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OZET

ESRAR BAGIMLILARINDA NOROPEPTID Y (NPY) GENi ANALIZI

Fiisun TUSGUL
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Danismani: Dog¢.Dr. Sibel OGUZKAN BALCI
OCAK 2011- 38 Sayfa

Madde bagimlilig1 ¢evresel ve genetik faktorlere bagli olarak gelisen kompleks ve
multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu maddelerden biri olan esrar en sik kullanilan yasadisi
maddedir. Arastirmamiza konu olan noéropeptid Y molekiilii (NPY) 36 amino asitten
olusan bir norotransmitterdir ve bir¢ok fizyolojik olayin kontroliinde gorev almaktadir.
Bu arastirmada NPY geninde amino asit degisikligine neden olan T1128C niikleotit
degisiminin esrar bagimlilifina yatkinliktaki rolliniin ve bu niikleotid degisiminin
Tiirkiye’de saglikli bireylerde genotip dagilimi ve allel sikliklarinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu dogrultuda planlanmis olan ¢alismada 139 esrar bagimlis1 ve saglikli
100 bireyde NPY geni T1128C niikleotit degisimi polimeraz zincir reaksiyonu ve
restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi kullanilarak analiz
edilmistir. NPY geni T1128C niikleotid degisiminin genotip dagilimlart ve allel
sikliklar1 esrar bagimlilarinda % 95, % 5 ve % 0; T=0.975, C=0.025, kontrol grubunda
% 95, % 5 ve % 0; T=0.975, C=0.025 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglarda esrar
bagimlilarinda saglikli kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadig1 saptanmistir (p>0.05). Hardy-Weinberg dengesine (HWE) gore genotip
dagilimi ve allel sikliginin beklenen degeri ile gozlenen degerler arasinda farklilik
olmadig1 belirlenmistir (HWE esrar bagimlis1 p=760, HWE kontrol p=0.797). Saglikl
kontrol bireylerinin allel sikliklar1 diger toplumlarla karsilastirildiginda ise; Cin,
Almanya, Brezilya, Isve¢, Finlandiya, Amerika’da yasayan Avrupali ve Afrikal
toplumlar ile uyumlu oldugu (p>0.05), buna karsin Japonya ile benzerlik gostermedigi
saptanmustir (p=0.022). Sonug olarak; bu ¢aligmada esrar bagimliligina yatkinlikta NPY
geni T1128C niikleotid degisiminin etkisinin olmadigi saptanmistir. Bu durumda NPY
geni reseptorlerinin etkisinin arastirilmasi gerektigi ve ayrica bagimlilik genetiginde
diger molekiillere yonelmek bakimindan sonraki arastirmalara 1s1k tutabilecegi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Esrar bagimliligi, Noropeptid Y, T1128C niikleotit degisimi



ABSTRACT

ANALYSIS OF NEUROPEPTIDE Y (NPY) GENE IN CANNABIS USERS

Fiisun TUSGUL
Master of Thesis, Department of Medical Biology
Adviser: Assoc. Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI
JANUARY 2011- 38 Pages

Substance addiction is a kind of complex and multifactorial disease that develops based
on environmental and genetic factors. Cannabis that is the most frequently used illegal
substance. Neuropeptide Y (NPY), which is subject to our research interest, is a
neurotransmitter, consists of 36 amino acid and regulates many physiologic events.
The role of T1128C polymorphism that causes amino acid change at NPY gene at the
cannabis users and healthy individuals in Turkey and determining genotype distribution
and allele frequency have been aimed in this research. At the planned studies obtained
from peripheral blood, NPY gene T1128C polymorphism of DNAs were analyzed in
139 cannabis users and 100 healthy individuals by using polymerase chain reaction and
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) procedures. Genotype
distribution and allele frequency of T1128C polymorphism were found as 95%, 5 % and
0%; T=0.975, C=0.025 at the cannabis users group and 95%, 5 % and 0%; T=0.975,
C=0.025 at the control group respectively. It has been determined that there is no
statically significant difference between the cannabis users than healthy control group
(p>0.05). It has been also found that there is no difference between expected and
observed genotype distribution and allele frequency according to Hardy-Weinberg
Equilibrium (HWE) (HWE cannabis addict p=760, HWE control p=0.797). When the
allele frequency of healthy people is compared with other populations; it has been
determined that it is coherent with European American, African American, China,
Germany, Brazil, Sweden and Finland (p>0.05). On the contrary, the results obtained
were of different than the Japanese population (p=0.022).

