu Kontrol grubu
B GG 49 54,5
B GT 37 40,5
mTT 14 5

Sekil 4.8:-656 niikleotid varyantlarinin dagilimi.

Gruplara gore GG ve GT varyant oranlari istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermemektedir (p>0,05).

Gruplara gore TT varyant oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmis olup; hasta grupta TT varyant orani kontrol grubundan yiiksek

bulunmustur (p=0,028; p<0,05).

Gruplara gore allel dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmamustir (p>0,05).
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Tablo 4.17: Gruplara gore varyant ¢iftlerinin degerlendirilmesi.

Hasta grubu Kontrol grubu | p
(n=100) (n=101)

CCIGG Yok 76 (76,0) 66 (65,3) °0,097
Var 24 (24,0) 35 (34,7)

CCIGT Yok 83 (83,0) 76 (75,2) 0,176
Var 17 (17,0) 25 (24,8)

CC/TT Yok 92 (92,0) 97 (96,0) °0,227
Var 8 (8,0) 4 (4,0

CAIGG Yok 77 (77,0 84 (83,2) °0,273
Var 23 (23,0) 17 (16,8)

CA/GT Yok 81 (81,0) 85 (84,2) ®0,555
Var 19 (19,0) 16 (15,8)

CATT Yok 96 (96,0) 100 (99,0) %,212
Var 4 (4,0 1(1,0)

AA/GG Yok 98 (98,0) 98 (97,0) 91,000
Var 2 (2,0) 3(3,0)

AAIGT Yok 99 (99,0) 101 (100) 9,498
Var 1(1,0) 0 (0)

AAITT Yok 98 (98,0) 101 (100) 90,246
Var 2 (2,0) 0 (0)

® Pearson Chi-Square Test IFisher’s Exact Test

Gruplara gore CC/GG varyant oranlar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmazken; hasta grupta CC/GG varyant oraninin kontrol grubundan

diisiik olmasi dikkat ¢ekicidir (p=0,097; p>0,05).

Gruplara gore CC/GT ve CC/TT varyant oranlar istatistiksel olarak anlaml
farklilik gostermemektedir (p>0,05).

Gruplara gére CA/GG, CA/GT ve CA/TT varyant oranlar istatistiksel olarak
anlamli farklilik géstermemektedir (p>0,05).

Gruplara gore AA/GG, AA/GT ve AA/TT varyant oranlari istatistiksel olarak
anlamli farklilik géstermemektedir (p>0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Astim kronik akciger hastali1 olup, IgE seviyesinin artmasi sonucu meydana
gelen genetik bir hastaliktir. Diinyada ve tilkemizde birgok kisiyi etkilemektedir.
Astim hastaliginin nedeni cevresel faktorler olabilece8i gibi genetik faktorler de
hastaligin olugmasimi etkilemektedir. Bizim calismamizda hasta grubu 100 ve
kontrol grubu 101 kisiden olusmaktadir. Hasta grubunun yas ortalamasi 52,58+12,26
kontrol grubunun yas ortalamasi 54,88+10,54 olarak bulundu. Sigara igme aligkanlig
acisindan degerlendirildiginde hasta grubu %33 sigara igme oranina sahipti. Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda bu oran anlamli idi. (p:0,001) Bazal kitle indeksi (BKI)
acisindan degerlendirildiginde kontrol grubuna (25,31+4,21) gore hasta grubunun
(31,22+6,66) BKI degerleri istatistiksel agidan anlamli farkli bulundu. Astim
hastaliginin patogenezinde obezite ve sigara aliskanligi oldugu litaratiirde

belirtilmistir.

