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OZET

Sigara Bagimlis1 Bireylerde ErbB4 ve NRG3 Gen Polimorfizmlerinin Arastirilmasi

Sigara bagimhihigy; diizenli olarak sigara kullanma, sigaray1 birakinca anksiyete,
sinirlilik, konsantrasyon giicliigii, huzursuzluk, sabirsizhik, achk, titreme, ofke
kontroliinde zorluk, terleme, bas donmesi, nikotin istegi gibi yoksunluk belirtileri
yasama, zararlarimin bilinmesine ragmen birakamama ve sigara birakma girisimlerinin
basarisiz olmasi seklinde karakterize edilmektedir. Bagimhhk gelisiminde cevresel ve
genetik faktorler 6nemli rol oynamaktadir.

Bu tez cahsmasi icin; Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri Anabilim
Dal polikliniklerine basvuran Kisiler arasindan; 200 sigara bagimhsi birey ile sigara
icimi olmayan, saghkl 200 goniilli bireyden vaka ve kontrol grubu olusturulup, her
bireyden kan oérnegi alindi. Vaka ve kontrol grubuna ait bireylerden alinmis olan kan
orneklerinden, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda, DNA
izolasyonu yapilarak, her bireyin, ErbB4 genine ait rs7562566, rs1836724, rs10048757 ile
NRG3 genine ait rs10883934, rs1764072, rs6584400 polimorfizmlerinin molekiiler
analizi, Real-Time PCR (Applied Biosystems) yontemi kullanilarak gerceklestirildi.

Calisma sonucunda elde edilen veriler, SPSS v.11.5 paket program ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. ErbB4 genine ait rs7562566, rs1836724, rs10048757
ile NRG3 genine ait rs10883934, rs1764072, rs6584400 polimorfizmlerinin vaka ve
kontrol gruplarina ait genotip dagilim ve allel frekanslar1 acisindan karsilastirildiginda
anlamh bir farklihk olmadig belirlendi (p>0,05). Ayrica bagimhlik diizeyleri acisindan
da polimorfizmler arasinda bir farkhihgin olmadig gozlendi.

Sonu¢ olarak; ErbB4 genine ait rs7562566, rs1836724, rs10048757 ile NRG3
genine ait rs10883934, rs1764072, rs6584400 polimorfizmleri ile sigara bagimhihg
arasinda bir iliskinin olmadig goriildii. Bu gen polimorfizmlerinin sigara bagimhhgi ile
iliskisinin arastirlldig1 bu ¢calismanin Tiirk toplumunda daha once ¢ahsilmamis olmasi
nedeniyle, hastahgmn etiyolojisini anlamada, literatiire katki saglayacak ve yapilacak
calismalar igin yol gosterici olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Sigara Bagimhhgi, ErbB4, NRG3, Real Time PCR, polimorfizm.
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ABSTRACT

The Investigation of ErbB4 and NRG3 Gene Polymorphisms in Individuals with Smoking
Addiction

Nicotine dependence is characterized as experiencing withdrawal symptoms such
as smoking regularly, anxiety after quitting smoking, irritation, difficulty of
concentration, uneasiness, impatience, hunger, shivering, difficulty in controlling anger,
sweating, dizziness and demand for nicotine; difficulty in voluntarily quitting in spite of
knowing health risks of smoking and failure to quit. Environmental and genetic factors
play a crucial role in addiction progress.

For this research study, 200 smoker and 200 healthy and who is volunteer non-
smoker participants were recruited from among the patients who apply at Pamukkale
University Faculty of Medicine, Department of Psychiatry Polyclinics to form
experimental and control groups and blood samples from each and every participant
were drawn by the researcher. In the study, the molecular analysis of rs7562566,
rs1836724, rs10048757 polymorphisms of ErbB4 gene and rs10883934, rs1764072,
rs6584400 polymorphisms of NRG3 gene of each individual was performed by using
Real-Time PCR (Applied Biosystems) method through DNA isolation of blood samples
drawn from participants in experimental and control groups which was performed at
Mersin University Faculty of Medicine.

Data was analyzed statistically by SPSS v.11.5 packet program. The results show
that there is no meaningful difference between rs7562566, rs1836724, rs10048757
polymorphisms of ErbB4 gene and rs10883934, rs1764072, rs6584400 polymorphisms of
NRG3 gene when it was compared in terms of genotype distribution and allele frequency
of experimental and control groups (p>0,05). Besides, it was observed that there is no
difference in the polymorphisms in terms of addiction level.

As a consequence, it was concluded that there is no correlation between
rs7562566, rs1836724, rs10048757 polymorphisms of ErbB4 gene; rs10883934,
rs1764072, rs6584400 polymorphisms of NRG3 gene and nicotine dependence. Due to the
fact that there has been no conducted research study on the correlation between gene
polymorphisms and nicotine dependence in the Turkish population before, this study
aims to find out the etiology of the disease and to contribute the literature. It can also be
a guide for future research studies.

Key words: Nicotine Dependence, ErbB4, NRG3, Real Time PCR, polymorphism.
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1. GIRIS

Sigara bagimliligi; diinya ¢apinda yaygin olup hastalik ve Oliimlerin baslica
nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gore diinya
genelinde yaklasik 1,3 milyar kisi sigara igmektedir ve her 10 yetiskinden biri sigaranin
neden oldugu hastaliklar yiliziinden oOlmektedir. Bu da 500 milyon kisinin sigara

kullanimindan 6lecegi anlamina gelmektedir (1).

Sigara bagimliligi olusum siirecinde, bireysel, ¢evresel ve genetik faktorler
birlikte rol oynamaktadir. Sigaraya baslama, bagimlilik olusum siireci ve sigarayi
birakma istegine kadar sigara igme davranisinin tiim asamalarinda genetik faktorlerin
rol oynadigi belirlenmistir (2,3,4). Genetik katkinin sigaraya baslamada %50 ve
devamliliginda ise %70 etkili oldugu gérilmiistir (2).

Nikotin ile iligkili oldugu diisiiniilen bir¢ok aday gen tanimlanmis olmasina
ragmen son zamanlarda Erb-B2 reseptor tirozin kinaz 4 (ErbB4) ve Neuregulin 3
(NRG3) genlerindeki tekli niikleotid polimorfizmleri (Single Nucleotide Polymorphism,
SNP) caligilmaktadir (4,5). Kronik nikotin maruziyetinin ardindan ErbB4 ve NRG3 gen
ekspresyonlarinda onemli bir artis oldugu belirlenmistir. Ayrica NRG3 SNP'lerinin

sigara birakma iizerine olan etkisi de gosterilmistir (5).

Loukola ve ark. (2014) yaptig1 bir ¢alismada ErbB4 ve NRG3 genlerindeki
SNP'ler ile sigara bagimliligi arasinda bir iliskinin oldugunu gostermistir (4). Bu
genlerde meydana gelen SNP'lerin bagimliliga katkisi olabilecegini diisiinerek bu
calismanin yapilmasi planlandi. Simdiye kadar Tiirk populasyonunda sigara bagimlisi
tanis1 konulmus kisilerde bu gen polimorfizmleriyle ilgili yapilan bir calisma
bulunmamaktadir. Bu tez c¢alismasi bu konuda yapilan ilk ¢alisma olacaktir. Ayrica
ErbB4 ve NRG3 gen SNP'lerinin bagimliligin etiyolojisini agiklamada, genetik

yatkinliginin belirlenmesinde ve tedavi de yol gosterici olacagi diigiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bagimhhk

Diinya capinda herkesi etkileyebilen 6nemli bir saglik sorunu olan bagimlilik,
tim olumsuz sonuglara ragmen madde aliminin devami ve madde alimi iizerindeki
kontroliin kaybi1 olarak tanimlanmaktadir (6). Bagimliligin gelisimi, maddenin kullanim
stiresine, kullanan kisinin kisilik 6zelliklerine, ruh durumuna, beyin giiciine ve alinan
maddenin tiiriine gore degismektedir. Her maddenin bagimlilik potansiyeli farklilik
gostermektedir (8). Cogu noropsikiyatrik bozukluklar gibi madde bagimliligi, bugiin
davranigsal bozukluklarin temelini olusturmaktadir. Bu bozukluklar tekrarli madde
alimina bagl olarak asamali olarak gelismektedir (8,9). Bagimlilik olusum siirecinde
etken madde, ilk maruziyetin ardindan beyne ulasarak hedef proteine baglanir. Bu
baglanma maddenin akut davranigsal etkilere neden olan, beyindeki partikiiler
sinapslarda sinaptik iletiyi baslatir (10). Sonug olarak madde bagimliligi, indiiklii noral
plastisitenin bir formu olarak disiiniilebilir. Kullanilan madde miktar1 ve tipine bagl
olarak spesifik beyin bolgelerindeki gen ekspresyonu degisir. Bu degismis gen
ekspresyonu 6zgiin ndronlarin fonksiyonunu etkiler ve néronal etki alanini1 degistirir. Bu
noronal bolgedeki degisiklikler bagimlilikta ortaya cikan davranigsal anomalilerin

nedeni oldugu diisiiniilmektedir (8).

Bircok opyat, alkol, esrar, kokain gibi bir¢gok bagimlilik tipi tanimlanmis

olmasina ragmen en yaygin olani tiitiin bagimlilik tipidir (11,12).



2.1.1. Sigara Bagimhihig:

Sigara bagimliligi, Diinya Saglik Orgiitiine (DSO) gore populasyonun iigte birini
etkileyen 6nemli bir saglik sorunudur (13,14). Diinya ¢apinda bir milyardan fazla insan
sigara igmektedir. Sigara i¢imi Oliimlerin ve hastaliklarin baslica nedeni olarak kabul
edilmektedir (13,15). Sigaray1 birakma, ilgili hastaliklarin gelisimini ve &liim oranini
azaltmaktadir (13).

Sigara, Nicotiana tobacum adi verilen tiitiin bitkisinden yapilmaktadir (15).
Sigara duman1 500 den fazla gaz, ¢cogu zehir ve 50'si kanserojenik olan 3500 kimyasal
bilesenden olugmasina ragmen esas bagimlilik etkeni nikotindir (10,16).

Sigara bagimlist bireyler igin sigara igme hem bir 6grenilmis davranis hem de
nikotine fiziksel bir bagliliktir(17). Bagimlilik olusum siireci ii¢ asamadan olusmaktadir.
Oncelikle nikotinin keyif verici etkisinden kaynaklanmaktadir. Sigara i¢meye
bagladiktan saniyeler sonra nikotin kan beyin bariyerini gecer ve orada keyif verici
etkiler olusturur. Bu keyif ve haz birka¢ dakika siirdiigii i¢in sigara bagimlis1 kisiler
genellikle giin boyu ayni etkiyi devam ettirmek igin tekrar tekrar igmek isterler. Daha
sonra siirekli almman sigaraya maruziyetin adaptasyon sekli olan tolerans gelisir.
Tolerans, normal etkiyi ortaya ¢ikarmak iizere daha biiyiik bir dozu gerektirecek bir
sekilde, daha Once alinan nikotinin viicut tarafindan azalmig duyarliliginin bir
durumudur. Viicut nikotinin tekrarli alimina adapte olur. Kisinin tekrarli bir bigimde
sigara kullanmasi1 nikotinin verdigi etkiyi azaltmaktadir. Bu da ayni1 etkileri alabilmek

i¢in daha fazla sigara i¢imine neden olmaktadir (16,18).

Sigara bagimlilarinin sik sik sigara igmek istemelerinin diger bir nedeni de
nikotinin yol acti@1 yoksunluk ya da c¢ekilme semptomlarini yagamaktan kag¢inmaktir
(19). Yoksunluk sendromu fizyolojik adaptasyon olusturan sigara birakiminin ardindan
kaynaklanan belirti ve bulgulardir. Bu semptomlar gegicidir. Ciinkii siirdiiriilebilir
kaginmadan sonra viicut normale doner. Nikotin geri ¢ekilmesi fiziksel bir etkidir.
Cekilme, Ruhsal Hastaliklar i¢in Tanisal ve Istatistiksel El Kitabinda (Diagnostic and
yer alan olgiitlere gore tanimlanmaktadir. Yoksunluk belirtileri arasinda anksiyete,
sinirlilik, konsantrasyon gii¢liigii, huzursuzluk, sabirsizlik, aclik, titreme, O6fke

kontroliinde zorluk, terleme, bas donmesi, nikotin istegi, uyku bozuklugu, bas agrisi,



sindirim bozuklugu ve depresyon sayilabilir (16,20). Bu belirtilerin ortaya ¢ikmasi

bireyden bireye degismektedir (16,18).

Hem cinsiyet hem de sosyoekonomik durumlar bagimliligin gelisim evrelerini
etkileyebilir. Farkli genetik ve cevresel faktorler de bu siireci etkiler (13). Sigara
bagimliliginin gelisiminde ve sigara igmeye baslamada g¢evresel faktorlerin, igicilikten

bagimliliga geciste genetik faktorlerin rol oynadigi belirlenmistir (21).

2.1.1.1. Sigara Kullanim Epidemiyolojisi

Sigara i¢gme, hem sanayilesmis hem de gelismekte olan iilkelerde yaygindir (22).
Diinyadaki bir milyardan fazla igicinin yaklasik %80'i diisiik ve orta gelirli tilkelerde
yasamaktadir (23). Gelismis tilkelerde sigara i¢en kadinlarin oran1 % 24 iken gelismekte
olan iilkelerde bu oranin yaklagik %7 oldugu ayrica gelisen iilkelerde tiitiin kullaniminin
her yil yaklasik % 3.4 oraninda artis gdsterecegi tahmin edilmektedir (21). DSO
tarafindan Amerika Birlesik Devletleri (ABD) merkezlerinde tiitiin kullanimi ve
kontrolii amaciyla 16 iilkenin katilmasiyla olusturulan Kiiresel Tiitiin izleme Sistemi
(Global Tobacco Surveillance System, GATS) verilerinde, sigara kullanimi her y1l kayit
altina alinmaktadir (Cizelge 2.1) (24).



Cizelge 2.1. GATS iiye iilkelerden bazilarinda cinsiyete gore sigara kullanim oranlari (25)

Ulke Kadin (%) Erkek (%0)
Ingiltere 20.6 22.8
ABD 16.2 24
Hindistan 2.9 24.3
Cin 2.4 52.9
Rusya 21.7 60.2
Tayland 3.1 45.6
Misir 0.5 37.6
Brezilya 131 21.6
Meksika 7.8 24.8
Tiirkiye 15.2 47.9

DSO verileri, diinya genelinde erkeklerin %48’i ve kadinlarm %212'sinin sigara
ictigini gostermektedir. Ayrica diinya genelinde 12 milyon kadin hamilelik boyunca
sigara icmeye devam etmektedir (21).

ABD’de, toplam niifusun %25',12 yasinda sigara igmeye baslamaktadir (26).

Tiirkiye'de ise erkeklerin %41.5, kadinlarin %13.1'1 ve tiim toplumun %27.1'i
sigara igmektedir. Sigaraya 15 yasindan 6nce baslayanlarin orani kadinlarda %14.3 iken
erkeklerde ise %16.7'dir. Sigara icenlerin %42,1°1 (erkeklerde %42.7, kadinlarda
%39,8) giiniin ilk sigarasin1 uyandiktan sonraki ilk yarim saat i¢inde i¢tigi bildirilmistir
(27). Saglik Bakanligi’nin verilerine gore 15-18 yas grubunda sigara igme aligkanligi
%30 olup sigara igenlerin % 39’u sigara igmeye 15-18 yaslarinda, % 20°’si 11-14 yaslar
arasinda basladiklarini, % 64’1 giinde 1 paketten fazla sigara ictiklerini, % 59°u sigaray1
birakmay1 denediklerini sdylemis ve sigara igmeyenlerin % 14’{inlin bir donem sigara

ictigi rapor edilmistir (28).



Kanada ve diger bat1 iilkelerinde tiitiin kullaniminin azaltilmasiyla ilgili énemli
adimlar atilmigtir. Giinliik igilen sigara miktar1 verilerine dayanilarak tiitiin kullanim

miktarinda azalma oldugu goriilmiistiir (29).

2.1.1.2. Sigaraya Baslamada Etkili Olan Faktorler

Sigara bagimliligi, temininin kolay ve maliyetinin diisiik olmasi, kullaniminin
yasal olmasi nedeniyle en sik goriilen bagimlilik tiplerinden biridir. Sigara i¢gme
davranisi, biyolojik, psikolojik, farmakolojik faktorler tarafindan ele alinmasi gereken
bir konudur (30). Sosyal dgrenme kuramina gore, sigara igme gibi birgok davranis,
gozlem yoluyla 6grenilir (31). Birey sosyal g¢evresini, toplumda tstlendigi rolii ve bu
roliin gerektirdigi davranis kaliplarin1 benimser ve buna uygun davranmaya caligir (30).
Bundan dolay1 ebeveynlerin sigara i¢mesi genglerin sigaraya baglama riskini

artirmaktadir (32).