In conclusion, NPY gene T1128C polymorphism did not reveal any relationship with
the cannabis addiction. It may, there fore, be useful for considering to study NPY gene
receptors and/or other related genes for elucidating the genomic basis of addiction.

Key Words: Cannabis addiction, Neuropeptide Y, T1128C polymorphism



1.GIRIS ve AMAC

Madde bagimliligi c¢evresel ve genetik faktorlere bagli olarak gelisen kompleks ve
multifaktoriyel bir hastaliktir (1). Bu maddelerden biri olan esrar (A9-
tetrahidrokannabinol, A9-THC), adélesanlar ve geng yetiskinler tarafindan en sik
kullanilan yasadist maddedir (2). Esrarin kotiiye kullanim sikligi sigara, kafein ve

alkolden hemen sonra gelir (3).

Madde bagimliligina kalitimin etkisini ortaya koyan genetik arastirmalar bulunmaktadir.
Bu calisma sonuglari, bagimliligi olan kisilerin akrabalarinda bagimliligin genel
topluma kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermektedir (4). Genetik riski olusturan,
organizmanin biyolojik 6zelliklerini etkileyen genlerdir. Bu 6zellikler 6zgiil maddelerin
metabolize edilmesi ile (farmakokinetik) ya da bir maddeye karsi viicudun cevabi
(farmakodinamik) ile ilgilidir. Bu olaylar merkezi sinir sisteminde (MSS) ve periferal
sinir sisteminde (PNS) olmaktadir (5). Bagimlilikta genetigin etkisi kompleks olup,
genel birka¢ konuya dikkat edilmesi gerekmektedir. Birinci olarak, fenotipin 1yi
tanimlanmas1 gerekir. Tan1 i¢in; DSM-IV i¢inde yer alan 7 fizyolojik ve davranigsal
kriter belirlenmistir. Ikinci olarak, bir genin tek basina etkisinden ¢ok birden fazla genin
etkisinin olabilecegi dikkate alinmalidir. Ugiincii dikkat edilmesi gereken konu ise
bagimhiligin yalmizca genetik etkilerle agiklanamayacagi, gen-g¢evre etkilesiminin
degerlendirilmesi gerektigidir. Son olarak, bagimli kisinin birden fazla maddeye

bagimliliginin olmasi da degerlendirilmesi gereken 6nemli bir konudur (6).

Arastirmamiza konu olan NPY geni 7. kromozomun p kolunda 15.1 bdlgesinde yerlesik
olup, 4 ekzondan olusur ve 36 amino asitlik bir peptid sentezler. NPY memeli sinir
sisteminde yaygin olarak sentezlenir ve pleitropik etkisinden dolay1 beslenme, biyolojik
ritim, néroendokrin mekanizma, bilissel fonksiyon, tireme ve kardiyovaskiiler fonksiyon
gibi bir c¢ok fizyolojik olayda etkisi bulunmaktadir (7). Son yillarda yapilan
caligmalarda etanol ve cesitli ilaglara norobiyolojik cevapta roliiniin oldugu ortaya
konmustur (8). NPY molekiilii tiirler arasinda olduk¢a korunmustur bu da fizyolojik
olaylardaki Onemini ortaya koymaktadir (7). Korunmus bir peptid molekiiliindeki
varyasyonlar Onemli fonksiyon degisikliklerine yol agabileceginden calisilmasinin

anlamli olacagi diistiniilm{istiir.



Bu caligmada esrar bagimlisi bireylerde noropeptid Y geninde amino asit degisikligine
neden olan T1128C niikleotid degisimi analiz edilmistir. Genetik ve farmakolojik
calismalarin ortaya koyduguna gore NPY sinyali sedatif etkili ¢esitli maddelerin etkisini
degistirmektedir (9). NPY geninde daha once yapilan ¢alismalarda, bu gendeki gesitli
niikleotid degisimlerinin alkol ve kotiiye kullanilan ilaglara karst nodrobiyolojik
tepkilerle pozitif iliskili oldugu bulunmustur (10,11,12,13). Bir bagka g¢alismada
Iskandinav toplumunda alkol bagmmlihig: ile NPY geni arasindaki iliski ortaya
konmustur (14). NPY diizenlemede énemli bir faktor olup, stres halinde stres ile iliskili
davranislarla baglantili olarak beyinde salinmaktadir. Yapilan hayvan deneylerinde stres
sonucunda gelisen anksiyete benzeri davranislara savunma olarak NPY sentezinde artis
oldugu gosterilmistir. Yine baska bir calismada NPY geni c¢ikarilmis farelerde anksiyete
benzeri fenotipin gelistigi saptanmistir (9). Bagimlilik yapict madde kullaniminin
depresyon bulgusu olan (15,16) ve antisosyal kisilik yapisina sahip olanlarda daha
yaygin oldugu gosterilmistir (17). Esrar bagimliligina yatkinlikta NPY geninin analiz

edilmesinin bu noktada 6nemli oldugunu diisiiniilerek bu arastirma planlanmistir.