Biz bu ¢alismada Astim hastaliginda IL-18’in promotor bdlgesinde -607 ve -
656 bolgesinde meydana gelen polimofizmi arastirdik. IL-18 baslangicta IFN-y
tiretimini indiikleme ve Th; hiicre farklilagmasini saglayabilen gii¢lii bir sitokindir.
Bizim ¢alismamizda IL-18 promotor -607 da hasta (n=49 %49,0) ve kontrol grubu
(n=64 9%63,3) karsilastirildiginda CC genotip oranlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmis olup; hasta grupta CC varyant oran1 kontrol grubundan
diisiik bulunmugtur (p=0,040; p<0,05). CA genotip oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmazken; hasta grupta CA genotip oraninin kontrol
grubundan yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir (p=0,074; p>0,05). AA genotip oranlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05). Hasta grupta A
alleli oraninin kontrol grubundan yiiksek olmas1 istatistiksel olarak anlamli
olmamakla beraber, anlamliliga yakin bulunmustur (p=0,054; p>0,05). IL-18
promotor -656 da hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda GG ve GT varyant
oranlar1 istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedi. (p>0,05).TT genotip oranlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis olup; hasta grupta TT (n=14

%14,0) genotip kontrol grubundan (n=5 %5,0) yiiksek bulunmustur (p=0,028;
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p<0,05). Gruplara gore allel dagilimlar1 arsinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir (p>0,05). Bu ¢alismada IL-18 promotorda -607 ve -656 bolgeleri
haplotip ¢alismasinda hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda CC/GG haplotipte
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmazken; hasta grupta CC/GG varyant
oraninin kontrol grubundan diisiik olmasi dikkat ¢ekicidir (p=0,097; p>0,05).
Gruplara gore CC/GT hasta grubunda (n= 76 %76,0) kontrol grubunda ise (n=66
%65,3) ve CC/TT hasta grubunda (n=92 %92) kontrol grubunda ise (n=97 %96,0)
varyant oranlar1 istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05).
Gruplara gore CA/GG, hasta grubunda (n=77 %77) kontrol grubunda ise (n=97
%96,0) CA/GT hasta grubunda (n=92 %92) kontrol grubunda ise (n=97 %96,0) ve
CA/TT hasta grubunda (n=96 %96) kontrol grubunda ise (n=100 %99,0) varyant
oranlar1 istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05). Gruplara
gore AA/GG, AA/GT ve AA/TT varyant oranlart istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0,05).

Sadeghi ve dig. [109] yapmis oldugu c¢alismada vezikoiireteral reflii
hastaliginda IL-18 gen promotor -137 G/T genotip sikligt ve GC ve GC/CC
genotiplerin goriildigi bireylerde hastaligin daha az goriildiigii bulunmustur. 1L-18
gen promotor -137 G/C igin genotip sikligr %41,093, kontrol grubunda %56,3 ve
GC/CC genotipi i¢in %45,97 ve kontrol grubunda %61,82¢ dir. Zhou ve dig. [110]
yapmis oldugu c¢alismada sarkoidoz hastaliginda -607 C/A ve -656 G/T
polimorfizminin bu hastalik ile iliskisi saptanmistir. En yaygin haplotiplerden biri
olan -607 C/-656 G haplotipinin promotor aktivitesi, diger yaygin haplotip -607A/-
656T ninkinden anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Klinik fenotipler arasinda
hasta ozellikleri ve kontroller agisindan bakildiginda bir iligki bulunamamustir.
Abdolahi ve dig. [111] 105 hasta ve 148 saglikli kontrol ile yapmis olduklar
calismada Iran’da trioit kanseri ile IL-18 -656 polimorfizmi arasindaki iliskiye
bakilmistir. TT genotipinin Tiroid kanseri riskini anlamli derecede artirdig
gozlenlenmistir. IL-18 gen -607 C/A pozisyonundaki polimorfizm ile bir iliski

bulunamamastir.