Sigara kullaniminin baglica nedeni kisinin kendini iyi hissetme istegidir (33).
Gengleri sigara igmeye yonlendiren faktorler arasinda; ebeveynin sigara kullanim
durumu, arkadas faktorii, sosyo-ekonomik diizey, gosteris, merak, depresyon, diisiik
okul basarisi, cinsiyet, yas, Ozenti, giivensizlik, bireyin kisisel 6zellikleri ve psikolojisi,

biyolojik yatkilig: gibi etkenler yer almaktadir (30,32,34,35).

Genglerde 6zenti ile erken yagslarda baglayan sigara kullanimi zamanla aligkanlik
olarak devam etmektedir (30,31). Sonug olarak, herhangi bir nedene baglh olarak sigara

icmeye baslanildig1 zaman, igerdigi nikotin nedeniyle kisa siirede fiziksel bagimlilik

olusmaktadir (30).



2.1.2. Sigaranin Bagimhlik Yapici Etkisi

Tiitiin icerisindeki bagimlilik yapici ana madde nikotindir (26). Tiitiin ortalama
10-14 mg nikotin igerir ve sigara i¢imi sirasinda 1-1.5 mg nikotin absorbe edilir (27).
Absorbe edilen nikotinin kan dolasimi yoluyla 10 saniye i¢inde beyne ulagmasi, sigara
iciminin ni¢in bir bagimlilik davranist olma potansiyelinin yiliksek oldugunu gosteren
bir sebeptir. Piridin ve pirolidin halkasindan olusan alkaloid bir bilesik olan nikotin,
bagimlilik ile sonuglanan motivasyonel ve davranigsal degisikliklerin altinda yatan
sinaptik ve hiicresel degisiklikleri baglatir (16). Sigara bagimliligiyla iliskili 3 siireg
vardir. Bunlar dopaminerjik ve glutamaterjik sistemlerde nikotin tarafindan nikotinik
asetilkolin reseptorlerinin (NAChR) uyarilmasi, upregulasyonu (kronik maruziyetten

sonra reseptor sayisinin artisi) ve duyarsizlagsmasidir (13).

Nikotinin kan beyin bariyeri dahil biyolojik membranlardan gegtigi
gosterilmistir. Nikotin, NAChR iizerinden néronlarda ve diger hiicrelerde agonist gibi
bir etki yaratarak endojen nérotransmitter asetilkolin (ACh) gibi davranir (37). ACh’nin
iki tip reseptorii vardir. Bunlar; nikotinik ve muskarinik reseptorlerdir (38). nAChR
ligand kapili iyon kanallart olup 5 alt birimden olusan 290 kDa agirliginda bir proteindir
(38,39,40). Bu alt birimler 2 alfa (o), 1beta (), 1gama (y) ve 1 sigma (8)'dir. Alt
birimlerin dagilim ve kombinasyonu tiirden tiire degismektedir. Nikotinik reseptorler
beyinde yaygin bir sekilde dagilim gosterir. Beyin ve gangliada nAChR, sadece o ve 3
alt birimlerinden olusur. o alt birimi ligand baglanmasi i¢in gerekli 2 sistein rezidiisii
icerir. Merkezi sinir sisteminde dokuz o alt birimi (a2- a10) ve ii¢ f alt birimi (2- p4)
tanimlanmustir (41). Her bir alt birim; yaklagik 600 amino asit uzunlugunda olup dort
transmembran segment (M1-M4), amino ve karboksi terminal domain ile M3-M4
arasindaki intraseliiler lobtan olugmaktadir. Bu reseptorler a ve f alt birimlerinin farkli
sekillerde biraraya gelmesiyle heteromerik ya da homomerik reseptorler olusturabilirler
(Sekil 2.1). Arastirmalar beyinde nikotin igin 2 ana baglanma bolgesi oldugunu
gostermistir. Bunlar; a4f2 kombinasyonundan olusan nikotine yiiksek afiniteli bolge ile
a7 alt birimden olusan nikotine diisiik afiniteli bolgedir. Sigara bagimliligi uzun siireli

nikotin maruziyetinden kaynaklanmaktadir (42).



Ligand baglanma yeri
¢

HNe" N\
A . \ P B ::rr ﬁ?* ‘é“{
4 \ // 4
& // e ]l J‘[”}? 3
(1,
OO0 boooo
1{v2| m3fva 1)
()’YY(Y)) X000
7 7 \ )‘
@,
¢ Homomerik nAChR D Heteromerik nAChR

7 7 w o g2 [ ¥4 " oh ;\ ;
Ty P SN\ SN NO
""0,‘07 “‘A‘ \0‘/ P ‘f‘/ \O:/ - ‘\N / = @M

a7 a9 adp2 ad4abp2p3 a3p4

Sekil 2.1. (A) Noronal nAChR alt-birimi (B) Bes alt birimden olusan fonksiyonel nAChR (C) Sadece o
alt-birimden olugan homomerik reseptor (D) a ve B alt-birimlerden olusan heteromerik reseptor. Kirmizi
tiggenler ligand baglanma bolgesini gostermektedir (42,43).

2.1.2.1. Nikotinin Beyindeki Rolii

Bagimlilik ilaglari, mezolimbik sistemin baslica terminal alani i¢inde yer alan
nucleus accumbens (NAcc) deki dopamin salinimini arttirir. NAcc, farkli fonksiyonlara
sahip c¢ekirdek ve kabuk olmak iizere iki boliime ayrilir. Anatomik olarak kabuk, 6nemli
bir limbik yapi olan amigdalanin bir uzantisin1 olustururken cekirdek dorsal striatum
ilgili iliskili olup motor fonksiyon kontrolii ile iligkili beyin bolgelerine 6nemli uyarilar

gonderir (44).

Nikotinin uyaric1 etkisi NAcc c¢ekirdegindeki dopamin reseptdrlerinin
uyarilmasiyla baslar (44). Ventral tegmental alandan (VTA) NAcc'e uzanan mezolimbik

dopaminerjik néronlarin nikotin tarafindan uyarilmalari sonucu, NAcc’deki



ekstraselliiler dopamin artisinin 8diil cevabina neden oldugu bilinmektedir (39,45). Odiil
sistemi, hayatin ve tiiriin devamimi saglayan davranislarin tekrarini saglamak iizere
gelismis bir adaptasyondur. Yasamsal onemi olan eylemlerin gerceklestirilmesi 6diil
yolaklarini aktive eder. Bireyin ilgili eylemin gergeklestirilmesinden haz duymasini ve
eylemin tekrari i¢cin motive olmasini saglar (45,46). Bu nikotinin uyarict 6zellige sahip
oldugunun kanitidir (Sekil 2.2) (44,47).
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Sekil 2.2. Nikotinin beyin bolgelerindeki etkileri (30)

Bagimlilik siireci nikotinin beyindeki nAChR ile etkilesimi sonucu baslar. Bu
etkilesim merkezi sinir sistemindeki 0diill merkezinin aktivasyonuna neden olur.
Nikotin, presinaptik nikotinik reseptorler araciligiyla ACh, epinefrin, dopamin,
serotonin ve glutamat gibi norotransmitterlerin salintminin diizenlenmesinde rol oynar
(33). Artan dopamin ve norepinefrin salinimi zevk almayi sagladigi ve istahi azalttigi,
ACh performans ve bellek giiciinde artisa, yoksunluk belirtilerinde iyilesmeye, beta

endorfin ve GABA salinimi anksiyete ve gerginlikte azalmaya, serotonin salinimi ruh



halinin iyilesmesine neden olmaktadir. Her bir nérotransmitter bagimlilik davranisinin

gelismesine katkida bulunmaktadir (18,48).

2.1.2.2. Nikotin Farmokinetigi

Sistemik dolasima giren nikotin miktari; nikotin ig¢eren iiriin ¢esidine, tiiketim
miktarma ve nikotinle temas eden viicut sivi ve yilizeylerinin pH'ina baghdir (34).
Nikotin, akcigerler, cilt, gastrointestinal sistem, burun mukoza ve oral mukoza yoluyla
absorbe edilebilir (18,34). Nikotinin ilk emilimi oral mukozada baslar. Nikotinin esas
inhalasyon yeri akciger alveolleridir. Bagimli kisilerde inhalasyondan 6nce nikotin
plazma seyiyesi yaklasik 2,5-8,0 ng/ml iken inhalasyondan sonra nikotin plazma
seviyesi 30-40 ng/ml'ye ulasir. Bu goézlemler yanak mukozasi yoluyla nikotin
absorbsiyonunun zayif oldugunu ve akciger yoluyla absorbsiyonun hizli oldugunu
gostermektedir. Sigaradaki dumanin asidik pH’inda nikotin iyonize olup hiicre
membranlarindan kolaylikla gegemez. Alkali pH’da ise kolay emilim gdstermektedir
(18). Puro dumani daha alkali oldugu i¢in nikotinin oral emilimi sigaradan fazladir.
Tiitlin dumani akciger alveollerine ulastiginda nikotinin %80-901 hizlica alveollerin
genis yiizeye sahip olmasindan dolay1 absorbe edilir. Nikotinin kandaki konsantrasyonu
sigara kullanimi sirasinda hizla yiikselir ve plazmadaki seviyesi 30 dakika iginde
maksimum diizeye ulasmaktadir. Nikotinin yart émrii ortalama 2 saat olup 1-4 saat
arasinda degisebilir ve 10-20 saniye ic¢inde beyne ulagmaktadir (18,49). Nikotin
seviyeleri, daha sonra hizli dagilim ve metabolizmasindan dolay1 azalmaktadir. Birgok
temel ilag gibi nikotin de biitiin dokulara yaygin bir sekilde dagilim gostermektedir.
Karaciger, bobrek, dalak, akciger, nikotine kars1 yiiksek afiniteye sahipken, yag dokusu
en diisiik afiniteye sahiptir (18).

Nikotin karacigerde metabolize edilmektedir. Alt1 adet primer metaboliti olup
memelilerde nikotinin en dnemli metaboliti kotinindir. Insanlarda nikotinin yaklasik
%70-80'i kotinine doniisiir. Bu déniisiim iki adimda gerceklesmektedir. ik adimda
baslica CYP2A6 ve CYP2B6 olmak lizere sitokrom p450 sistemi tarafindan nikotin Al
'(5") iminyum iyon olusumu gergeklesir. Ikinci adim, nikotin iminyum iyonun aldehid

oksidaz (AOX) ile katalize edilmesi sonucu kotinin olusumudur. Nicotine N'-oxide

10



(NNO), nikotinin bir diger metabolitidir. Nikotinin NNO doniisiimii flavin igeren
monoksigenaz 3 (FMO3) tarafindan gerceklesir. Insanlarda nikotin glukuronasyonu bir
N-kuaterner  glukuronid ile sonuglanr. Bu reaksiyon dridin  difosfat-
glukuronoziltransferaz (UGT) enzimi tarafindan katalize edilir. Bu enzim nikotin-
glukuronid  (Nikotin-Gluc) olusumundan sorumludur. In vitro deneylerde son
zamanlarda UGT2B10'nin bu doniisimden sorumlu baslica karaciger enzim
olabilecegini disiiniilmektedir. Nikotinin yaklasik %3-5'i nikotin-gluc'a ¢evrilir. Diger
metabolitler trans-3'-hidroksikotinin, kotinin glukuronid, trans-3'-hidroksikotinin
glukuronid'dir (18,50). Nikotin atilimi iiriner pH degerine bagl olarak, tiibiiler geri
emilimin oldugu bobreklerde meydana gelir (34). Glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler
sekresyon ardindan énemli bir rol oynar. Idrar pH" asidik &zellikte oldugundan nikotin
iyonize olup tiibiiler reabsorbsiyonu minumum seviyede olup renal klirens ise yiiksektir.
Aksine alkali idrarda nikotin ¢ogunlukla iyonize olmamistir ve tiibiiler reabsorbsiyonu,

renal klirensin diisiik olmas1 nedeniyle daha kolaydir (18).

2.1.3. Sigara Kullaniminin insan Saghg Uzerine Etkileri

Sigara igme, hem sanayilesmis hem de gelismekte olan iilkelerde kanser,
solunum yolu hastaliklar1 ve kalp-damar hastalig: ile iliskilidir. Sigara i¢imi 6liimlerin
ve hastaliklarin baslica nedeni olarak kabul edilmektedir (16,17). Tiim diinyada sigara
icen insan sayist bir milyarin {izerindedir ve her y1l diinya ¢apinda bes milyondan fazla
insan basta akciger kanseri olmak iizere sigaranin neden oldugu hastaliklar nedeniyle
O0lmektedir ve bu saymin 2030 yilina kadar 9 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir
(51,52). Sigara igenlerin kanser olma riskinin igmeyenlere gore 2.24 kat daha fazla
oldugu bildirilmistir (53). Akciger kanseri vakalarinin % 90'1, diger kanser vakalarmin
%15-20'si, kronik bronsit ve amfizem vakalarinin %751 ve yas grubu 35-69 arasi
kardiyovaskiiler —hastaliklardan  Olenlerin = %25'ini  sigara bagimlis1  bireyler
olusturmaktadir. Bununla birlikte serum total kolesterol, trigliseritler, diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL-kolesterol), ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL kolesterol)

konsantrasyonunda artisa ve antiaterojenik Yyiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)

11



kolesterol diizeyinin diigmesine bagli olarak ateroskleroz ve koroner kalp hastalig1 igin

onemli bir risk faktortdiir (54).

Sigarada bulunan tiitiin ¢cok sayida bilesen igerir ve bunlardan en 6nemlisi ve
bagimlilik etkeni olan nikotindir (53). Nikotinin ise organizma ve hiicresel diizeyde

etkileri Cizelge 2.2'de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Nikotinin organizma ve hiicre diizeyindeki etkileri (34)

Organizma iizerindeki etkileri Hiicresel diizeyde etkileri
Artan kalp hiz Hormonlarin sentez ve saliniminin artmasi
Kardiyak kontraktilite Tirozin hidroksilaz enziminin aktivasyonu
Artmis kan basinci Bazi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
Azalmis viicut sicakligi Is1 sok proteinlerinin indiiklenmesi
Kan gekeri mobilizasyonu Oksidatif stres indiiksiyonu
Kandaki serbest yag asitlerinin artis1 Apoptoz lizerine etkileri
Kanda yiiksek katekolamin seviyeleri Kromozomal anomalilerin indiiksiyonu
Uyarilma veya gevseme Kardes kromatid degisimi indiiksiyonu

2.1.3.1. Nikotinin Oksidatif Stres Uzerine EtKisi

Yiiksek doz nikotin periferik ve merkezi Sinir sisteminde, hiicre igi
metabolizmasi sirasinda, sitokrom P450 enzimlerinin aktivitesini arttirip reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu uyararak oksidatif stresi olusturdugu kabul edilmektedir. Nikotinin
mitokondriyal solunum zincirini bozup siiperoksit anyonunu ve hidrojen peroksit

olusumunu arttirdigr bilinmektedir (55,56).
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Lipid peroksidasyonu ve serbest radikallerin {iretimi ateroskleroz patojenezi ile
ilgili siireglerdir. Sigara igenlerde lipid peroksidasyon diizeyinin yiiksek oldugu
gosterilmistir. Nikotin verilen sicanlarda, serbest yag asitlerinin konsantrasyonu ve
malondialdehit, hidroperoksitlerin diizeyi artmistir. Ayrica nikotin uygulamasi sonucu
serbest radikalleri ortadan kaldiran siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon rediiktaz
gibi  enzimlerin aktivitelerinde azalma meydana gelmistir. Bu enzimlerin
aktivitelerindeki azalma artan siiperoksit anyon ve hidrojen peroksit iiretimi ile
sonu¢lanmaktadir. Bu da hidroksil serbest radikallerinin olusuna neden olur. Hidroksil

serbest radikalleri bir¢ok toksik reaksiyona katkida bulunmaktadir (34).

2.1.3.2. Nikotinin Genotoksik Etkileri

Yapilan galismalar ile nikotin ve ana metabolitleri kotinin, nikotin-N oksit ve
trans-30-hidroksikotinin genotoksik etkileri incelenmistir. Nikotinin genotoksisite etkisi
kardes kromatid degigsimleri ve kromozom yeniden olusum orani degerlendirilmistir.
Nikotinin doza ve silireye baglh bir sekilde kromozom anormallikleri ve kardes kromatid
degisimi frekansin1 artirdigi bildirilmistir. Ayrica sigara icimi sirasinda tlikiiriik

diizeylerinde bulunan nikotin konsantrasyonun genotoksik oldugu bildirilmistir (34,57).