Literatiirde esrar bagimlilig1 ve noropeptid Y molekiilii arasindaki olas1 iliskileri ele
alan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Noropeptid Y molekiiliinde amino asit degisimi ile
sonuclanan tek niikleotid degisiminin madde bagimlilarinda analiz edilmesini
amaclayan aragtirmamizda bu noérotransmitterin esrar bagimliligina yatkinlig1 etkileyip
etkilemedigi incelenerek, aym1 zamanda saglikli populasyondaki allel ve genotip
frekanslar1 belirlenmistir. Tiirkiye’de T1128C niikleotid degisiminin allel ve genotip
frekanslar1 bilgilerimiz dahilinde ne saglikli populasyonda, ne de hastaliklarla olan
iliskisi a¢isindan heniiz ¢alisilmamistir. Bu anlamda da literatiirdeki ilk ¢alisma olma

niteligini tasimaktadir.

Bu dogrultuda planlamis olan arastirmamizda esrar bagimlis1 139 goniillii ve saglikli
100 goniillii bireyde NPY geni T1128C niikleotid degisimi analiz edilmis ve sonugcta
saglikli kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: saptanmaistir.
Saglikli  bireylerin  sonuglar1  diger toplumlarda yapilmig olan sonuglarla
karsilastirildiginda Japonya ve Kore’den farkli, Amerika’da yasayan Avrupali ve
Afrikalilar, Cin, Almanya, Brezilya, Isve¢ ve Finlandiya ile uyumlu oldugu
saptanmistir. Esrar bagimlilarinda bulunmus olan bu sonug; sonraki calismamizda NPY
geni reseptorlerinin analiz edilmesi gerekliligini ortaya koymustur. Ayrica kompleks
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kalittimli olan bagimli genetiginde diger molekiillere yonelmek bakimindan sonraki

arastirmalara 1s1k tutabilecegi sonucuna varilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Madde Bagimhihig

Madde bagimlilig1 “santral sinir sistemini etkileyen ila¢ niteligine sahip bir maddenin
keyif wverici etkilerini duyumsamak veya yoklugundan kaynaklanabilecek
huzursuzluktan sakinmak i¢in, maddeyi devamli ya da periyodik olarak alma arzusu ile
kendisini gosteren psisik ve somatik bir sendrom” olarak tanimlanmaktadir (18,19).
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) bagimlilig1, psikotrop bir madde ile merkezi sinir sistemi
arasindaki etkilesmeden dogan ve keyif olusturucu etkiyi saglamak veya yoksunlugun
verecegi huzursuzluktan sakinmak igin devamli veya aralikli olarak bir maddenin
alindig1, psisik ve bazen de fiziksel nitelikli bir durum olarak tanimlamaktadir. Bu
tanimda, psikotrop madde kapsamina basta morfin ve diger opioidler olmak {izere,
barbitiiratlar, benzodiazepinler ve benzeri ilaglar ile kokain, alkol, nikotin ve esrar gibi
farmakolojik etkinligi olan maddeler girmektedir. Bagimlilik yapma etkisi olan
maddeler merkezi sinir sisteminde belirgin uyar1 veya depresyon yaratarak algilama,
duygu, mental durum, davranis ve motor fonksiyonlarinda bozukluga neden olmaktadir
(18). Bagimliligin tipik 6zellikleri; maddeyi arayist ve kullanimi i¢in giiclii bir istek,
maddenin kontrolsiiz sekilde kullanimi ve maddeye ulasim engellendiginde negatif
duygusal durumlarin (disfori, anksiyete, cabuk Ofkelenme) ortaya c¢ikmasi olarak
siralanabilir (20,21,22). Madde bagimlilig1 veya madde kullanim bozuklugu (MKB)
terimleri genellikle ayn1 anlamda kullanilmaktadir (21). Amerika’da 1980’11 yillarda
yapilan bir ¢alisma sonucunda yasam boyu madde bagimliliginin, alkol harig, prevalansi
% 6.1 olarak bildirilmistir (23). Ayn1 ¢alismada yasam boyu bagimlilik esrar i¢in % 4.4,
uyaricilar i¢in % 1.7, sedatifler i¢in % 1.2 ve opioidler i¢in % 0.7 olarak bildirilmistir.
Yine 1990’ yillarda yapilan diger bir arastirmada; ¢aligmaya katilan goniilliilerin %
7.5°1 yasamlariin bir doneminde, % 1.8’1 ise son 12 ayda madde bagimlist olduklarini
beyan etmislerdir. Erkeklerde bagimlilik orani belirgin sekilde hem yasam boyu hem de
son bir yillik donemde daha yiiksek bulunmustur (23,15).