Elneam ve dig. [112] tarafindan 62 diabetik nefropati hastasi ile 52 diabetik
mellitus hastasim1 karsilastirdiklar1 ¢alismada, -607 C/A ve -656 G/T allellerinin
diabetik nefrobati ve diabetik mellitus arasinda anlamli bir farkliliga sahip olmadig:

ancak IL-18 gen promotor -137 G/C polimorfizme bakildiginda diabetes mellituslu
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hastalarda anlamli olarak daha az diabetik nefropatili hastalarda C alleli anlaml
olarak daha az goriilmiistiir. Farjadfar ve dig. [113] yapmis oldugu c¢alisma 73
akciger kanseri hastas1 ve kontrol grubu arasinda IL-18 -607 genotip dagilimlarinda
anlamli farkliliklar bulunmustur. Ayrica -607 CA ve AA genotipleri olan hastalar
2,60 kat ve 3,15 kat akciger kanseri riskinde artisa sahip oldugu tespit edilmistir.

Hazza ve dig. [114] yapmis oldugu ¢alismada IL-18 gen promotor -607 C/A
polimorfizmi aftéz stomatit duyarliligs ile iligkili bulunmazken, Behget hastalig1 olan
hastalarda promotor -137 G/C polimorfizmi GG genotipi arasinda pozitif bir iligki
bulunmustur. Sadeghi-bojd ve dig. [109] yapmis oldugu ¢alismada Vezikoiireteral
reflii hastaliginda -607 C/A polimorfizmi arasinda anlamli iligki bulunamamastir.
Taheri ve dig. [115] yapmis oldugu ¢alismada meme kanseri olan hastalar ile 1L-18 -
607 (rs1946518) polimorfizmine iliskin kontrol denekleri arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Nielsen ve dig. [116] yapmis oldugu calismada tip 1 diyabet
hastaliginda IL-18 -607 C/A polimorfizminin Avrupalilarda degil, Asyalilarda tip 1
diyabet hastaligina yatkinlig1 arttirabilecegi bulunmustur. Fouad ve dig. [117] yapmis
oldugu calismada IL-18 geni promotor -607 C/A polimorfizminde CC genotipinin
lupus nefriti, artrit ve immunolojik bozukluklar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulmuslardir. IL-18 gen promotor -607 C/A pozisyonundaki promotor
polimofizmleri sistemik lupus eritematozus akut alevlenmesine katkis1 vardir.
Sistemik lupus eritematozus hastalarinda IL-18 ‘in iiretiminin arttigi bulunmustur.
Song ve dig. [118] yapmis oldugu ¢alismada romatoid artrit hastaliginda IL-18 -607

C aleli arasinda bir iliski bulunamamustir.

Kara ve dig.[119] yapmis oldugu c¢alismaya 109’u spontan sifa ile
sonuglanan, 162’sinde kronik hepatit, 84’{i karaciger sirozu, 30’u hepaseliiler kanser
gelistigi gézlenen 271 hepatit B viriisii enfeksiyonu olan hasta dahil edilmistir. Hasta
grubu 280 saglikli kontrol ile karsilastirildiginda -607 AA genotipin saglikh
kontrollerde anlamli bir sekilde fazla goriilmiistiir. Moravej ve dig. [120] yapmis
oldugu caligmada Viseral leismaniasis hastaliginda 1L-18 gen - 656 pozisyonunda T
allelinin Viseral leismaniasis’e direng i¢in genetik bir faktor olarak degerlendirilmesi

sOylenilmistir.
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Sonug olarak IL-18 promotor -607 A/C ve -656 G/T niikleotid degisimlerinin
astim hastalig1 ile iliskisi olup olmadigina dair yaptigimiz bu tez ¢aligmasinda -607
hasta grubunda CC varyant1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli yiiksek
bulundu. -656 G/T degisiminde GG, GT ve TT varyantlar1 arasinda hasta ve kontrol
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi. Calisma astim
hastalarinda serum IL-18 seviyeleri bakilarak genisletilebilir. Astim hastaligi
multifaktoriyel bir hastalik oldugu i¢in hasta sayis1 ¢ok daha fazla arttirilarak ¢calisma
genisletilebilir.
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EK B (Asgari Bilgilendirilmis Hasta Goniillii Olur Formu)

ASGARI BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

(Hasta goniillii grubu igin)

Sizi BAU Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklart A.D.’de yiiriitiilen “ ASTIM HASTALIGINDA IL-18 GEN
POLIMORFIZMININ ARASTIRILMASI > basglikli arastirmaya davet ediyoruz.

Arastirmaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Calismaya katilmama veya
katildiktan sonra herhangi bir anda ¢alismadan ¢ikma hakkinda sahipsiniz. Her iki durumda da bir ceza veya
hakkimiz olan yararlarin kaybi kesinlikle s6z konusu olmayacaktir. Arastirma konusuyla ilgili ve sizin
aragtirmaya katilmaya devam etme isteginizi etkileyebilecek yeni bilgiler edinildiginde zamaninda
bilgilendirileceksiniz.

Bu arastirmaya katildiginiz igin maruz kalacagimz risk yoktur.

Bu ¢aligma igin gerekli tiim masraflar aragtiricilar tarafindan kargilanacaktir. Calisma igin sizden
herhangi bir iicret talep edilmeyecektir.

Bu c¢aligmadan elde edilen bilgiler tamamen arastirma amaci ile kullanilacak ve aragtirma
sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi kimlik bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacaktir.

Arastirma, kendi haklariniz veya aragtirmayla ilgili herhangi bir istenmeyen durum hakkinda daha
fazla bilgi temin edebilmeniz igin Dr Ayla SOLMAZ AVCIKURT ile giiniin 24 saatinde erigime
gecebilirsiniz. (Telefon No: 0532 551 40 79)

Bu aragtirmaya katilip katilmama kararini vermeden &nce, aragtirmanin nig¢in yapildigini, nasil
yapilacagimi ve bu arastirmanin goniillii katilimeilara getirecegi olasi faydalari, riskleri ve rahatsizliklarin
bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlagilmas: biiyiik 6nem tagimaktadir. Asagidaki
bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayirimz. Isterseniz bu bilgileri aileniz, yakinlarimiz ve/veya
doktorunuzla tartisiniz. Eger anlayamadiginiz ve sizin igin agik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi
isterseniz bize sorunuz. Katilmay: kabul ettiginiz takdirde, gerekli yerleri siz, doktorunuz ve kurulug
gorevlisi bir tanik tarafindan doldurup imzalanmig bu formun bir kopyasi saklamaniz i¢in size verilecektir.

Bu ¢aligmanin amaci Astim Hastaliginda IL-18 Gen Polimorfizmini aragtirmaktir. Caliymada
kullanilacak yontem asagida agiklanmistir.

Buna gore; biyokimya laboratuvarina rutin tahlilleriniz i¢in verdiginiz kan &rneklerinden 1 ml
¢aligmamiz i¢in alinacaktir.

Siz bu aragtirmanin hasta goniillii grubu i¢inde yer alacaksimz. Sizden elde edilecek bilgiler veya
veriler, ¢aligmada olusturulacak farkhi gruplardan elde edilecek bilgi veya verilerle karsilastirilarak bir
sonuca ulasilacaktir.

1215 | R NI [goniilliintin adi, soyadi (kendi el yazisi ile)] Bilgilendirilmis
Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalart okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci belirtilen aragtirma
ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Katilmam istenen
calismanin kapsamini ve amacini, goniillii olarak {izerime diigen sorumluluklari tamamen anladim. Calisma
hakkinda soru sorma ve tartisma imkani buldum ve tatmin edici yamitlar aldim. Bana, ¢cahsmanin
muhtemel riskleri ve faydalarn sozlii olarak da anlatildi. Arastirmaya goniilli olarak katildigimi,
istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak aragtirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan aragtirma disi birakilabilecegimi ve arastirmadan ayrildigim zaman
mevcut tedavimin olumsuz yonde etkilenmeyecegini biliyorum.
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EK B.1 (Asgari Bilgilendirilmis Hasta Goniillii Olur Formu Devamu)

ASGARI BILGILENDIRILMIiS$ GONULLU OLUR FORMU

(saglikli géniillii grubu i¢in)

Bu kosullarda;

1) Soz konusu Klinik Arasgtirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
(¢ocugumun/vasimin bu ¢alismaya katilmasini) kabul ediyorum.