2.1.3.3. Nikotinin Gen Ekspresyonu Uzerindeki Etkileri

Tiitiindeki bagimlilik bileseni olan nikotin NACh reseptorlerinin aktivasyonu
aracilifiyla etki etmektedir. Nikotin kullanimmin devami merkezi sinir sistemindeki
uyarlanabilir degisiklikleri indiikler. Hiicresel sinyal mekanizmalarinda bu uzun
donemli degisiklikler gen ekspresyonunu indiiklemektedir. Gen ekspresyonunun
reglilasyonundan sorumlu en 1iyi karakterize edilmis protein, Cyclic Adenozin
Monofosfat (CAMP) Response Element Binding Protein (CREB) transkripsiyon
faktordiir. CREB, nikotinin ddiillendirici etkileri i¢in gereklidir. Ayrica CREB protein
seviyeleri, fosforlanmis CREB nikotin gerilemesini takiben beyin genelinde farkli

sekilde modiile edilmektedir (5). Nikotinin katekolamin salinimini artirdig1 ve adrenal
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medulla hiicrelerinde tirozin hidroksilaz ve dopamin B-hidroksilaz gibi katekolamin
biyosentetik enzimleri aktive ettigi gosterilmistir. Nikotine uzun siireli maruz kalmanin
tirozin hidroksilaz ve dopamin p-hidroksilaz gen ifadesi tlizerine olan etkileri
arastirtlmistir. Bu 1-2 giin nikotin maruziyetinin tirozin hidroksilaz ve dopamin [-
hidroksilaz  mRNA  seviyelerini  artirdigt  gosterilmistir.  Nikotin  etkisinin
transkripsiyonel aracili oldugu sonucuna varilmistir. Bir cCAMP/Kalsiyum diizenleyici
bolgeyi igeren tirosin hidroksilaz geninin 5 promotor bolgesinin delesyonu, tirozin
hidroksilazin nikotinik uyarilmas: igin gerekli oldugunu gostermistir. Bir baska
calismada, prenatal nikotin maruziyetinin fetal ve neonatal beyinde, c-fos

ekspresyonunun artisina sebep oldugu bildirilmistir (34,58,59).

2.1.3.4. Nikotinin Endokrin Sistem Uzerine Etkileri

Endokrin sistem ¢esitli hormonlarin salinimiyla viicut homeostasisinin
korunmasinda rol almaktadir (37). Sigaranin hormon salinimi dahil viicidumuzdaki
metabolik ve biyolojik siireclerde ¢esitli etkilere sahip oldugu gosterilmistir (60). Bu
hormonlarin ¢ogu hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen (HPA), hipotalamus-hipofiz-
gonadal ekseni (HPG) ve hipotalamus-hipofiz-tiroid ekseni (HPT) dahil olmak iizere
cesitli regulator eksenler ile diizenlenmektedir (37). Nikotin uygulamasinin
hipotalamus-hipofiz ekseni (HPA) ile iligkili hormonlardaki degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir. Adrenokortikotrop hormon (ACTH) ve kortizol gibi HPA daki hormonlar
ile sigara bagimliligi arasinda bir etkilesimin oldugu kanitlanmistir (34,37). Bu
hormonlar nikotin yoksunluk semptomlarinin ¢ogu igin belirlenmistir. Onlar da
anksiyete, huzursuzluk, konsantrasyon eksikligi ve uyku bozukluklarini kapsamaktadir.
Nikotin uygulamalar1 sonucunda ACTH seviyesinin arttif1 gdzlenmistir. istekli sigara

icimi i¢in ise kortizol seviyelerindeki artigin gerekli oldugu belirlenmistir (37).

Yapilan bir ¢alismada sigaranin tiroid hormon saliniminda uyarici etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir (60). Coklu calismalar sigara igenlerde tiroid antikorlarinin
icmeyenlerle karsilastirildiginda diisiik bir prevalansa sahip oldugunu ve sigara

igenlerde hipotroidi oranlarinin daha diisiik oldugunu gostermistir (37).
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Svartberg ve Jorde bir kesitsel toplum temelli ¢aligmalarinda 3427 sigara icen
erkegin igmeyenlerle karsilastirilmasi sonucu testosteron seviyeleri arasinda 6nemli bir
farklilik bulmuslardir. Sigara igenlerde testosteron seviyesinin daha yliksek oldugu
goriilmiistiir (61). Ayrica prolaktin biiyiime hormunu ve follikiil uyarici hormonlarin

plazma seyiyelerinde de artis gozlenmistir (60).

2.1.3.5. Nikotinin Apoptoz Uzerine Etkisi

Nikotinin tiimor nekroz faktorii, UV 15181, kemoterapotik ilaglar dahil cesitli
uyaricilar tarafindan indiiklenen apoptozu engelledigi gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalar
sonucu nikotinin*““Mitogen-Activated Protein (MAP) kinaz sinyal yolagini aktive ettigi
ve bu aktivasyonun apoptoz supresoru olan bcl-2 ekpresyon artigiyla sonuglandigi
gosterilmistir ve bu durumun akciger kanseri gelisim siirecinde 6nemli bir etkiye sahip
olacagi dusiiniilmektedir (34,62). Nikotinin bcl-2 fosforilasyonunu uyararak bcl-2
tizerinde diizenleyici etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica nikotin, UV-kaynakl
apoptozu da inhibe etmektedir. Bu inhibisyon, UV kaynakli apoptotik yolagin énemli
bilesenleri olan sitokrom C salinimi ve kaspaz aktivasyonunun Onlenmesi ile iliskili

oldugu bulunmustur (34).

2.1.4. Sigara Bagimhihg ve Genetik Faktorler

Sigara bagimliligi olusum siirecinde hem genetik faktorler hem de cevresel
faktorler rol oynaktadir (26). Yapilan ¢alismalarda sigaraya baglama, devam etme ve
icilen miktar ile genetik faktorlerin 6nemli bir role sahip oldugu goézlenmistir (63).
Yapilan ikiz, aile ve evlat edinme calismalariyla bu hipotez desteklenmistir (16,64).
Aile, evlat edinme ve ikiz ¢alismalarindan elde edilen veriler bagimliligin baslamasinda
ve siirdiiriilmesinde énemli bir genetik etkinin oldugunu desteklemektedir. Ikizlerle
yapilmis farkli galismalarin degerlendirmesine gore nikotin bagimliligiin %56 genetik,

%24 ailesel-gevresel, %20 bireysel faktoérlerden kaynaklandig: bildirilmektedir (63,65).
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Hastaliklarin genetik temelinin arastirilmasi i¢in yapilan ikiz caligmalarinda,
monozigotik ikizler ile dizigotik ikizler arasindaki uyumu incelemek i¢in konkordans
oranina bakilmaktadir. Fisher 1958'de ilk kez sigara bagmliligi ag¢isindan
degerlendirilen konkordans oraninin, tek yumurta ikizlerinde ¢ift yumurta ikizlerinden
anlamli derecede yiiksek oldugunu bildirmistir (63). Bu sekilde monozigotik ikizlerde
sigara icmedeki konkordans oranin dizigotik ikizlerden yiiksek ¢ikmasi genetik
faktorlere dayandirilabilir. Ayn1 ¢evrede yetisen monozigotik ikizlerde benzerligin ayni
cevrede yetisen dizigotik ikizlerden yiliksek ¢ikmasi bagimlilikta genetik katkinin da
oldugunu desteklemistir (16,64). Ayrica 30000 ikiz ¢ifti ile yapilan c¢aligmada
monozigotik ikizlerdeki benzerligin dizigotik ikizlerden fazla oldugu gozlenmistir (66).
Diizenli sigara kullanimimin kalitimsal roliiniin, birlikte veya ayr yetistirilen Isveg ikiz

ciftleri kullanilarak yapilan ¢alismada, %60 dan fazla oldugu tahmin edilmistir (67).

Sigara bagimliliginin genetik temelini incelemek i¢in genom iliskilendirme,
baglant1 ¢alismalar1 ve aday gen analizleri yapilmaya baglanmistir. Bu ¢alismalar ile bir
Ozellik ya da hastalikla iliskili olan genler belirlenir (10,16,64). Baglanti analizi, nikotin
kullanimindan sorumlu oldugu diisiiniilen genom bolgelerinin belirlenmesini amaglar.
1999 da tam bir genom tarama ile nikotin bagimliligiyla iligkili oldugu diisiiniilen
birgok bolge tanimlanmistir (26). Aday gen ¢alismalar ile sigara bagimliligiyla iligkili
genler belirlenmistir. Aday genlerin se¢imi; nAChR’ni kodlayan genler, nikotinin
metabolizmasini etkileyen genler, dopamin ile iligkili genler, Serotonerjik sistemlerle
iligkili proteinleri kodlayan genler, norotranmitter sentez ve transporter genleri lizerinde
yiriitilmiistir. Cilinkii norobiyolojik caligmalar ile bu nérotransmitterlerin sigara

bagimliliginin olusum stireciyle iliskili oldugu gosterilmistir (16,17).
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2.1.4.1. Nikotinle Tliskili Aday Genler

2.1.4.1.1. Nikotin Metabolizmasinda Rol Alan Genler

Sigara bagimliligiyla ilgili yapilan genetik ¢alismalardan biri, sitokrom sistemi
(CYP) ile ilgili genler iizerine yapilmigtir. Nikotin, baslica sitokrom P450 enzimi
CYP2AG6 tarafindan biyolojik olarak kotinine metabolize edilmektedir (68). CYP2A6
genotipinin, sigara tiiketimine, karbon monoksit diizeylerine, plazma ve idrardaki
nikotin ve kotinin diizeyleri iizerine olan rolii arastirilmistir (69). CYP2A6 genetik
varyasyonlari, fenotipik yavas, orta ve normal metabolizorler olarak gruplandirilmistir.
Yavas metabolizorler gilinlik ve haftalik daha az sigara icen gruptur ve normal
metabolizorler ile karsilastirildiginda daha disiik karbon monoksit ve plazma nikotin
seviyelerine sahiptir (68). Baslangigta iic CYP2A6 alleli tanimlanmistir (62). Normal
fonksiyonel allel CYP2A6*1, normal enzim aktivitesi ile iliskiliyken, CYP2A6*2 ve
CYP2A6*3 allelleri diisiik enzim aktivitesi ile iliskilidir (63,65). Sigara icen Kkisiler
arasinda yapilan bir calismada CYP2A6*2 ve CYP2A6*3 allellerini tasiyan bireylerin
giinde daha az sigara ictikleri ve sigaray1r birakmayi denedikleri goriilmistiir (63).
CYP2A6 gen lokusunda meydana gelen duplikasyon ve delesyonlarin enzim aktivitesini

degistirdigi gosterilmistir (70).

2.1.4.1.2. Dopaminerjik Sistem Aday Genleri

Nikotin, NAcc'de dopamin salimma neden olarak pozitif gii¢lendirici 6diil
etkilerinin olusumuna neden olan mezolimbik dopaminerjik sistemi aktive etmektedir.
Dopamin bes reseptor alt tipiyle (D1-D5) etkisini gostermektedir. D1-benzeri (D1 ve
D5 reseptorleri) ve D2 benzeri (D2, D3 ve D4) olmak fizere iki reseptor ailesi adi
altinda siniflandirilir. Bu reseptor aileleri sinyal iletimi {izerinde karsit etkilere sahiptir.
D1-benzeri reseptorlerin uyarilmasi adenilat siklazi aktive ederken, D2 benzeri
reseptorlerin uyarilmasi adenilat siklaz1 inhibe etmektedir. Ayrica D2 reseptor ailesinin

dopamin salinimini azalttig1 bildirilmistir (71).
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Kromozom 11g22-q23 bolgesinde lokalize olan Dopamin Reseptdr 2 geninin
(DRD2) 10 kb upstream bolgesinde yer alan ANKK1 geninin yaygin varyanti olan
TaglA polimorfizmi ile sigara igme davranisi arasinda iliski belirlenmistir. Ozellikle
Kafkas orneklerinde yapilan ¢alismalarda bu polimorfizmin Al allelinin, sigara igme
riskini artirdigi goriilmiistiir. Japon populasyonunda yapilan ¢alismalar ile de A2/A2
genotipi ile sigara igme davranigi arasinda bir iliski oldugu gorilmistiir. Sigara
birakma tlizerine ANKK1 / DRD2 polimorfizmlerinin etkisi arastirilmis olup Al allelini
tasityan Kafkashilarin Asyalilardan daha diisiik sigara birakma ihtimalinin oldugu
goriildii. Ayrica Amerikalilarda A1 allel sikliginin Asyadan daha yiliksek oldugu rapor
edildi (72). DRD2 TaglAl allelinin sigara igenlerde igmeyenlere gore daha yiiksek
prevelansa sahip oldugu goézlenmistir. DRD2*A1 allelinin bulunmasi ile sigaraya
baglama yas1 ve sigara igmeme siiresi arasinda ters bir iliski oldugu bildirilmistir. A1l
alleline sahip kisilerin daha az reseptdr sayisina ve baglanti bdlgesine sahip
olabileceklerinden dolayr sinaptik dopamin artis1 i¢cin daha ¢ok nikotine gereksinim

oldugu ve bu sekilde nikotine olan toleransin gelisecegi one stirtilmiistiir (63).

Dopamin D4 Reseptoriiniin (DRD4) yapist ve farmakokinetigi D2 reseptoriine
benzer. DRD4 geni yaygin olarak prefrontal kortekste ifade edilir ve nikotin bagimliligi
dahil olmak tizere psikiyatrik bozukluklarla olan iligkisi incelenmistir. DRD4 geninde
calisilan ilk polimorfizm reseptoriin t¢iincii intraseliiler lobunu kodlayan ve ekzon 3
bolgesinde lokalize olan 48 baz ¢ifti (bg) iceren “Degisken Sayida Ardisik Tekrarlar”
(Variable Number of Tandem Repeats =VNTR) polimorfizmidir (65,71). Bu DRD4
geninin 7 tekrar varyantlarinin diger yaygin varyantlari ile karsilastirildiginda (2 bg, 4
bg tekrart) dopamin duyarliliklarinin azaldigini ve dopamin baglanma potansiyelinde
farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Ikinci ¢alisilan polimorfizm ise transkripsiyon baslama
noktasindan 521 bg¢ upstreamde yer alan C/T donistimiidir. T allelinin, C alleleli ile
karsilastirildiginda transkripsiyonel etkinligi % 40 oraninda azalttigi gozlenmistir (71).
DRD4 geninin long (L) and short (S) allellerinin sigara davranigi {izerine etkisi
arastirtlmistir. En az bir L alleline sahip Afrikali-Amerikali bireylerin homozigot S
alleline sahip bireylerle karsilastirildiklarinda daha erken yaslarda sigaraya basladiklari

ve sigara igme oraninin daha yiiksek oldugu gozlenmistir (63).

Dopamine Transporter (DAT), presinaptik ndronlara sinaptik dopaminin geri

alim1 yoluyla subkortikal bolgelerde dopamin iletimini sonlandirir. Kromozom 5p15.3
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bolgesinde yer alan ve 15 ekzondan olusan DATI, birka¢ kodlama bolge varyantlarina
sahiptir. DAT1 geninin 10 bg tekrar alleli DAT aktivitesinde degisikliklere neden olur
ve dopamin iletiminin azalmasina yol acarken 9 tekrar alleli ise dopamin iletiminin
artisina neden olur (71). 9 tekrar alleline sahip kisilerin 16 yasindan sonra sigaraya

basladiklar1 ve diger genotipe gore daha uzun siire sigarayi biraktiklart belirlenmistir
(63).

Farmakogenetik calismalarda nikotin bagimlilig1 ve tedavi calismalariyla iliskili
olan Catechol-O-Methyltransferase (COMT) enziminin dopaminerjik beyin bdlgesinde
bulunmasi ve dopaminin degradasyonu ve aktivasyonunda rol almasi nedeniyle aday
genlerden biridir (63). Dopamin salinmasini regiile eden bir enzim olan COMT geninin
ekzon 3 bolgesinde lokalize olan Val108/158Met polimorfizmi en yaygin olan ve en
cok calisilan polimorfizmidir (63,73). Met (A) alleli COMT enzim aktivitesinin
azalmasina neden olur. Diigiik enzim aktivitesi, dopamin aktivitesinin artmasina neden
olmaktadir (63). COMT Val158Met polimorfizmi enzim aktivite degisikligi araciligla
dopaminerjik 6diil yolagini iizerine etkili oldugu bildirilmistir (73,74). Sigara birakma
tizerine COMT genotipinin etkileri kadin ve erkekler arasinda degisebilir. COMT
Ostrojen tarafindan inaktive edildigi i¢in kadinlarin kan ve beyindeki enzim aktivitesinin
diisiik oldugu goriilmiistiir (63). Yapilan bir ¢aligmada ise COMT genotipi ile sigaraya
erken yaslarda baslama, devam etme ve bagimlilik siddetiyle arasinda bir iliskinin

oldugu goriilmiistiir (73).