2.1.1. Esrar Bagimhihig

Esrar (kannabis, marijuana) bagimlilik yapici 6zelligi olan ve diinyada en yaygin kotiiye
kullanilan yasadist maddedir (86). Farkli toplumlarda yapilmis olan epidemiyolojik
calisma sonuglarina gore genel toplumda yasam boyunca en az bir kez esrar kullanimi
% 12°dir, Tirkiye’de ise % 1.2-4 olarak bildirilmistir (24). Esrar, psikotrop ve keyif
verici etkisini, % 0.5—- 5 oraninda igerdigi, yagda erirligi yiiksek A9-
tetrahidrokannabinol (A9-THC, kannabinoid) ile ortaya ¢ikarir (3).

2.1.2. Kannabinoidler

Kenevir bitkisi ‘Cannabis sativa’; yaklagik 4000 yildir bilinci degistirici etkilerine baglh
olarak rahatlatici amagla kullanilan bir bitkidir. Kannabinoidlerin ortak ismi esrar
(marijuhana) bugiin diinya ¢apinda sokak ilaci olarak en ¢ok kullanilan maddedir (25).
En cok bilinen ve en fazla miktarda elde edilen kannabinoidler A9-tetrahydrocannabiol
(A9-THC), A8-tetrahydrocannabiol,(A8-THC), cannabiol ve cannabidiol’dur (Sekil 2.1)
(26). Esrarin pekistirici etkilerden sorumlu olan esas madde ise A9-tetrahidrokannabinol
(A9-THC)’dur (3). Lipofilik bir molekiil olan A9-THC, bu o6zelligi ile kan-beyin
bariyerini kolayca gecerek 0zgiil membran reseptorleri araciligi ile santral etkilerin
olugmasint saglar. Canli sistemde A9-THC hizli bir sekilde emilir, akcigerde ve
karacigerde santral olarak aktif metaboliti olan 11-hidroksi-A9-THC’ye ¢evrilir. Bu
metabolit A9-THC’den daha aktiftir ve kan-beyin bariyerini daha kolay geger (27).
Soluma veya damar i¢i (i.v) enjeksiyon sonrast maksimum beyin konsantrasyonlarina
15 dakika iginde erisilir, bu siire maksimum fizyolojik ve psikolojik etkilerin de
baslama siiresidir. Beyindeki konsantrasyona bagli olarak goriilen bu etkiler daha sonra
bir platoya ulasir ve yavas yavas azalarak 2-4 saat i¢cinde sona erer. Agiz yoluyla alim
sonrast en yiiksek etki yaklasik 1 saat sonra baslar ve yine bagirsakta devam eden

emilim nedeniyle 5-6 saat siirebilir (28).



Cannabinol Cannabidiol

Sekil 2.1. Kannabisin dort ayri iirlinliniin kimyasal yapilar1 (26).
2.1.3. Kannabinoidin Etkileri

Esrarin kisa siireli kullanimina bagli psikomotor ve bilissel fonksiyonlarda bozukluk
olusturmasi yaninda panik bozukluk, anksiyete, sizofreninin artmasi, akut psikoz, suca
yatkinlikta artis yapabildigi, uzun siireli kullanim1 sonucunda ise bagimlilik ve ¢ekilme
sendromu, ¢oklu madde kullanimina yatkinlik, amfizem, akciger ve agiz ve yutak

kanseri, bronsit, kalp hastaliklar1 ve endokrin degisiklikler olusabilmektedir (29).

Kannabinoid sistem beyindeki sinaptik iletimde potansiyasyon veya depresyon ile
iligkili olaylara katilmaktadir (30). Kannabinoid ndrotransmisyonuyla aktive edilen ve
“long-term potentiation” ve “long-term depression” olarak adlandirilan bu siireclerin,
madde kullanimi ve bagimliliginda gelisen néroadaptasyonda énemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (31, 32). Ayrica, ilag bagimliliginin gelismesinde 6nemli yer tutan

cesitli beyin bolgelerinde kannabinoid reseptdrlerinin oldugu da tespit edilmistir (33).