2) Gerek duyulursa kigisel bilgilerime mevzuatta belirtilen kisi/kurum kuruluslarin erisebilmesine,

3) Calismada elde edilen bilgilerin (kimlik bilgilerim gizli kalmak kosulu ile) yayn igin kullanilma,
arsivleme ve eger gerek duyulursa bilimsel katki amaci ile iilkemiz disina aktarilmasina olur veriyorum.

Goniillintiin(Kendi el yazisi ile)
Adi-Soyadi:

Imzas:

Adresi:

(varsa Telefon No, Faks No):
Tarih (giin/ay/yil): ..../...../....

Agiklamalar1 Yapan Arastiricinin (Doktorun)
Adi-Soyadi:
imzasi:

Tarih (giin/ay/yil):.../..../.....

Onay Alma Islemine Bagindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Gérevlisinin
Adi-Soyadi:

Imzasi:

Gorevi:

Tarih (giin/ay/yil):...../......[.....
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EK C (Asgari Bilgilendirilmis Saglikli Goniillii Olur Formu)

ASGARI BILGILENDIRILMi$ GONULLU OLUR FORMU

(Saglikli goniillii grubu igin)

Sizi BAU Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklart A.D.’de yiiriitiilen “ ASTIM HASTALIGINDA IL-18 GEN
POLIMORFIZMININ ARASTIRILMASI *’ baslikli arastirmaya davet ediyoruz.

Aragtirmaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Caligmaya katilmama veya
katildiktan sonra herhangi bir anda ¢alismadan ¢ikma hakkinda sahipsiniz. Her iki durumda da bir ceza veya
hakkiniz olan yararlarin kayb: kesinlikle s6z konusu olmayacaktir. Arastirma konusuyla ilgili ve sizin
aragtirmaya katilmaya devam etme isteginizi etkileyebilecek yeni bilgiler edinildiginde zamaninda
bilgilendirileceksiniz.

Bu aragtirmaya katildigimz igin maruz kalacagimz risk yoktur.

Bu ¢aligma igin gerekli tiim masraflar arastiricilar tarafindan kargilanacaktir. Caligma igin sizden
herhangi bir iicret talep edilmeyecektir.

Bu ¢aligmadan elde edilen bilgiler tamamen arastirma amaci ile kullanilacak ve aragtirma
sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi kimlik bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacaktir.

Arastirma, kendi haklarimiz veya aragtirmayla ilgili herhangi bir istenmeyen durum hakkinda daha
fazla bilgi temin edebilmeniz i¢in Dr Ayla SOLMAZ AVCIKURT ile giiniin 24 saatinde erigime
gegebilirsiniz. (Telefon No: 0532 551 40 79)

Bu aragtirmaya katihp katilmama kararini vermeden 6nce, aragtirmanin nigin yapildigini, nasil
yapilacagini ve bu aragtirmanin géniillii katilimeilara getirecegi olasi faydalari, riskleri ve rahatsizliklarii
bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlagilmasi biiyiikk énem tagimaktadir. Asagidaki
bilgileri dikkatlice okumak igin zaman ayirmiz. Isterseniz bu bilgileri aileniz, yakinlarimz ve/veya
doktorunuzla tartisiniz. Eger anlayamadiginiz ve sizin igin agik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi
isterseniz bize sorunuz. Katilmay: kabul ettiginiz takdirde, gerekli yerleri siz, doktorunuz ve kurulug
gorevlisi bir tamik tarafindan doldurup imzalanmig bu formun bir kopyasi saklamaniz igin size verilecektir.

Bu galismanin amaci Astim Hastaliginda IL-18 Gen Polimorfizmini arastirmaktir. Calismada
kullanilacak y6ntem asagida agiklanmustir.