2.1.4.1.3. Nikotinik Asit Reseptor Genleri

Nikotin bagimliligi i¢in en giglii genetik katki nAChR alt birimlerinin
cesitliliginden gelmektedir (22). Caligmalar a5, o3 ve PB4 nikotinik reseptor alt
birimlerini kodlayan genlerin bulundugu 15. kromozom ile a6 ve B3 nikotinik reseptor
alt birimlerini kodlayan genlerin bulundugu 8. kromozom iizerine yogunlasmistir.

Genom caligmalariyla bu bdlgelerin nikotin bagimliligiyla iliskili oldugu bulunmustur
(22, 75).
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Nikotinik reseptorler ligand bagli iyon kanallarinin bir ailesidir ve sinapslarda
sinyal iletimine aracilik eder. (76). Noronal nAChR o (a2-alO)ve B (B2-p4) alt
birimlerinden olusur ve 9 a (a2-al0) ve 3 B (b2—b4) alt birim genleri tanimlanmustir. o
alt birim Cholinergic reseptor nicotinic alpha (CHRNA) geni, B alt birim ise Cholinergic
reseptor nicotinic beta (CHRNB) geni tarafindan kodlanir (77,78).

Kromozom 15q25.1 bolgesinde yer alan CHRNA5, CHRNA3 ve CHRNB4 gibi
nAChR’ni kodlayan genlerin giinliik icilen sigara miktariyla iliskili oldugu bulunmustur
(79). CHRNAS genindeki polimorfizmlerin nikotin bagimliligiyla iligkisi ilk kez 2007
de rapor edilmis olup homozigot A allelini tasiyanlarin daha fazla risk altinda oldugu
goriilmistir (80). a5 nAChR alt {inite proteinindeki (Asn398Asp) bir aminoasit
degisikliginin a5 alt birim igeren bazi nACh reseptorlerinin kalsiyum gegirgenliginin
azaldig1 gortilmiistiir. Ayrica bu degisikliklerin plazma kotinin seviyelerini de etkiledigi
bildirilmektedir (81 ). a3 alt birimi kodlayan CHRNAS3 genindeki SNP'lerin nikotin
bagimlihigiyla ve giinliik igilen sigara miktariyla iligkili oldugu yapilan meta analiz
caligmalariyla goriilmistiir (82). Kromozom 15924-25 bolgesinde yer alan nAChR alt
tinite gen varyantlarinin Ozellikle CHRNA3 geninin ekzon 5 bolgesindeki
polimorfizminin, sigara bagimliligi yaninda kronik pulmoner hastalik, periferal arter

hastalig1 ve akciger kanseri gibi hastaliklarla iligkisi oldugu goériilmiistiir (83,84).

2.1.4.1.4. Serotonerjik Genler

Nikotin beyinde serotonin salimimini arttirir. Bu yilizden serotonerjik sistem
sigara igme davranisi iizerinde Onemli etkiye sahiptir (85). Serotonin geri alinimi
nikotin yoksunluk belirtilerini etkilemektedir. Serotonin transporter, serotonin
noroiletim siiresini regiile etmektedir. Bu geninin 5' promotor bolgesindeki bir
polimorfizm ile short (S) ve Long (L) allelleri belirlenmistir. S alleli azalmis serotonin
ekspresyonu ve geri alimimu ile iliskilidir (63). Azalmis serotonin geri aliminin agresif
davranig ve depresyonla iligkili oldugu goriilmiistiir (2). Japon populasyonu iizerinde
yapilan bir ¢calismada L allelinin sigara igme davranisiyla iligkili oldugu belirlenmistir
(63) .
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Nikotin bagimlilig: ile ilgili yapilan genetik analizlerle ¢ok fazla kromozom

tizerinde aday gen belirlenmistir (Cizelge 2.3) (85).

Cizelge 2.3. Nikotin bagimliligi ile ilgili diger aday genler (85)

Kromozom Aday Genler
Kromozom 2 Neurexin 1(NRXN1)
Neurotrophic Tyrosine Kinase Reseptor, type 2
Kromozom 9
(Norotrofik Tirozin Kinaz Reseptorii tip 2, NTRK2)
Kromozom 7 Dopa decarboxylase (Dopa Dekarboksilaz, DDC)
Kromozom 3 Dopamine receptor D3 (Dopamin D3 reseptérii, DRD3)
Kromozom 9 Gamma-Amino Butyric Acid (GABA) B receptor, 2 (Gama
Amino Biitirik Asit B Reseptor 2, GABBR?2)
Glutamate Receptor, lonotropic, N-Methyl-D-Aspartate 3A
Kromozom 9 (Glutamat Reseptorii Iyonotropik N-metil-D-Aspartat 3A,
GRIN3A)
Kromozom 11 Neurexin 2 (NRXN2)
Kromozom 9 Dynamin 1 (DNM1)
Kromozom 14 Neurexin 3 (NRXN3)
Kromozom 10 Choline Acetyltransferase (Kolin asetiltransferaz, CHAT)
Kromozom 9 Dopamine Beta-Hydroxylase (Dopamin beta hidroksilaz, DBH)
Kromozom 11 Arrestin Beta 1 (ARRBL1)
Kromozom 17 Arrestin Beta 2 (ARRB2)
Kromozom 16 Cadherin 13 (Kadherin 13, CDH13)

21



Son zamanlarda Loukola ve ark.larmin (2014) yaptigi bir c¢alismada ise
NRG3/ErbB4 rs7562566, rs1836724, rs10048757 gen polimorfizmlerinin nikotin
bagimliligi ile iligkili oldugu goériilmiistiir (4).

2.1.4.2. ErbB4 ve NRG3 Gen Polimorfizmleri

2.1.4.2.1. ErbB Reseptor Yapisi

ErbB reseptor ailesi, en iyi karakterize edilmis reseptor tirozin kinaz ailesinden
biridir (86). Reseptor tirozin kinazlar hedef proteinleri spesifik tirozin rezidiilerinden
fosforlamaktadir (87). Protein fosforilasyonu, memeli hiicrelerinde sinyal iletimini
diizenleyen bir post-translasyonel modifikasyondur. Fosforilasyon, hedef proteinlerin
spesifik amino asitlerine fosfat grubu transferi yapan enzimler olan protein kinazlar
(PTK) tarafindan gerceklestirilmektedir. Insan genomu 500 den fazla PTK
kodlamaktadir (89). PTK'larin 58'i reseptor tirozin kinazlar1 kodlar (87). Reseptor
tirozin kinazlar 20 alt familyaya ayrilarak ¢ogalma, farklilasma ve gog¢ gibi hiicresel
olaylarin regiilatorleri gibi hareket ederler (88). ErbB reseptorleri gelisimde,
proliferasyonda ve farklilismada rol alan epitel, mezensimal ve ndronal dokularda
eksprese edilir (86). ErbB aile tiyeleri kalp, meme bezleri ve merkezi sinir sistemi dahil
birgok organin biiylime ve gelismesi sirasinda 6nemli rol oynar. Ayrica ErbB asir
ekspresyonu meme, yumurtalik, beyin ve prostat bezlerinde timor olusumuyla iligkilidir
(89).

Reseptor tirozin kinazlarin ErbB alt ailesi ErbB1 (Epidermal Growth Factor
Receptor EGFR, HER1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) ve ErbB4 (HER4) olmak
tizere dort iiyeden olusur (90,91). ErbB reseptorleri yaklasik 180 kDa biiyiikliigiinde

transmembran tip 1 glikoproteinleridir (88).

Tim ErbB reseptorleri, tek gegisli transmembran hidrofobik domain, ligand
baglayan ekstraseliiler domain, tirozin kinaz enzimi igeren bir intraseliiler domain ve
sinyal iletim molekiilleri igin C-terminal kuyruktan olusmaktadir (86,88). ErbB3 harig
tiim aile Gyeleri tirozin kinaz aktivitesine sahiptir (92). Ekstraseliiler domain I, Il, 111 ve
IV ya da L1, CR1, L2, CR2 olarak bilinen dort farkli subdomaine boliintir. 1 ve Il
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ligand baglanmasi i¢in Il ve IV ise reseptor dimerizasyonu igin gereklidir (88).
Transmembran domain, bir o-heliks yapisina sahiptir. Intraseliiler domain; Kinaz
domain ve C-terminal domain olmak tizere ikiye boliiniir. Kinaz domaini ise N-lob ve
C-lobtan olusmaktadir (Sekil 2.3) (87).
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Sekil 2.3. ErbB reseptorlerinin aktivasyon mekanizmasi (87)

ErbB reseptorlerinin aktivitesi farkli baglanma afinitelerine gore 11 epidermal
biiyiime faktorii (EGF) benzeri ligandlar tarafindan regiile edilir. Ligandlar baglanma
afinitelerine gore {i¢ gruba ayrilabilir; sadece ErbB1l'e baglanan ligandlarin ilk grubunu
Epidermal Growth Factor (Epidermal Biiyiime Faktorii, EGF), Transforming Growth
Factor- o (Transforme edici Biiylime Faktorii-a, TGF-a), Amphiregulin (Amfiregulin,
AR) ve Epigen (EPG) olusturur. Hem EGFR hem de ErbB4 reseptorlerini aktive
edebilen ikinci grup ligandlar1 Betacellulin (Betaseliilin, BTC), Heparin-Binding EGF
like Growth Factor (Heparin Baglayan EGF-benzeri Biiyiime Faktori, HB-EGF) ve
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Epiregulin (EPR) olusturur. Ugiincii grup ise Neuregulin (NRG-1, NRG-2, NRG-3,
NRG-4) ailesinden olusmaktadir. Tiim NRG'ler ErbB4'i aktive etmesine ragmen NRG-
1 ve NRG-2 sadece ErbB3'e baglanip ve onu aktive etmektedir (88,90).

ErbB reseptoriiniin ekstraseliiler domainine baglanan ligandlar, reseptoriin homo
ya da heterodimer olusturmasina neden olur (86). Sayisiz ErbB homo- ve heterodimer
kombinasyonlar1 yoluyla ¢esitli ligand sinyalleri memelilerde ErbB sinyalizasyon
karmasikligini ve ¢esitliligini saglar (88). Bu dimerizasyon, reseptoriin tirozin kinaz
domainin aktivasyonuna neden olarak sitoplazmik domaindeki tirozin rezidiilerinin
fosforlanmasina neden olur. Fosforlanmig rezidiiler, intraseliiler sinyal yolagi icin
baslatict olarak islev goriir (86,92). ERB sinyalleri ¢oklu mediyatorler araciligiyla
ilerlemektedir. Bunlar Ras/ Raf /MAPK ve PI3K / Akt yolagi ya da STAT'lar gibi
transkripsiyon faktorlerinin dogrudan aktivasyonu yoluyla ilerler (Sekil 2.4) (88,93).

EGF TGF-a NRG-1 NRG-2
. AR EPG NRG-3 NRG-4
Ligand BTC EPR NRG-1 BTC EPR
HB-EGF NRG-2 HB-EGF
9 ® .0
Reseptor ErbB1 7 EmB2 EbB3 ErbB4

g

RS & MLy
: - P3K JAK
Sinyal yolaklan / / \ \
CONTD

smr ) (e

Biyolojik yanit Proliferasyon Saj kalm | | Metastaz ' Anjiyogenez

Sekil 2.4. ErbB reseptorlerinin ligandlar1 ve hiicre i¢i sinyal mekanizmasi (93)
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ErbB4 reseptorii, membran iizerinde proteolitik siireglerden gecen tek ErbB
reseptoriidiir. Tumor Necrosis Factor-alpha converting Enzyme (TACE) ve y-sekretaz
enzimleri tarafindan proteolitik yikim1 sonucu 80 kDa intraseliiler domaini serbest kalir.
Serbest kalan domain bir saperon protein olan Yes iliskili protein (YAP) ile niikleusa

gecerek transkripsiyonu regiile etmektedir (Sekil 2.5) (94).

Sekil 2.5. ErbB4 reseptdriiniin proteolitik yikimi (94)

2.1.4.2.1.1. ErbB4 izoformlari

HER4 olarak da bilinen tirozin kinaz reseptorlerinin epidermal biiyiime faktor
ailesinin bir iiyesi olan ErbB4 proteini, hiicre cogalmasini ve farklilagsmasini diizenleyen
180 kDa bir transmembran RTK 'dir. ErbB4 geni, tirozin kinazlarin insan ErbB alt
ailesinin dordiincii iiyesi olarak izole edilmistir. ErbB4, 6zellikle kalp, sinir dokusu ve
cesitli epitel olmak tizere ¢esitli dokularda ifade edilir. ErbB4 ve ligandlari, normal

kardiyovaskiiler ve noral gelisimde, meme bezlerinin farklilasmasinda, kalp hastaliklar
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ve kanser gibi patolojik kosullarda onemli rol oynamaktadir (88). Ayrica hiicre
boliinmesi, go¢, adhezyon, farklilasma, apoptoz mekanizmalarini igeren sinyal

yolaginin ana aktivatorleridir.

Kromozom 2q34 iizerinde lokalize olan ErbB4 geni 1.16 Mb biiyiikliigiinde ve
28 ekzondan olusmaktadir (Sekil 2.6) (89,95).

2. Kromozom 2qg34
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Sekil 2.6. ErbB4 geninin kromozom 2 {izerindeki lokalizasyonu (96)

ErbB4, alternatif splicing ile farkli izoformlar olusturan tek ErbB reseptoridiir
(87). Ekzonlarin 15/16 ve ekzon 26 nin alternatif splicingi ekstraseliiler ve inraseliiler
yikima duyarliliklart farkli olan protein izoformlarmin olusmasina neden olur (94).
Yapisal olarak dort farkli ErbB4 izoformu tanimlanmistir. Izoformlar onlarin
ekstraseliiler juxtamembran alt birimi iginde ya da C-terminali sitoplazmik kuyruk
icinde farklilik gosterirler. Juxtamembran izoformlari, juxtamembran boélgesi iginde, ya
ekzon 16 bolgesinde 23 amino asit ya da ekzon 15 bolgesinde 13 amino asit iceren ve
sirasiyla JM-a ve JM-b olarak tanimlanmigtir. Ayrica Jm-c ve Jm-d izoformlar1 da
belirlenmistir. JM-a ve JM-d izorformu, ilk olarak TACE tarafindan ikinci adimda ise
transmembran alt birimi iginde y-sekretaz tarafindan proteolitik yikima ugrarken JM-b
izoformunda proteolitik yikim olmaz. Sitoplazmik izoformlari sitoplazmik kuyruk
icinde sirastyla CYT-1 ve CYT-2 olarak isimlendirilmistir. ErbB4 sitoplazmik
izoformlar1 ayrica CYT-1ve CYT-2 igin, sirasiyla CT-a ve CT-b olarak da adlandirilir
(88). C-terminal kuyrukta lokalize olan CYT-1, PI3K i¢in baglanma bolgesi olusturur.
Bu yiizden ErbB4 CYT-1 izoformu dogrudan PI3K yolagimi aktive etmektedir (87).
CYT-1 sekanst da TACE and y-sekretaz tarafindan yikima ugrar. Bu yiizden ErbB4
proteolizi sonucu 80 kD intracellular fragment (ErbB4-ICD) olusur. Bu iiriin
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sitoplazmik boslukta serbest kalir. ErbB4-ICD, STAT5, 6strojen reseptor (ER), ETO2,
ve hipoksi indiikli faktor- 1o (HIF-10) gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu
regiile etmektedir (Sekil 2.7)(87, 97).
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Sekil 2.7. ErbB4 izoformlari (97)

ErbB4 izoformlar1 normal ve malignant dokularda farkli sekilde eksprese edilir
(94). JM-a izoformlar1 bobrek, tiikriik bezleri ve testiste baskinken Jm-b izoformu
iskelet kas1 ve kalpte eksprese olmaktadir. CYT-1 izoformlar1 ise ErbB4’iin eksprese
edildigi tiim dokularda eksprese edilmektedir (87).

ErbB4; NRG’ler, BTC ve HB-EGF gibi ligandlarin baglanmasiyla aktive
olmaktadir (98).
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2.1.4.2.2. Neuregulinler (NRG)

NRG’ler sinir sistemi, kalp, meme ve diger organ sistemlerinde hiicre-hiicre
etkilesimlerine aracilik eden sinyal proteinleridir (99). ErbB ailesinin reseptor tirozin
kinazlar1 i¢in ligandlar1 kodlayan EGF ailesinin bir tyesidir. Bu gen ailesi
transmembran tirozin kinaz reseptorleri olan ErbB3 ve ErbB4 icin ligandlar
kodlamaktadir. Noronal gelisim ve beyin aktivitesinin homeostasinde rol oynamaktadir.

NRG1 ilk kesfedilen iiyesidir (100).

Genomda 4 neuregulin geni kesfedilmistir ve her bir NRG geni farkli
izoformlardan olugsmaktadir (101). NRG-1 néronlar ve glia yani sira Kalp karaciger,
mide, akciger, bobrek, dalak ve ciltte ekprese olurken Don-1 ve NTAK olarak da
bilinen NRG-2 geni merkezi sinir sistemi noronlar1 ve kalpte eksprese edilir. NRG-3
ekpresyonu sinir sisteminde sinirli olup NRG4 transkriptleri yetiskin iskelet kasinda ve

pankreastea bulunmasina ragmen néronal dokularda bulunamamstir (102).

NRG'ler sinapslarda transmitter salinimi veya iyon kanal reseptorlerinin
ekspresyonunu diizenleyerek elektriksel noral aktivite ve molekiiler bilesenler arasinda

aracilik etmektedir (103).

2.14.2.2.1. NRG3

NRG3, reseptor tirozin kinaz ErbB4’iin spesifik ligandi olan norotrofik
faktordiir. NRG3 protein ekpresyonu sinir hiicrelerinde ve meme kanser hiicrelerinde
rapor edilmistir (104). NRG1 aksine, NRG3 ekspresyonu norogelisim esnasinda
sinirlidir. Kortikal hiicre migrasyonunun regiilasyonu yoluyla embriyonik serebral

korteksin gelisimde 6nemli rol oynamaktadir (105).

NRG3 geni kromozom 10g22-q23 bolgesinde lokalizedir. NRG3 geni yaklasik
1.2 Mb biiyiikligiinde genomik bolgeye sahip olup 9 ekzon ve 710 aminoasitten
olusmaktadir (105,106) (Sekil 2.8).
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10. Kromozom 10g23.1
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Sekil 2.8. NRG3 geninin kromozom 10 {izerindeki lokalizasyonu (107)

NRG; EGF motifli bir ekstraseliiler alt birim, bir transmembran alt birim ve
sitoplazmik alt birimden olugmaktadir. NRG3'lin ekstraseliiler fragmenti post-
translasyonel proteoliz ile salinmaktadir. NRG3’tiin EGF-benzeri alt birimi ErbB4
reseptoriiniin ekstraseliiler alt birimine baglanir. Bu baglanma reseptoriin aktivasyonunu
ve fosforilasyonunu indiikler. NRG3’iin ErbB4 reseptoriine baglanmasinin ardindan

diger ErbB reseptorleri, ErbB4 ile heterodimer olusturur (101).

NRG-ErbB sinyal ag1 gelismekte olan yetiskin beyninde c¢oklu siiregleri
kapsamaktadir. Ornegin, noronal gdé¢ ve farklilasmada rol alirlar Norotransmitter
reseptorlerinin  ekspresyonunun diizenlenmesinde, glial hiicre proliferasyonunda,

hayatta kalma ve farklilasma, sinaptik plastisite rol oynamaktadirlar (102).

NRG/ErbB4 sinyalizasyon basamaginin ACh reseptér ekspresyonunu regiile
ettigi  bildirilmistir. AChRS, n&romiiskiiler sinapslarda postsinaptik membranda
yogunlagsmistir. NRG’ler sinaptik nukleusta AChR gen ekspresyonunu aktive eden
sinaptik sinyal olarak gorev yapmaktadirlar. Kas hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada
NRG’lerin  AChR transkripsiyon oranin1 artirdigr  goriilmiistir  (103). NRG
izoformlarimin neuronal nAChR ekspresyonunu regiile ettigi bildirilmistir. Yapilan

caligmalar ile a5 and a7 nAChR ekpresyonunun arttig1 goriilmiistiir (108).

NRG, ErbB tirozin kinazlar1 ve ardindan Ras/Raf/MAP kinaz sinyal yolagini
uyarir (86,109). Hem Ras hem de MEK NRG-uyarimli ACh reseptor genlerinin
indiiklenmesi igin gereklidir. Nikotin, eksprese olan asetilkolin reseptorlerine

baglanarak bagimlilik siirecini baslatmaktadir (Sekil 2.9). (109).
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Sekil 2.9. NRG/ErbB4 sinyal mekanizmasi ile asetilkolin reseptor ekspresyonu (109).

Yapilan bir ¢alismada kronik nikotin aliminin 24 saat takibinde NRG-ErbB4
yolaginda rol alan iiyelerin mRNA seviyeleri degerlendirildiginde NRG3 ve ErbB4
mRNA seviyelerinde ©Onemli bir artis oldugu gozlendi. Ayrica ErbB4 protein
seviyesinde de artis oldugu belirlendi. Nikotin yoksunlugu bagimlilarda artmis
anksiyete ile karakterizedir. Nikotin bagimliliginda 6nemli bir faktér olan NRG3/ErbB4
sinyal yolaginin nikotin ve kronik tedavi sirasinda yoksunluk kaynakli anksiyeteyi

azalttigr gortilmiistiir (5).
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2.1.5. Tam Kriterleri

Nikotin bagimliliginda igicilerin bagimlilik derecelerinin belirlenmesinde cesitli
yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerde tiiketilen sigara miktar1 ve sikligi,
biyokimyasal belirtecler, anket calismalar1 6nemli yer tutar. Sigara bagimliliginin
belirlenmesinde yaygin olarak bir anket formu seklinde olan Fagerstrom nikotin

bagimlilik testi (FNBT) kullanilmaktadir (47,110).

2.1.5.1. Fagerstrom Nikotin Bagimhilik Testi

FNBT, siklikla nikotinin fiziksel bagimliligini 6l¢mek i¢in kullanilir (Cizelge
2.4) (110). Bu testte kisinin ictigi sigara miktar1 ile belli bir siire sigara igcmeden
durabilme derecesi incelenmektedir (48). Bu teste gore bagimli bireylere bir takim
sorular sorulur ve verdikleri cevaplara gore bir puan hesaplanir. Bu puana gore
bagimlilik siddeti belirlenir (52). Bu test sonucunda 0-2 puan alanlar ¢ok az diizeyde
bagimli, 3-4 puan alanlar az diizeyde bagimli, 5 puan alanlar orta diizeyde bagimli, 6-7
puan alanlar yiiksek diizeyde bagimli, 8-10 puan alanlar ¢ok yiiksek diizeyde bagimli
kabul edilir. Bu testin sonucuna gore 6 ve istiinde puan alanlarda, nikotin bagimlilig

yiiksek derece oldugu soylenebilir (48).
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Cizelge 2.4. Fagerstrom Nikotin Bagimlilik Testi

o o 3puan
e Uyandiktan sonraki ilk 5
dakika i¢inde
. e  6-30 dakika iginde © 2 puan
1 11k sigaranizi sabah uyandiktan ne e 31-60 dakikag o 1puan
Lo
kadar sonra igersiniz? o 1 saatten fazla o Opuan

2 Sigara i¢cmenin yasak oldugu o 1puan
Ornegin; otobiis, hastane, sinema e FEvet o Opuan
gibi yerlerde bu yasaga uymakta e Hayir
zorlanityor musunuz?

3 Igcmeden duramayacagimiz, diger ¢ IS)a.Ll?ah}il(;tifim -ilwlg.s.igara 8 ézﬂgg
bir deyisle vazgecemeyeceginiz y tger herhangt birt
sigara hangisidir?

e 10 adet veya daha az o 3puan
e 11-20 o 2puan
_ o 1puan

4 Giinde kag adet sigara * 21-30 o Opuan
iciyorsunuz? e 31 veya daha fazlasi

5 Sabah uyanmayr izleyen ilk o FEvet o 1puan
saatlerde, giinlin diger saatlerine ® Hayrr o 0puan
gore daha sik sigara iger misiniz?

6 | Giiniin bilyiik boliimiinii yatakta | e Evet o 1puan
gecirmenize neden olacak kadar e Hayir o Opuan
hasta olsamiz bile sigara iger
misiniz?
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2.1.5.2. DSM-IV-TR -Nikotin Bagimhlig1

Bagimlilig1 degerlendirmek i¢in en yaygin kullanilan kriterler arasinda DSM-IV
yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitiiniin Uluslararas1 Hastalik Simiflamasi (ICD) ve
DSM-IV'e gore sigara bagimliligi hastalik olarak tanmimlanmaktadir. Bu iki
siiflandirmanin yeni diizenlenimleri olan ICD-10 ve DSM-IV gére bu kriterler (3 veya

daha fazlasinin 1 yillik zaman igerisinde olmasi);

1) Azalmis etki veya ayni etkiyi saglamak i¢in artan dozlarla belirli nikotin toleransi
2) Kesilmede yoksunluk belirtilerinin ¢gikmasi

3) Azaltma g¢abalarina karsilik israr eden sigara igme istegi

4) Sigara igme veya tiitiin satin alma i¢in yogun zaman harcama

5) Sigara igme i¢in is, sosyal, ve keyif verici aktiviteleri erteleme

6) Saglik risklerine karsin sigara igmeyi siirdiirme (52).

2.1.5.3. DSM-1V Nikotin Yoksunlugu

Nikotin yoksunlugu, nikotin igeren maddeleri kullanan bireylerde birakma
sonrast goriilen yoksunluk belirtilerini tarifler ve bu durum DSM-IV-TR 6lgiitlerinde su

sekilde tanimlanmistir;
A- En az birkag hafta siire ile her giin nikotin kullanilmasi

B- Nikotin kullaniminin birden birakilmasinin ya da kullanilan nikotin miktarinin
azaltilmasinin ardindan 24 saat icinde asagidaki bulgulardan dordiiniin (ya da daha

fazlasinin) ortaya ¢ikmasi:

1-Disforik ya da depresif duygudurum
2-Insomnia

3-Irritabilite, sinirlenme ya da dfkelenme
4-Anksiyete

5-Diisiincelerini yogunlastiramama

33



6-Huzursuzluk
7-Kalp hizinda azalma
8-Istah artmasi ya da kilo alma

C-B tam oOlgiitiindeki belirtiler klinik agidan belirgin bir sikintiya ya da toplumsal,

mesleki alanlarda ya da 6nemli diger islevsellik alanlarinda bozulmaya neden olur.

D-Bu belirtiler genel tibbi duruma bagh degildir ve baska bir mental bozuklukla daha
iyi agiklanamaz (20).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Arac¢-Geregler ve Kimyasallar

3.1.1. Kullamilan Cihazlar ve Laboratuvar Ekipmanlari

e Real-Time PCR cihaz1 (ABI 7500, Applied Biosystems)

e Microamp 96 kuyucuklu real time PCR plate i¢in film (Applied Biosystems)
e Standart 96 kuyucuklu polipropilen real time PCR plate (Applied Biosystems)
e Etiiv (Niive EN-500)

e 15 ml'lik polipropilen santrifiij tiipleri (BD Falcon)

e Otoklav (Niive OT 4060 V, OT 40 L)

e Vorteks (VELP)

e Mikropipet seti (Eppendorf)

e Santrifiij (Niive NF-800)

e Buzdolab1 (Argelik 8188 NF)

e Derin dondurucu (Argelik 2031D)

e Hassas terazi (AND)

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

e EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Sigma E-5134)
e SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

e Amonyum asetat (AMRESCO MW 77.08)

e Absolute etanol (Riedel-de Haen 32221)

e Sodyum Kloriir (NaCl)
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TrisHCL (Tris-Hidroklorid) (Sigma T-7149)

Proteinaz K (Invitrogen 46-7285)

Steril distile su (Respiflo 21000)

DNA izolasyon Kiti (Invitrogen Pure Link Genomik DNA Mini Kit K1820-02)
2X TagMan universal PCR master mix (Applied Biosystems, 4364340)

40X Pre-designed TagMan Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Genotyping
Assays Mix (Applied Biosystems, 85581637) (rs7562566; C_29071852_10,
rs1836724; C_30493268_10, rs10048757; C_29646410_10, rs10883934;
C_1266001_10, rs1764072; C_2922125 10, rs6584400; C_30519098 10).
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3.1.3. DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

Cizelge 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Niiklei Lizis Tampon Cozeltisi

e 10 mM Tris-HCl................ 1,576 gr
e 400 mM NaCl.................... 23,4 gr
e 2mM NaEDTA................ 0,7 gr

Hazirlamisi: Distile su ile 1 1t'ye tamamlanarak ¢6ziiliip otoklavda steril edildi.

%010 SDS
e 109grSDS

Hazirlamisi: 10 gr SDS 100 ml distile su ile ¢oziildii.

TE Tampon Cozeltisi
e 10 mM Tris-HCl................ 0,394 gr (pH 8)
e 1mM NaEDTA.............. 0,093 gr

Hazirlamisi: 250 ml distile suda ¢oziiliip otoklavda steril edildi.

10 M Amonyum Asetat (C,H;NO;) Tampon Cozelti
e 148 gr C;H/NO;

Hazirlamisi: 148 gr C,H;NO, 200 ml distile suda ¢oziildii.

Proteinaz K icin Tampon Cozeltisi

e 10mM Tris-HClI................ 0,394 gr

Hazirlamisi: 200 ml distile suda ¢oziiliip otoklavda steril edildi.
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3.2. Vaka-Kontrol Grubunun Olusturulmasi ve Periferik Kan Orneklerinin

Toplanmasi

Calismaya baslamadan once Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan onay alinmistir. Vaka grubu Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Psikiyatri Anabilim Dali polikliniklerine basvuran kisiler arasinda; DSM- IV-TR‘ye
gore nikotin bagimlilig1 tan kriterlerini karsilayan ve aym1 zamanda FNBT‘den 5 ve
daha yiiksek puan alan, erigkin, ¢alismaya onay veren, goniilli 200 sigara bagimlisi
bireyden olusturulmustur. Kontrol grubu; hayatinin herhangi bir doneminde DSM-1V-
TR‘ye gore nikotin bagimlilig1 tant kriterlerini karsilayacak diizeyde sigara i¢imi
olmayan, vaka grubuyla yas, cinsiyet ve egitim diizeyi olarak eslestirilmis, saglikli 200

goniillii bireyden olusturulmustur.

Hem vaka hem de kontrol grubundaki bireylere, ¢alismaya katildiklarina dair
etik kurulda belirtilen yonergelere gore uygun bir bigimde hazirlanmis, bilgilendirilmis
goniilli olur formu imzalatildi. Calismaya dahil olmayi kabul eden her bireyden 5-6 ml
periferik kan alinarak 1 ml, %2°lik etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) igeren santrifiij

tiiplerine konularak DNA eldesine kadar +4 °C’lik buzdolabinda saklandi.

3.3. DNA izolasyonu

Vaka ve kontrol bireylerine ait EDTA’l1 tiiplere alinmis periferik kandan 500ul
ayrilarak 6nce manuel yontem kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirildi ve Miller
tuz ¢Oktiirme yontemi kullanildi (111). Manuel yontemle DNA's1 elde edilemeyen
bireylerin ayrilan 500ul periferik kanindan Kit (Invitrogen Pure Link Genomik DNA
Mini Kit K1820-02) yontemiyle DNA izolasyonu yapildi.
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3.3.1. Miller tuz ¢oktiirme yontemi (111)

DNA izolasyonu igin, sirasiyla asagidaki basamaklar uygulandi:

1

. Giin Basamagi

1.

EDTA’l1 tiip i¢ersinde bulunan 5-6 ml periferik kan, 15 ml’lik polipropilen santrifiij
tiipiine konuldu. Uzerine soguk distile su eklenerek 12 ml’ye tamamland1 ve 2-3 dk
hizli bir sekilde ¢alkalandi. Calkalama isleminden sonra 10 dk 2000 rpm’de oda
1s1sinda santrifiij edildi.

Santrifiigasyondan sonra, pelet istiindeki sivi faz (siipernatant), transfer pipeti
araciligiyla 7 ml seviyesine kadar atildiktan sonra tekrar 12 ml'ye tamamlamak igin
soguk steril distile su ilave edildi ve hizla ¢alkalandi. Tamamlama isleminden sonra
10 dk 2000 rpm’de santrifiij edildi.