Buna gore; biyokimya laboratuvarina rutin tahlilleriniz i¢in verdiginiz kan 6rneklerinden 1 ml
¢alismamiz i¢in alinacaktir.

Siz bu aragtirmanin saghkh goniillii grubu iginde yer alacaksimz. Sizden elde edilecek bilgiler veya
veriler, ¢aligmada olusturulacak farkli gruplardan elde edilecek bilgi veya verilerle kargilagtirilarak bir
sonuca ulagilacaktir.

IS0 sccmiceoislsn Bl tosrsmnin s iBcominy i oo [goniilliintin adi, soyad: (kendi el yazisi ile)] Bilgilendirilmis
Géniillii Olur Formundaki tim agiklamalar: okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma
ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Katilmam istenen
calismanin kapsamini ve amacini, goniillii olarak tizerime diigen sorumluluklar: tamamen anladim. Calisma
hakkinda soru sorma ve tartisma imkani buldum ve tatmin edici yamitlar aldim. Bana, ¢cahsmanin
muhtemel riskleri ve faydalar sozlii olarak da anlatildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi,
istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arasgtirmaci tarafindan arastirma digi birakilabilecegimi ve aragtirmadan ayrildigim zaman
mevcut tedavimin olumsuz yonde etkilenmeyecegini biliyorum.
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EK C.1 (Asgari Bilgilendirilmig Sagliklt Goniillii Olur Formu)

ASGARI BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

(saghkli goniillii grubu igin)

Bu kosullarda;

1) Sz konusu Klinik Aragtirmaya higbir bask: ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
(¢ocugumun/vasimin bu ¢aligmaya katilmasini) kabul ediyorum.

2) Gerek duyulursa kigisel bilgilerime mevzuatta belirtilen kisi/kurum kuruluslarin erigebilmesine,

3) Calismada elde edilen bilgilerin (kimlik bilgilerim gizli kalmak kosulu ile) yayin igin kullanilma,
arsivleme ve eger gerek duyulursa bilimsel katki amaci ile iilkemiz digina aktarilmasina olur veriyorum.

Goniilliintin(Kendi el yazisi ile)
Adi-Soyadu:

Imzast:

Adresi:

(varsa Telefon No, Faks No):
Tarih (ginfay/yil): ..../...0....

Agiklamalar1 Yapan Arastiricinin (Doktorun)
Adi-Soyadi:
Imzasi:

Tarih (glin/ay/yil):.../..../ ...

Onay Alma Islemine Bagindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Gérevlisinin
Adi-Soyadi:

Imzast:

Gorevi:

Tarih (giin/ay/yil):...../..../ ...
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EK D (Etik Kurulu Karar Formu)