Supernatant kisim; berrak bir goriinim alana kadar soguk distile su ile yikama
islemine devam edildi. Bu islem; siipernatant 7, 5, 1 ml seviyesine kadar

uzaklastirilmak tizere yaklasik 4-5 kez tekrarlandi.

Supernatant kisim berraklastiktan sonra, pelet iizerine 3 ml niiklei lizis tampon
eklendi ve tiipler yaklasik 15-20 defa hizla calkalandi. Bu basamakla beraber
niikleus i¢eriginin ortama serbest kalmasi saglanmis oldu.

Tiiplere 200 pl % 10’luk SDS ve 150 ul proteinaz-K eklenerek, tiipler alt {ist
edildi. SDS, hiicre membraninin ayrigsmasina, Proteinaz K, proteinlerin elimine

edilmesine neden olur.

Proteinaz K'nin optimum diizeyde islevini yapabilmesi igin tiipler bir gece 37°C de

etlivde inkiibasyona birakildi.

. Giin Basamagi

Inkiibasyon islemi sonrasi tiipler 55°C’de 1 saat bekletildi.

Tiipler alt-iist edilerek tizerine 2 ml, 10 M amonyum asetat eklendi ve yavasga
calkalanarak 10 dk oda 1sisinda bekletildi.

Tiipler 15 dk 3500 rpm’de santrifiij edildi.

Stipernant bagka bir tiipe alind1 ve iizerine 12 ml’ye kadar soguk absolii etanol ilave

edilerek, DNA’nin yogunlagmasi saglandi.
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5. Absolii etanol i¢inde; yogunlasip goriilebilir hale gelen DNA, igerisinde Tris-EDTA
(TE; pH 8) tampon ¢o6zeltisi bulunan ependorf tiiplerine mikropipet yardimiyla
dikkatlice aktarildu.

6. 37°C’lik etiivde bir gece bekletilerek, DNA’larin ¢oziinliip homojen hale gelmesi
saglandi. Molekiiler analize kadar +4°C’de saklandi.

3.3.2. Kit yontemi (PureLink Genomic DNA Kits invitrogen Life)

1. Manuel yontem ile DNA elde edilemeyen kan orneklerinden 200 pl periferik kan
alimip 1.5’1ik ependorf tiiplerine, mikropipet yardimiyla aktarildi.

2. 20 pl proteinaz K ve 20 ul RNaz A soliisyonu, 200 pl periferik kanin bulundugu

tiipe eklenerek, 5-10 sn. hizlica vortekslendi.
3. Tiplere 200 pul Lysis/Binding Buffer eklenerek tekrar vorteks islemi yapildi.
4. 55°C’lik etiivde 10-15 dk. bekletildi.

5. Ornekler etiivden cikarildiktan sonra 200 pl absolii etanol eklenerek hizlica
vortekslendi. 1,5’lik ependorf tiiplerindeki Ornekler filtreli tiipler aktarilarak,
mikrosantrifiijde 10000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

6. Santrifiijden ¢ikarilan filtreli tiiplerin toplama tiipleri atilarak yeni bir toplama
tiipiine aktarildi. Orneklerin iizerine mikropipet yardimiyla 500 pul Wash Buffer 1
eklendi. Mikrosantrifiijde 10000 x g’de 1 dk. santrifiij edildi.

7. Santrifiijden ¢ikarilan filtreli tiiplerin toplama tiipleri atilarak tekrar yeni bir toplama
tiipiine aktarildi. Ornekler iizerine 500 ul Wash Buffer 2 soliisyonu eklenerek
mikrosantrifiijde 14000 x g’de 3 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda toplama
tiipleri atilarak filtreli tiipler yeni 1,5’1ik ependorf tiiplerine koyuldu.

8. Filtreli tiiplere 200 pl Elution Buffer eklenerek, tiipler 14000 x g’de 1 dk. santrifiij
edildi.

9. Santrifiij sonrasinda DNA 6rnegi filtreli tiipten ependorf tiipe birikerek DNA 6rnegi
elde edildi. Molekiiler analize kadar 4°C’de saklandh.
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3.4. ErbB4 ve NRG3 Genlerinin Real-Time PCR ile Cogaltilmasi

Periferik kan o6rneklerinden DNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra hem
vaka hem de kontrol drneklem grubu iizerinde genotip belirleme deneyi yapildi. Bu tez
calismasinda ErbB4 genine ait rs7562566, rs1836724, rs10048757 polimorfizmleri ile
NRG3 genine ait rs10883934, rs1764072, rs6584400 polimorfizmleri “Pre-designed
TagMan Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Genotyping Assays” kullanilarak
Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyon (Real Time Polymerase Chain Reaction)

sistemi ile gergeklestirilmistir.

3.4.1. ErbB4 Geninde Calisilan SNP’lerin Ozellikleri

Cizelge 3.2. ErbB4 genine ait rs7562566 (112)

Genin Ad1 Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
ErbB4 (SNP1) Ekzon A>G rs7562566
Cogaltilan

Sek TCTAAGATGGCTCTCTTACATGGCT [A/G] TTGACAAGAGGTCTCAGTTGCTTAT
eKans

AGCAGGAACACCTCAGTTGGATGGTCCTAGCTCAGGGTCTCTCATGAAGTTTCAG
TCAAGAAGTTGGCTGTGGCTGCAATCATCTGCAGGCTTGATTGGGGCTGGAGGAT
Cogaltilan Bolge | CCACTTCTAAGATGGCTCTCTTACATGGCT [A/G] TTGACAAGAGGTCTCAGTTG
CTTATCACATAGGCCTCTGAATAGTGTCCCTATGACATTCAAAGAAAGAACAAGA
GAGAATAAGAGAATGATCAAGACAGACATTAGAGTGTCTTTCCTAATCT
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Cizelge 3.3. ErbB4 genine ait rs1836724 (113)

Genin Ad1 Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
ErbB4 (SNP2) 3’UTR A>G rs1836724
Cogahﬂan GCTACTAATACTATGCAGAAAACCA[A/G]GAGCTGCTTGGTAGTCTAACACCTT
Sekans

o e GAATCACTTGATTTTAGTTTGTGTGTTTTAATAGAAATTTGAGTTTTGCGTTGTT
Cogaltilan Bolge

TTTCATGCTATTTTAAGAATGTTACTGGAGAAAGGATTCTCATCCTAAGCTGTGC
TACTAATACTATGCAGAAAACCA [A/G] GAGCTGCTTGGTAGTCTAACACCTTTT
GTGGTGCAGATGCTTTGTGGTTCTGGATCTATCCTAGATCAGAGGCCATCTTTCC
TCACCTGTTTACCACTTTCTTTAGGCAATCATTTAA

Cizelge 3.4. ErbB4 genine ait rs rs10048757 (112)

Genin Ad1 Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
ErbB4 (SNP3) Intron  A>G rs10048757
Cogaltilan GAGGCCATTCTGAAACAAACTTTCT[A/G] TCTTTTATCCTTAGCCCAATAAGTA
Sekans

Cogaltilan Bolge

TCCTCTGACAGTCCTCTCTTTTACTATATACACAAAGCCCTAAGCTATTCCTATT
TTGAATTCAAGGCATGAAGAGGGCACAATTCTTTGTTGAGAGGCCATTCTGAAAC
AAACTTTCT[A/G] TCTTTTATCCTTAGCCCAATAAGTAGAGAGAAAAATCCTAT
TAAGTGAGGATTATTTTTCTCCAAATATATATATACAGAATAGGTAAGTATTTAG
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3.4.2. NRG3 Geninde Calisilan SNP’lerin Ozellikleri

Cizelge 3.5. NRG3 genine ait rs10883934 (112)

Genin Ad1 Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
NRG3 (SNP1) Intron A>G rs10883934
Cogaltilan TCCAATGTTTCTTAATGCTAGGCAC [A/G] GCAGAATCACCTCAGTTTATTCCTC
Sekans
TTCCCTAGCATGCCTGTTCCCTTGAACAAAGGCAGGTTCAGGAGTGTAGTGAAGC
. . TCCAGGCTCCAAAAACTCTTTCACTCTCATTGCACTCTATCCAATGTTTCTTAAT
Cogaltilan Bolge

GCTAGGCAC[A/G] GCAGAATCACCTCAGTTTATTCCTCAAAAATGATGGTTGAA
TTTATCTGGCCAGGCATTGGTAGTTTACAGAAGTCTACCAGATGATTCTAATGTG

Cizelge 3.6. NRG3 genine ait rs1764072 (112)

Genin Ad1 Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
NRG3 (SNP2) Intron A>G rs1764072
Cogaltilan
Sekans

GAGATGTCCTGTAAATCTCTTCTCA[A/G] TTTCTCAACTTGGGTGTGCCATATG

Cogaltilan Bolge

AGTAATATCTCTCCACCATTACTAGCCCTGGGGGTATTACATCATTCTTCATTGC
TAGGTATAAAATTTGTCCTCACCTATATAAGAGATGTCCTGTAAATCTCTTCTCA
[A/G] TTTCTCAACTTGGGTGTGCCATATGCTGTCTACTTGAACTTTGACATGTA
TTCTCAAAACAGTGAAGTGGCTATTTAAGCTCCTTCTTTCTTGTGATGCTATCAT
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Cizelge 3.7. NRG3 genine ait rs6584400 (112)

Genin Ad1

Niikleotid Degisimi

SNP referans numarasi

NRG3 (SNP3)

Intron A>G

rs6584400

Cogaltilan Sekans

GTTAATTACATGAACAAGCATGCCT [A/G]ATTCCTCTTCCACACAGCCTGTCTC

Cogaltilan Bolge

GAGAATCTAGGGCTTTTTTTTTTTTTGGTTTTCTTTAAAGATTGTATGATAAAAA
ATGTTTATTATGGCTTAAGGGGGAATGAAGGTATTCAGATAAGTTAATTACATGA
ACAAGCATGCCT[A/G]ATTCCTCTTCCACACAGCCTGTCTCAAGATCCTTCATT
CGTCAACTATTTCTTAAGCACCTACTACTTGCCAGATGCTGTTTTAGGCACCCAG

3.4.3. Real Time-PCR reaksiyon ortaminin hazirlanmasi

Her bir polimorfizm i¢in asagidaki real time-PCR reaksiyon karisimi kullanilmigtir:

o 125ul......oiill.
o 1.2 pli
o 12 pl..oooiiiiii

2X TagMan universal PCR master mix

40X SNP genotyping assay mix

Distile su

Verilen miktarlarin her biri ¢aligmada kullanilacak o6rnek sayisi ile carpilarak

hazirlandi. Real Time-PCR reaksiyon karigimi 96 kuyucuklu saydam tabagin (Applied

Biosystems) kuyucuklarina dagitildi. Hazirlanan karisimin kontamine olup olmadigini

tespit edebilmek amaciyla her bir reaksiyon tabagimin ilk kuyucugu ornek DNA

icermeyen negatif kontrol kuyucugu olarak kullanildi. Negatif kontrol kuyucugu harig

her kuyucuga genomik DNA Orneginden 2 pl ilave edildi. Reaksiyon karigimi

kuyucuklara dagitildiktan sonra 96 kuyucuklu tabak icin Microamp®™ TM Optical
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Adhesive Covers (Applied Biosystems) ile kuyucuklarin tizeri kaplandi ve g¢izelge
3.7°deki protokollere gore SDS 2.0.6 software for allelic discrimination (Applied

Biosystems)” programi ayarlanarak plate cihaza yerlestirildi.

Cizelge 3.8. ERBB4 ve NRG3genlerine ait tiim SNP’lerin Real-Time PCR protokolii

Protokol

60°C’de 1 dakika 6n inkiibasyon ............... 1 dongii

95°C’de 10 dakika aktivasyon .................. 1 dongii

95°C’de 15 saniye denatiirasyon............... 50 dongi
60°C’de 1.30 dakika baglanma/uzama.........50 dongii
60°C’de 1 dakika PCR sonrasi okuma......... 1 dongii

3.5. Genotip Tayini

ErbB4 (rs7562566, rs1836724, rs10048757 ) ve NRG3 (rs10883934, rs1764072,
rs6584400) gen polimorfizmleri i¢in 200 vaka ve 200 kontrolii igeren arastirmada, her
bir birey i¢in “Pre-designed TagMan Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
Genotyping Assays” sistemine gére Real Time-PCR yontemiyle genotip tayini yapildi.
Bu gen polimorfizmlerine ait alleller uygun floresan boya ile isaretlenip (A= VIC,
G=FAM) elde edilen amplifikasyon egrileri ile her bir 6rnegin genotipi tespit edildi
(Sekil 3.1).
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Allelic Discrimination Plot

F
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Sekil 3.1. NRG3-rs10883934 i¢in TagMan® MGB problar (A=VIC, G=FAM) ile allelik diskriminasyon,
elde edilen PCR o6rneklerinde, vaka gruplarinin allel dagilimi. Mavi renkli kiireler G/G genotipini,
kirmizi renkli olanlar ise A/A genotipini yesil renkli kiireler ise heterozigot A/G genotipli 6rnekleri
gostermektedir.

Multicomponent Plot
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Sekil 3.2. NRG3-rs10883934 polimorfizmi A>G igin genotipleme sonucunda elde edilen multikomponent
grafiginde homozigot A/A genotipi. Yesil renkli egri A allelini (VIC), mavi renkli egri G allelini (FAM),
ve kirmizi renkli yatay ¢izgi arka plandaki 1s1mayi belirten ROX referans boyayi1 temsil etmektedir.
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Multicomponent Plot
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Sekil 3.3. NRG3-rs10883934 polimorfizmi i¢in genotipleme sonucunda elde edilen multikomponent
grafiginde heterozigot A/G genotipi.
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Sekil 3.4. NRG3-rs10883934 polimorfizminde genotipleme sonucunda elde edilen multikomponent
grafiginde homozigot G/G genotipi.
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3.6. istatistiksel Analiz

[statistiksel testler, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi
Bilisim Anabilim Dali’nda yapildi.

Cinsiyet, polimorfizmler ve alleler bakimindan vaka ve kontrol gruplar
arasindaki farkliliklar, ayrica bu parametreler icin bagimlilik diizeyleri arasindaki
farkliliklar Pearson ki-kare ve Likelihood Ratio ki-kare testleri ile test edilmistir.
Allellerin her birinin frekanslari hesaplanmis ve populasyonun denge durumu Hardy
Weinberg ile belirlenmistir. Istatistik analizler SPSS v.11.5 paket programi ile yapilmus,

istatistik analizlerde p<0,05 ise sonuglar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Vaka ve Kontrol Gruplarinin Cinsiyet Bakimindan Degerlendirilmesi

Bu vaka kontrol ¢alismasinda; vaka grubunu 200 sigara bagimlis1 birey

olustururken, kontrol grubunu da 200 birey olusturmaktadir. Calismaya 201'i (% 50,3)

kadin, 199'u (% 49,8) erkek olmak iizere toplam 400 birey alinmistir. Cizelge 4.1°de

gosterildigi lizere; kontrol grubundaki 200 bireyin 102 tanesi (% 51,0) kadin, 98 tanesi
(% 49,0) erkek; vaka grubundaki 200 bireyin 99 tanesi (%49,5) kadin, 101 tanesi
(9%50,5) ise erkektir. Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde vaka ve kontrol grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p=0.764).

Cizelge 4.1. Vaka-Kontrol gruplarinin cinsiyet dagilimlari

CINSIYET Vaka Grubu Kontrol Grubu p Degeri (p>0,05)
n (%) n (%)
Kadin 99 (%495) | 102 (%51,0)
0,764
Erkek 101 (%50,5) | 98  (%49,0)
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4.2. ErbB4 ve NRG3 Genlerinin Genotip Dagilimi ve Allel Frekanslarimin

Degerlendirilmesi

ErbB4 geni iizerinde yer alan 3 polimorfizm ile NRG3 geni {izerinde yer alan 3
polimorfizmin vaka ve kontrol gruplarindaki dagilimlari incelenmis olup gruplar
arasinda Hardy-Weinberg dengesinin korundugu ve istatistiksel olarak anlamli bir

farkliligin olmadig1 gézlenmistir (p>0,05).