BALIKESIR UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

KARAR FORMU
4 ETiK KURULUN ADI BALIKESIR UNIV. TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
SK4
é 5 ACIK ADRESI Cags Yerleskesi, Usak yolu iizeri, 10145 BALIKESIR
gg TELEFON 0266 612 14 61/1122
bt |
=] FAKS 0266612 14 59
E-POSTA etik.bautip@gmail.com
ARASTIRMANIN ACIK ADI | “Astim Hastaliginda I1-18 Gen Polimorfizminin Aragtirilmasi”
SORUMLU ARASTIRMACININ UNVANI/ADI/SOYADI Yrd.Dog.Dr.Ayla SOLMAZ AVCIKURT
2 E SORUMLU ARASTIRMACININ UZMANLIK ALANI Tibbi Genetik Anabilim Dali
%'g SORUMLU ARASTIRMACININ BULUNDUGU MERKEZ Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi
@'® | pESTEKLEYiCI
ARASTIRMAYA KATILAN MERKEZLER TEK MERKEZ [X] I COK MERKEZLI []
E Belge Ad) Aciklama
é E] BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU
£ 2 | ARASTIRMA BROSURU O
(ERG] .. .
55 |ARASTIRMA BUTGESI g
=)
& | YILLIK BILDIRIM a
=R
2 | DiGER: O
s Karar No:2017/139 Tarih: 29/11/2017
ZE Yukarida bilgileri verilen basvuru dosyasi ile ilgili belgeler arasti /cals gerekge, amag, yaklagim ve yOntemleri
2 | dikkate alinarak incelenmis ve dosyadaki eksikliklerin giderilmesi sartiyla bir sonraki toplantida gdriigiilmesine etik kurul dye tam
S © | sayisin oybirligi ile karar verilmistir.
2| Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan arastirmalar/galigmalar igin Tirkiye llag ve Tibbi Cihaz
Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir.
\Unvani/AdvSoyadi [Uzmanhk Alani Kurumu Cinsiyet Arnsi:;rlt(r;n fle Katihm * (’mza
Balikesir :
Dog. Dr. Fuat EREL (G0g0s Hastaliklan [y L0200 EX|KO|EO|/HR® (EO |HO >
. : i Balikesir -
Do¢.Dr. Gilllen ERKEN ~ [Fizyoloji St EOKR|EO|HR [EO | HO /{/
4 A .. |Balikesir
IYrd.Dog.Dr. Elif AKSOZ  [Tibbi Farmakoloji Oniversitesi EQKR|EOQIHR |EO |HO d&_] AA—\/~
Yrd.Dog.Dr. Histoloji ve Balikesir : drS
IF. Bahar SUNAY Embriyoloji Universitesi EQ|KR | EO | HR | EQ (HO E 5 (—»-j
Ca Balikesir N il
'Yrd.Dog.Dr. Eytlp AVCI  [Kardiyoloji Driiversitesi ER|IKO|eEOD|HX® e |HO MALA aeTL
Uzm.Dr. Balikesir KEAS ¢
Mehmet CALISKAN Halk Sagligs Organize Sanayii |[E & KU [EO R ED JHO |MMpaeTLs
lAv. Erman ARDA lAvukat Scrbest ERIKO|EO[HR |0 |HO M’?
BAU Saglik Uyg. 7.
[Ecz. Hisnit KUNDAKGI  [Eczaci ve Aragtirma ER|KO|EO|HR[EO [HO| 77,
Hastanesi
Serhat ALDEMIR ER|kO |0 |HR [0 |HO JW

*:Toplantida Bulunma

Etik Kurul Baskaninin:
Unvani, Adi Soyadi: Dog.Dr. Fuat EREL
imza:
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EK D.1 (Etik Kurul Karar Formu Devami)

T.C.
BALIKESIR UNiVERSITESI TIP FAKULTESI
Klinik Aragtirmalar Etik Kuruiu Bagkanhg

Say1 :94025189-050.03-
Konu : Etik Kurul Karar Formu

Sayn Yrd. Dog. Dr. Ayla SOLMAZ AVCIKURT
Ogretim Uyesi

flgi  :20.11.2017 bagvuru tarihli dilekgeleriniz

"Menongiomlarda AGR2 gen Expresyonunun, Tiimd&riin Biyolojik Davramg, Klinik
Ozellikler ve Davrams Paternine Etkisinin Histopatolojik Ozelliklerle Karsilagtiriimas:”
ile "Astim Hastaligmda 11-18 Gen Polimorfizminin Aragtirdmast” baghkli  ¢alismalarimz
hakkinda Etik Kurnlumuzun bilimsel ve etik yonden olusturdufu goriisler ekteki karar
formJarmda belirtilmigtir.

Bifgilerinizi rica ederim,

e~imzahdir
Dog. Dr. Fuat EREL

Bagkan
Ek:
Karar Formlan
Tap Fakilltesi Cagig Verleskesi 10145 Balikesir Ayrintidh bilgi igin irtibat: Belgin Topou
Tel: Fals: 0266 6121459 :
E-Posta: etik.bautip@gmail.com Elektronik af: Hitpi//www.ballkesir.edu tr/index. php/baun/birim/tip, fakuitesi

o an PR oy i v e [ERCSEPEN -
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