4.2.1. ErbB4-rs1836724 Polimorfizmine Ait Genotip Dagihm ve Allel

Frekanslarimin Degerlendirilmesi

Yapilan istatiksel analizde; vaka ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p=0.580). Gruplar

arasinda genotip sikliklari incelendiginde;

e AA genotipinin goriilme sikligr; vaka grubunda %43 iken kontrol grubunda
%46,

e AG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %44 iken kontrol grubunda
%39,

e GG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %13 iken kontrol grubunda
%15 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. ErbB4 geni iizerinde yer alan rs1836724 polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarindaki
genotip dagilimlari (n=birey sayisi)

Vaka Kontrol

Gen | Polimorfizm n % n % 7 P

AA 86 43.0 92 46.0

ErbB4 | rs1836724 AG 88 44.0 78 39.0
1.090 0.580

GG 26 13.0 30 15.0

Sonuglar allel oranlar1 agisindan karsilastirildiginda ise;

e Vaka grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin yiizdesel dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gozlenmistir (p=0.641). Vaka
grubunda ‘A’alleli %65 ve ‘G’ alleli %35 olarak belirlenmistir.

e Kontrol grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin ylizde dagilimi arasinda anlaml
bir fark olmadigi gézlenmistir (p=0.053). Kontrol grubunda ‘A’alleli %66 ve
‘G’ alleli %34 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3). Vaka ve kontrol gruplari
arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiki olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05). rs1836724 polimorfizmine ait A ve G allellerin vaka
ve kontrol gruplarina gore yiizdesel dagiliminin birbirine yakin oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.1).
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Cizelge 4.3. ErbB4 genine ait rs1836724 polimorfizminin vaka ve kontrol grubundaki allel dagiliminin
(say1 ve yiizde), Hardy-Weinberg dengesine ait Ki-kare ve p degeri. (n=birey sayis1)

ErbB4 Vaka Kontrol
rs1836724 n % n %
A alleli 260 0.65 262 0.66
G alleli 140 0.35 138 0.34
7 0.217 3.758
p 0.641 0.053
50 -
45 -
40 -
35 -
30 -
25 m Vaka
S 20 Kontrol
15 -
10 -
5 ,
0
AA AG GG
rs1836724

Sekil 4.1. ErbB4- rs1836724 polimorfizminde A ve G allelerinin vaka- kontrol gruplarina gore yiizdesel
dagilim
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4.2.2. ErbB4-rs7562566 Polimorfizmine Ait Genotip Dagilmm ve Allel

Frekanslarimin Degerlendirilmesi

Yapilan istatiksel analizde; vaka ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p=0.715). Gruplar

arasinda genotip sikliklar1 incelendiginde;

e AA genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %43.5 iken kontrol grubunda
%47,

e AG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %44 iken kontrol grubunda
%40,

e GG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %12.5 iken kontrol grubunda
%13 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. ErbB4 geni iizerinde yer alan rs7562566 polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarindaki
genotip dagilimlari (n=birey sayis1)

Vaka Kontrol

Gen Polimorfizm | Genotip n % n % 7 P

AA 87 43.5 94 47.0

ErbB4 rs7562566 AG 88 44.0 80 400 0.671 0.715

GG 25 12.5 26 13.0

Sonuglar allel oranlar agisindan karsilastirildiginda ise;

e Vaka grubu icerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin yiizdesel dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goézlenmistir (p=0.708); Vaka
grubunda ‘A’alleli %66 ve ‘G’ alleli %34 olarak belirlenmistir.

e Kontrol grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin ylizde dagilimi arasinda anlaml

bir fark olmadigi gozlenmistir (p=0.177). Kontrol grubunda ‘A’alleli %67 ve
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‘G’ alleli %33 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5). Vaka ve kontrol gruplari
arasinda allelik dagilim acisindan da istatistiki olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05). rs7562566 polimorfizmine ait A ve G allellerin vaka
ve kontrol gruplarma gore ylizdesel dagiliminin birbirine yakin oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.5. ErbB4 genine ait rs7562566 polimorfizminin vaka ve kontrol grubundaki allel dagiliminin
(say1 ve yiizde), Hardy-Weinberg dengesine ait Ki-kare ve p degeri. (n=birey sayis1)

ErbB4 Vaka Kontrol
rs7562566 n % n %
A alleli 262 0.66 268 0.67
G alleli 138 0.34 132 0.33
7 0.1398 1.821
p 0.708 0.177
50 -
45 -
40 -
35 -
30 -

L 25 m Vaka
20 - Kontrol
15 -

10 -
5 .
0
AA AG GG
rs7562566

Sekil 4.2. ErbB4- rs7562566 polimorfizminde A ve G allelerinin vaka-kontrol gruplarina gore yiizdesel
dagilimu
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4.2.3. ErbB4-rs10048757 Polimorfizmine Ait Genotip Dagihmi ve Allel

Frekanslarimin Degerlendirilmesi

Yapilan istatiksel analizde; vaka ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p=0.580). Gruplar

arasinda genotip sikliklar1 incelendiginde;

e AA genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %42.5 iken kontrol grubunda
%45.5,

e AG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %45 iken kontrol grubunda
%40,

e GG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %12.5 iken kontrol grubunda
%14.5 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. ErbB4 geni lizerinde yer alan rs10048757 polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarindaki
genotip dagilimlart (n=birey sayisi)

Vaka Kontrol

Gen Polimorfizm | Genotip  n % n % 7 P

AA 85 42.5 91 45.5

ErbB4 rs10048757 AG 90 45.0 80 400 1.089 0.580

GG 25 12.5 26 14.5

Sonuglar allel oranlar1 agisindan karsilagtirildiginda ise;
e Vaka grubu icerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin yiizdesel dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gozlenmistir (p=0.876) ; Vaka
grubunda ‘A’alleli %65 ve ‘G’ alleli %35 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.7. ErbB4 genine ait rs10048757 polimorfizminin vaka ve kontrol grubundaki allel dagiliminin
(say1 ve yiizde), Hardy-Weinberg dengesine ait Ki-kare ve p degeri. (n=birey sayis1)

Kontrol grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin ylizde dagilimi arasinda anlaml
bir fark olmadig1 gozlenmistir (p=0.104). Kontrol grubunda ‘A’alleli %66 ve
‘G’ alleli %34 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7). Vaka ve kontrol gruplari
arasinda allelik dagilim acisindan da istatistiki olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05). rs10048757 polimorfizmine ait A ve G allellerin vaka

ve kontrol gruplarina goére yiizdesel dagiliminin birbirine yakin oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.3).

ErbB4 Vaka Kontrol
rs10048757 n % n %
A alleli 260 0.65 262 0.66
G alleli 140 0.35 138 0.34
7 0.024 2.643
p 0.876 0.104
50 -
45 -
40 -
35 -
30 -

L 25 ® Vaka
20 1 Kontrol
15 -

10 -
5 .
0
AA AG GG
rs10048757

Sekil 4.3. ErbB4- rs10048757 polimorfizminde A ve G allelerinin vaka-kontrol gruplarina gore yiizdesel

dagilimu
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4.2.4.

NRG3-rs1764072 Polimorfizmine Ait Genotip Dagilmm ve Allel

Frekanslarimin Degerlendirilmesi

Yapilan istatiksel analizde; vaka ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p=0.132). Gruplar

arasinda genotip sikliklar1 incelendiginde;

AA genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %71 iken kontrol grubunda
%77,

AG genotipinin goriilme siklig1; vaka grubunda %26.5 iken kontrol grubunda
%22.5,

GG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %2.5 iken kontrol grubunda
%0.5 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. NRG3 geni ilizerinde yer alan rs1764072 polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarindaki
genotip dagilimlar1 (n=birey sayis1)

Gen

NRG3

Vaka Kontrol

Polimorfizm | Genotip n % n % 7 P

AA 142 710 154 77.0

rs1764072 AG 53 26.5 45 225 4.051 0.132

GG 5 2.5 1 0.5

Sonuglar allel oranlar1 agisindan karsilagtirildiginda ise;

Vaka grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin ylizdesel dagilimlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gozlenmistir (p=0.984) ; Vaka
grubunda ‘A’alleli %84 ve ‘G’ alleli %16 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.9. NRG3 genine ait rs1764072 polimorfizminin vaka ve kontrol grubundaki allel dagiliminin
(say1 ve yiizde), Hardy-Weinberg dengesine ait Ki-kare ve p degeri. (n=birey sayis1)

Kontrol grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin yiizde dagilimi1 arasinda anlamh
bir fark olmadig1 gozlenmistir (p=0.230). Kontrol grubunda ‘A’alleli %88 ve
‘G’ alleli %12 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.9). Vaka ve kontrol gruplar
arasinda allelik dagilim acisindan da istatistiki olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05). rs1764072 polimorfizmine ait A ve G allellerin vaka

ve kontrol gruplarma gore ylizdesel dagiliminin birbirine yakin oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.4).

AG
rs1764072

GG

NRG3 Vaka Kontrol
rs1764072 n % n %
A alleli 337 0.84 353 0.88
G alleli 63 0.16 47 0.12
Va 0.0004 1.442
p 0.984 0.230
80 v ———
70 -
60 -
50 -

X 40 = Vaka
30 - Kontrol
20 -

10 -
>
0

Sekil 4.4. NRG3- rs1764072 polimorfizminde A ve G allelerinin vaka-kontrol gruplarina gére yiizdesel

dagilim
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4.25. NRG3-rs6584400 Polimorfizmine
Frekanslarimin Degerlendirilmesi

Ait  Genotip Dagilim ve Allel

Yapilan istatiksel analizde; vaka ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p=0.896). Gruplar

arasinda genotip sikliklar1 incelendiginde;

e AA genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %1.5 iken kontrol grubunda
%1.5,

e AG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %25 iken kontrol grubunda
%23,

e GG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %73.5 iken kontrol grubunda
%75.5 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. NRG3 geni iizerinde yer alan rs6584400 polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarindaki
genotip dagilimlari (n=birey sayisi)

Vaka Kontrol

Gen Polimorfizm | Genotip  n % n % 7 P
AA 3 15 3 15

NRG3 | rs6584400 AG 50 250 46 230 0.220 0.896
GG 147 735 151 755

Sonuglar allel oranlar1 agisindan karsilagtirildiginda ise;

e Vaka grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin yiizdesel dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gozlenmistir (p=0.589) ; Vaka
grubunda ‘A’alleli %14 ve ‘G’ alleli %86 olarak belirlenmistir.

e Kontrol grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin ylizde dagilimi arasinda anlaml
bir fark olmadigi gézlenmistir (p=0.812). Kontrol grubunda ‘A’alleli %13 ve
‘G’ alleli %87 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11). Vaka ve kontrol gruplari
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arasinda allelik dagilim acisindan da istatistiki olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05). rs6584400 polimorfizmine ait A ve G allellerin vaka
ve kontrol gruplarina goére yiizdesel dagiliminin birbirine yakin oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.11. NRG3 genine ait rs6584400 polimorfizminin vaka ve kontrol grubundaki allel dagiliminin
(say1 ve yiizde), Hardy-Weinberg dengesine ait Ki-kare ve p degeri. (n=birey sayis1)

NRG3 Vaka Kontrol
rs6584400 n % n %
A alleli 56 0.14 52 0.13
G alleli 344 0.86 348 0.87
7 0.292 0.056
p 0.589 0.812
80 -
70 -
60 -
50 -

S 40 -  Vaka
30 - Kontrol
20 -

10 -
. A
AA AG GG
rs6584400

Sekil 4.5. NRG3- rs6584400 polimorfizminde A ve G allelerinin vaka-kontrol gruplarina gére yiizdesel
dagilimu
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4.2.6. NRG3-rs10083934 Polimorfizmine Ait Genotip Dagilmm ve Allel

Frekanslarimin Degerlendirilmesi

Yapilan istatiksel analizde; vaka ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p=0.699). Gruplar

arasinda genotip sikliklar1 incelendiginde;

e AA genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %42.5 iken kontrol grubunda
%46.5,

e AG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %47 iken kontrol grubunda
%43,

e GG genotipinin goriilme sikligi; vaka grubunda %10.5 iken kontrol grubunda
%10.5 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. NRG3 geni iizerinde yer alan rs10883934 polimorfizminin vaka ve kontrol gruplarindaki
genotip dagilimlar1 (n=birey sayis1)

Vaka Kontrol

Gen Polimorfizm | Genotip  n % n % 7 P

AA 85 42.5 93 46.5

NRG3 rs10883934 AG 94 470 86  43.0 0715 0.699

GG 21 10.5 21 10.5

Sonuglar allel oranlar1 agisindan karsilastirildiginda ise;

e Vaka grubu icerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin yiizdesel dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goézlenmistir (p=0.504) ; Vaka
grubunda ‘A’alleli %66 ve ‘G’ alleli %34 olarak belirlenmistir.

e Kontrol grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin ylizde dagilimi arasinda anlaml

bir fark olmadigi gézlenmistir (p=0.866). Kontrol grubunda ‘A’alleli %68 ve
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‘G’ alleli %32 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.13). Vaka ve kontrol gruplari
arasinda allelik dagilim acisindan da istatistiki olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (p>0.05). rs10883934 polimorfizmine ait A ve G allellerin vaka
ve kontrol gruplarma gore ylizdesel dagiliminin birbirine yakin oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.6).

Cizelge 4.13. NRG3 genine ait rs10883934 polimorfizminin vaka ve kontrol grubundaki allel dagiliminin
(say1 ve yiizde), Hardy-Weinberg dengesine ait Ki-kare ve p degeri. (n=birey sayis1)

NRG3 Vaka Kontrol
rs10883934 n % n %
A alleli 264 0.66 272 0.68
G alleli 136 0.34 128 0.32
7 0.4463 0.029
p 0.504 0.866
50 -
45 -
40
35 -
30 -

K 25 m Vaka
20 - Kontrol
15 -

10 -
5 .
0
AA AG GG
rs10883934

Sekil 4.6. NRG3- rs10883934 polimorfizminde A ve G allelerinin vaka- kontrol gruplarina gore yiizdesel
dagilimu
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4.3. Bagimhhk Diizeylerinin Cinsiyet ve Polimorfizmler Acisindan

Degerlendirilmesi

Calismamizda vaka grubuna FNBT uygulandi Calismada vaka grubuna dahil
olan bireylerin bu FNBT sonucunda aldiklar1 puanlara gére gruplama yapildi. 5 puan
alanlar orta diizeyde bagimli, 6-7 puan alanlar yiiksek diizeyde bagimli, 8-10 puan
alanlar ¢ok yiiksek diizeyde bagimli kabul edildi. Bagimlilik diizeylerinin cinsiyet ve
polimorfizmler iizerine olan etkileri arastirilmis ve sadece cinsiyet {izerine etkisi anlaml
bulunmustur (p<0.001). Bunlara ait tanimlayici istatistikler (say1 ve yiizde), ki-kare test
istatistik degerleri ve p degerleri Cizelge 4.14'de verilmistir. Verilere gore orta diizeyde
bagimli olanlarin %64.4' kadin oldugu, yiiksek diizeyde bagimli olanlarin % 71.9'unun,
cok yiiksek diizeyde bagimli olanlarin ise % 54.3%iniin erkek oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14. Bagimlilik diizeyleri ile cinsiyet ve polimorfizmler agisindan, yiizde, Ki-kare, sayi, p
degerleri. (n=birey sayist)

Orta Yiiksek Cok yiiksek
diizeyde diizeyde diizeyde ,
bagimlilik | bagimlilik bagimlilik X P
n % n % n %
Kadin | 65 | 644 | 18 | 28.1 | 16 | 457
Cinsiyet 20.816 | <0.001
Erkek | 36 | 356 | 46 | 719 | 19 | 543
AA | 41 | 406 | 33 | 516 | 12 | 343
ErbB4 rs1836724 | AG | 48 | 475 | 22 | 344 | 18 | 514 | 4114 | 0.391
GG | 12 | 119 9 14.1 5 14.3
AA | 44 | 436 | 32 | 500 | 11 | 314
ErbB4 rs7562566 | AG | 44 | 436 | 25 | 39.1 | 19 | 543 | 3.220 | 0.522
GG | 13 | 129 7 10.9 5 14.3
AA | 42 | 416 | 31 | 484 | 12 | 343
ErbB4 AG | 47 | 465 | 24 | 375 | 19 | 543 | 2.818 | 0.589
rs10048757 ' ' ' ' '
GG | 12 | 119 9 14.1 4 11.4
AA | 70 | 693 | 51 | 79.7 | 21 | 60.0
NRG3rs1764072 | AG | 28 | 27.7 | 12 | 188 | 13 | 37.1 | 4.653 | 0.319
GG 3 3.0 1 1.6 1 2.9
AA 1 1.0 2 3.1 0 0.0
NRG3rs6584400 | AG | 24 | 238 | 16 | 250 | 10 | 28.6 | 2.153 | 0.725
GG | 76 | 752 | 46 | 719 | 25 | 714
AA | 42 | 416 | 29 | 453 | 14 | 40.0
NRG3 AG | 50 | 495 | 29 | 453 | 15 | 429 | 2.283 | 0.684
rs10883934 ' ' ' ' '
GG 9 8.9 6 9.4 6 17.1
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5. TARTISMA

Sigara i¢me, gevresel ve genetik faktorlerin birlikte rol oynadigi karmagik bir
davranig seklidir (3). Nikotin bagimliliginin genetik yoniinii aragtirmak i¢in genom
iliskilendirme ¢alismalari, baglant1 ¢alismalar1 ve aday gen analizleri yapilmistir (16).
Yapilan baglanti ¢alismalari ile, sigaraya baslamada kromozom 6,10,14, sigara igme
miktar1 agisindan kromozom 2, 3, 10, 17, 20, 22 ve bagimlilik i¢in kromozom 2 ve 10
tizerindeki ilgili gen bélgeleri tanimlanmistir (114) . Gen iligkilendirme ¢aligmalari
nikotin bagimliligiyla iligkili aday genleri tanimlar. Bu genler hiicre adezyonu, lipit
metabolizmasi, sinyal iletimi, protein ve iyon transportu, transkripsiyon regiilasyonu ve

protein katabolizmasi dahil biyolojik siireglerle iliskilidir (115).

Aday gen ¢aligmalari, SNP ve VNTR gibi varyantlari kapsayan ¢aligmalar olarak
yapilmaktadir (116). Aday genlerin se¢imi ¢ogunlukla nAChR’ni kodlayan genler,
nikotinin metabolizmasini etkileyen genler, dopamin ile iliskili genler ve daha az oranda
da serotonerjik ve noradrenerjik sistemlerle iliskili proteinleri kodlayan genlere ve
ndrotranmitter sentez, transporter genleri ilizerine yapilmistir. Ciinkii noérobiyolojik
caligmalar ile bu norotransmitterlerin sigara bagimliliginin olusum siireciyle iligkili

oldugu bildirilmistir (16,65).

Genetik faktorlerin sigaraya baglama, devamlilik ve bagimliliga kadar olan
sliregte Oonemli bir role sahip oldugu gosterilmistir (3). Sigaraya baslamada BDNF,
CYP2B6, SLC6A3, sigara icmeye devem etmede GRPR,NR3C2, i¢ilen sigara miktariyla
CHRNA3, CHRNA5, MAOA, TRPV1, FOSB, EGLN2, sigaraya baslama yasi ile
SLC1A2, CYP2A6, RYR1, CHRNA1, NRP1, sigaray1 birakmada STXBP6, UNC13C,
RNF144A, LNX1, CHN2, DGKB, ST3GAL1, PRKG1, BNC2, PARD3 gen
polimorfizmlerinin iligkili oldugu rapor edilmistir (4,114).

Nikotin, nikotinik reseptorler iizerinden etki ederek dopamin, serotonin,
glutamat, GABA (gibi norotransmitterlerin  salinimimna neden olmaktadir. Bu
norotranmitter sinyal yolaklarinda yer alan genler {izerindeki genetik varyasyonlarin

nikotin bagimliligiyla iliskili oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.1) (1).
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Cizelge 5.1. Nikotin bagimliligiyla iligkili SNP ve ekspresyon ¢aligilan genler (1)

Sinyal Yolag:

Yolaktaki Nikotin Bagimhihgiyla
Iliskili Genler

Kaynaklar

Dopamin reseptor

sinyali

COMT (rs174696, rs2020917,rs887200),
DRD1 (rs4532, rs686),
DRD2(rs1800497, rs1079597),
DRD3(rs2630351, rs1025398),
DRD4(VNTR), DRD5(rs1967550),
MAOA (rs3027409, rs886716, rs309850),
PPP1R1B(rs879606, rs907094),

SLC18A2(rs363387, rs363333),
SLC6A3(rs464049, rs11737901), TH@#)

79,120,121,122,123,124,125,126,

127,128,129.

Serotonin

reseptor sinyali

HTR2A (rs6314, rs6311),
HTR6(rs9659997, rs6699866)
MAOA(rs2235186, rs3027409),

MAOB(4), SLC6A4 (rs1042173),
TPH1(779A/C), TPH2(-703G/T)

122,124,129,130.

Glutamat reseptor

sinyali

DLG4(rs2242449), GRIK1(rs2832407),
GRIK2(rs6570989), GRIN2B(rs7313149,
rs2192972), GRIN3A(rs75981117),
SLC1A2(rs10836358)

119,123,126,131,133.

GABA reseptor

sinyali

DNM1(rs3003609, rs2229917),
GABARAP(rs17710, rs222843),
GABBR2(rs2779562),
GABRA2(rs279858),
GABRAA(rs3762611),
GABRE(rs2256882, rs1158605)

122,134,135,137.
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Kalsiyum sinyali

CHRNALI0 (rs2231548), CHRNA2(4),
CHRNAB3 (512914385, rs12914385),
CHRNAA4(rs2236196, rs2273504),
CHRNA5(rs1051730, rs16969968),
CHRNAG6(4 ),CHRNA7(rs86843),
CHRNB1(rs2302765, rs2302762,
rs9217), CHRNB2 (rs200223952),
CHRNB3(rs4954,rs13277254),
CHRNB4(rs56235003),
CHRND(rs12466358)

79,121,122,126,129,133,137,138,

139,140.

cAMP aracili
sinyal yolag1

ADRA2A (rs1800544),
CHRM1(rs2075748), CHRM2
(rs324650),
CNR1(rs2023239,rs12720071,rs806368),
CREB1(rs2551640, rs13029936,
rs6740584), GABBR1(rs29230,
rs29267),
GABBR2(rs10985765,rs7865648,rs1328
6336), HTR6 (rs1805054, rs4912138,
rs3790756) NPY1R (rs6832644,rs9764),
OPRM1(rs557748, rs590761, rs613341,
rs510769)

120,121,137,139,141,142,143,144,

145.

4 :Ekspresyon artist

v :Ekspresyon azalisi

NRG'ler, sinir sistemi, kalp, meme ve diger organ sistemlerinde hiicre-hiicre

etkilesimlerine aracilik eden sinyal proteinleri olup, ErbB ailesinin reseptor tirozin

kinazlar1 i¢in ligandlar1 kodlayan EGF ailesinin bir tiyesidir (99).

Bu tez ¢alismasinda ErbB4 ve NRG3 gen polimorfizmlerinin sigara bagimlililigt

ile iligkisi olup olmadigi arastirildi. ErbB4 geninde bulunan rs7562566, rs1836724,

rs10048757 ve NRG3 geninde bulunan
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polimorfizmlerinde, vaka ve kontrol gruplari; genotip dagilimi, allel frekansi ve
polimorfizmlerin bagimlilik diizeyleri acisindan karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik olmadig1 goriildii.

Bugiine kadar diger populasyonlarda ErbB4 ve NRG3 gen polimorfizmleri ile
nikotin bagimlilig1 arasindaki iligkinin arastirilmasi ile ilgili cok az ¢alisma yapilmis, bu
calismalar sonucu ErbB4 ve NRG3 genleri ile nikotin bagimlilig1 arasinda anlamli bir

iliski bulunmustur (4,5).

Yapilan bir ¢calismada Turner ve ark.'lar1 (2014); NRG3 geni intron 7 bolgesinde
mikrosatellit tekrarlarini igeren gen bdlgesi icin mutant erkek fareler kullanmiglardir. 14
giinliik deri altindan kronik nikotin uygulamasinin ardindan NRG3 ve reseptorii olan
ErbB4'tiin mRNA ve protein seviyeleri, normal grup farelerle karsilastiriimistir. Kronik
nikotin uygulamasi ve 24 saatlik yoksunlugun ardindan NRG3 ve ErbB4 mRNA ve
protein seviyelerinde 6nemli bir artisin oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte Turner ve
ark.'nmin yine ayni ¢calismasinda, 114" sigaray1 birakan ve 335'1 icmeye devam eden 449
Avrupa bireyinin katildigi ¢alismada NRG3 rs10883934, rs1896506, rs1649947,
rs765833, rs1649967, rs1336287, rs495978, rs540697, rs1923560, rs2026495,
rs4362091, rs10787519 polimorfizmleri ile sigara birakma arasinda bir iliski oldugunu
bildirmislerdir (5). Bu tez ¢aligmasinda vaka kontrol grubu arasinda NRG3 rs10883934
gen polimorfizminin, genotip ve allel frekansi agisindan bir farklilik olmamasina
ragmen, Turner ve ark. larmin yaptig1 ¢alismada sigarayr birakmayla iliskisi oldugu
goriilmiistiir. Populasyonlar arasindaki bu farkliligin, etiyolojik faktorlere bagh olarak
degisiklik gosterebilecegini akla getirmektedir. Boylece bazi polimorfik alleller
bagimlilik riskini arttirirken bazilari ise azaltabilmektedir (koruyucu allellik). Bundan
dolay1 farkli sonuglar elde edilen NRG3 rs10883934 gen polimorfizminin, bireye 6zgii
sigara birakma tedavisinde, farkli ilag tasarimi ve doz-cevap ayarlamasinda yol gosterici

olabilecegi diisliniilmektedir.

Sizofreni hastalarinin ¢ogunlugunu Sigara bagimlisi bireylerin olusturdugu
bildirilmistir. Bagimlilik gibi sizofreni de beyindeki ndrotransmitter seviyelerindeki
degisikliklerle karakterizedir (146). Sizofreni hastalarinda dopamin, glutamat, GABA
gibi norotransmitter sistemlerde degisiklik olmaktadir. Patolojik kosullarda dopamin

iletim sisteminin daha hizli, glutamat ve GABA nin ise daha yavas oldugu yapilan
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calismalarla desteklenmistir. Sizofreni, serebral kortekste GABA sinaptik iletiminin
yetersizligiyle iliskilidir (147). ErbB4 baslica korteks, hipokampusteki GABA
noronlarinda ifade edilir. ErbB4, GABAerjik néron gogii ve farklilagsmasi i¢in 6nemlidir
(148). Bundan dolayi, sigara bagimlist bireylerde ErbB4 genindeki genetik
varyasyonlarim  GABA seviyesini etkileyerek sizofreniye neden olabilecegini
diistindiirmektedir. Bununla birlikte Kao ve ark. (2010), sizofreni hastalarinda yaptiklari
calismada ise NRG3 rs6584400 ve rs1764072 polimorfizmleri ile sizofreni arasinda bir
iliski oldugu rapor edilmistir (105). Aymi gen polimorfizmlerinin yapilan bu tez
caligmasinda, bagimlilikla bir iliskisi olmadig1 goriilmiistiir. Bu bakimdan bu NRG3
rs6584400 ve rs1764072 polimorfizmlerine sahip sigara bagimlisi bireylerin sizofreniye
genetik olarak daha yatkin olabilecegi fikrini akla getirmektedir.

Sigaranin neden oldugu hastaliklardan biri kanserdir (52). Birka¢ kanser tipinde
ozellikle meme, yumurtalik, gastrik, kolon, prostat, akciger, mide, serviks, tiroid, brong
gibi karsinomlarda ErbB iiyelerinin asir1 ekspresyonu goriilmektedir (146,147). ErbB
tiyelerinin agir1 ekspresyonu metastaz ve niiks etme oranmin yiiksek olmasiyla
iliskilidir. GWAS c¢alismalartyla kromozom 2qg34'te lokalize olan ErbB4 gen
varyantlarinin, Avrupa ve Cin populasyonlarinda meme kanseriyle iliskili oldugu
tamimlanmustir (146). Buna ek olarak ErbB4 protein ve mRNA asir1 ekspresyonunun,
insan akciger kanser hiicrelerinin proliferasyonunu artirarak, akciger kanseri ile iliskili
oldugu rapor edilmistir (148). Bu yiizden ErbB4 genindeki genetik varyasyonlarin,
sigaranin neden oldugu kanser olusum siireciyle iliskili olabilecegi ve anti-ErbB4

ilaclarmin tedavi sirasinda yol gosterici olabilecegi diistiniilmektedir.

Yaptigimiz bu ¢alisma ile Tiirk populasyonundaki sigara bagimlis1 bireylerin
ErbB4 rs7562566, rs1836724, rs10048757 ve NRG3 rs10883934, rs1764072,
rs6584400 gen polimorfizmleri c¢alisilmis ve sigara bagimlilig: ile arasinda bir iligki
olmadig1 belirlenmistir. Bunun farkli sebepleri olabilmektedir. ilk olarak calisma
kapsamina alinan birey sayisidir. Bu calismada degerlendirilen 6rneklem genisligi daha
da arttirilarak, bu polimorfizmlere ait allel frekansi ve genotip dagilimlari ile sigara

bagimlilig1 ile arasindaki iligki farklilik gosterebilir.

NRG ailesinin bir iiyesi olan ve NAChR alt birimlerinin ekspresyonunda goérevli

olan NRGI ile reseptoriinii kodlayan ErbB3 ve ErbB4 genleri iizerinde yer alan
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polimorfizmlerin, ErbB4 reseptoriine baglanan BTC, HB-EGF, EPR, NRG2, NRG4
ligandlarin1  kodlayan genler {izerindeki varyasyonlarin sigara bagimlilig

etyopatogenezini aydinlatmada yardime1 olabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bu calismanin Tiirk toplumunda daha 6nce calisilmamis olmasi
nedeniyle, bagimliligin etiyolojisini anlamada, literatiire katki saglayacagi ve yapilacak

caligmalar i¢in yol gosterici olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Cevresel, bireysel ve genetik faktorlerin etkisi altinda gelisen sigara bagimlilig
populasyonun ii¢te birini etkileyen, Oliimlerin ve hastaliklarin baslica nedeni olarak
kabul edilen 6nemli bir saglik sorunudur. Bu yiizden bu bagmmliligin etiyolojisini

anlamak, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in yol gosterici olacaktir.

Bu tez c¢alisgmasinda kontrol grubu 200, vaka grubu da 200 bireyden
olusmaktadir. ErbB4 geninde bulunan rs7562566, rs1836724, rs10048757 ve NRG3
geninde bulunan rs10883934, rs1764072, rs6584400 gen polimorfizmlerinin sigara
bagimlililig: ile iligkisi arastirllmigtir. Vaka ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlar
incelendiginde ErbB4 ve NRG3 genleri bakimindan iki grubun da Hardy-Weinberg
dengesinde oldugu, genotip dagilimlarinin ise benzer oldugu gozlendi. Bu genlerde
kontrol ve vaka gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadig: belirlendi. Vaka ve kontrol

gruplarinin allel dagilimlarinin da benzer oldugu tespit edildi.

Bu ¢alisma sonucunda Tiirk populasyonunda, sigara bagimliligi ile ErbB4 ve
NRG3 gen profilleri arasindaki farkliliklar ve benzerlikler ortaya konulmustur. Tirk
toplumundaki bu c¢alisma sayesinde populasyonlar arasi karsilastirma c¢alismalarinda

literatiire katki saglayacag: diisiintilmektedir.

ErbB4 ve NRG3’e ait diger polimorfizmlerin arastirilmasi, nikotin aliminin
ardindan, nikotin yoksunlugu ve tedavi sirasinda bu genlerin; ekspresyon ¢aligmalariyla
degerlendirilmesi ya da knock-out fare deneyleriyle ekspresyonlarinin arastirilmasi,
calisma populasyonunun arttirilmasi, tiim gen bolgesi i¢in SNP analizinin yapilmasi ve
her iki gen ic¢in de olasi ifadesel ve epigenetik degisimlerinin belirlenmesi Sigara

bagimlilig1 etiyolojisindeki olasi rolleri belirlemede yardimci olacaktir.

Sigara bagimlilig1 ¢oklu kalitim gosterdiginden tek bir genetik faktdrden ziyade
birden fazla lokus bagimliligin etiyolojisinde yer aldig1 igin tiim genomu kapsayacak
sekilde SNP belirlenmesi ya da sigara bagimlisi bireylerin tim genomunun
sekanslanmasi ile sigara bagimlilig: riski ile iliskilendirilebilecek gen bdlgeleri ortaya

cikarilabilir. Belirlenen bu gen bdlgeleriyle iligkili miRNA ekspresyon seviyeleri
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belirlenebilir. Bu sayede gen iiriinlerinin diizeyleri hakkinda bilgi sahibi olunarak sigara
bagimliliginin altinda yatan genetik faktorlerin bulunmasi ile beraber farkli ilag

hedefleri ve yeni tedavi yontemleri gelistirilebilir.
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