2.2. Bagimhilik Genetigi

Madde bagimliligr riskini olusturan organizmanin biyolojik karakteristigini etkileyen
genlerdir. Bu 6zellikler maddelerin metabolize edilmesi (farmakokinetik) ile yada bir
maddeye kars1 viicudun cevabi (farmakodinamik) ile ilgilidir. Bu olaylar santral sinir

sistemi ve periferal sinir sisteminde ger¢eklesmektedir. Maddeye bagimliligin gelismesi



cogunlukla yabanci maddenin kendi kendini yonetmesi ile olur. Viicudun maddeyi
metabolize etme kapasitesi bagimliligin gelisme olasiligr tizerine etkilidir. Eger viicut
maddeyi hizla metabolize ediyorsa kisi maddenin etkilerini hissetmez ama yavas

metabolize ediyorsa kiigiik miktarlar daha biiytik etkiler olusturur (6).

Bagimlilikta genetigin etkisi kompleks olup, diger kompleks kalitimli hastaliklarda
oldugu gibi bir genin tek basina etkisinden ¢ok birden fazla genin ve ¢evresel faktorlerin
ortak etkisi ile olugmaktadir. Genetik mekanizmaya bagli olarak kiside birden fazla

maddeye bagimlilik olabilmektedir (6,34).

Aile ¢aligmalarinda; belirli bir madde bagimlilig1 olan proband ve probandin kan yakini
kisilerde maddeye bagimliligin ne oranda goriildiigli saptanabilmektedir (4). Bir
calismada; alkol, opioid, kokain, esrar bagimliligi olan 231 proband ve 61 kontrol bireyi
ve her iki gruba ait 1267 kisiden olusan birinci derece akraba grubu olusturulmus
kontrollerin akrabalarinda % 3.5 oraninda ilag bagimlilig1 gézlenmis, opioid bagimlisi
probandlarin akrabalarinin % 20.5’inde, kokain bagimlilarinin akrabalarinin %
14.9’unda, esrar bagimlilariin yakinlarinda ise % 21.3 oraninda ilag bagimlilig
gozlenmistir. Bu calisma bagimli olan kisilerin yakinlarinda digerlerine kiyasla
bagimliligin 8 kat daha fazla goriildiiglinii ortaya koymaktadir (6). Yapilan evlat edinme
caligmalarinda biyolojik ebeveynleri madde bagimlisi olan ¢ocuklarin bagimli olma
oranlari, ebeveynleri bagimli olmayanlara gore daha yiiksek bulunmustur (35). ikizlerde
yapilan arastirma sonuglar1 da madde bagimliliginda kalitimin etkisini desteklemektedir.
Kendler ve arkadaglar1 1198 ikiz ¢iftte kokain bagimliligini; monozigotik ikizlerde

% 41, dizigotik ikizlerde % 13 olarak saptamislardir (36).

2.3.Noropeptid Y (NPY) Geni

2.3.1. NPY Gen Yapisi ve Peptid Sentezi

Insanda NPY geni 7. kromozomun p kolunda 15.1 bdlgesinde yerlesik olup, 4 ekzondan
ve 3 introndan olusur 36 amino asitlik bir peptid sentezler. Birinci ekzon 5' ugta proteine
cevrilmeyen bélgeyi (5'UTR), ikinci ekzon sinyal peptidini kodlar. Uciincii ekzondan
amid donor bolgesi ve prohormon ¢evirici enzim i¢in kesim bolgesi ile karboksi ucun
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bir kismi1 kodlanir. Son ekzondan ise NPY 'nin karboksi ucu (CPON) ve 3'ucta proteine
cevrilmeyen bolge (3'UTR) kodlanir (Sekil 2.2).

Biyolojik olarak aktif olan NPY 96 amino asitlik 6nciil NPY (prepro-NPY)
molekiilinden olusur. Bu o0Onciill molekiil translasyon tamamlandiktan sonra
endoplazmik retikuluma gider, burada sinyal peptidi kesilir, geriye kalan 69 amino
asitlik onciil NPY (pro-NPY) 38. pozisyondaki lizin ile 39. pozisyondaki glisin amino
asitlerinden taninarak prohormon konvertazlar tarafindan kesilir ve 39 amino asitlik
NPY olusur. Bu 39 amino asit uzunlugundaki NPY’nin 30 amino asitini CPON kismi
olusturmaktadir. CPON kismi iki enzim (karboksi peptidaz ve peptidilglisin a-
amidleyici monooksigenaz) tarafindan islenir ve biyolojik olarak aktif amidlenmis NPY
salimir. Amid grubu NPY’nin biyolojik aktivitesi i¢in esastir ayni zamanda peptidi
karboksipeptidazlar tarafindan yikilmaktan korur. Olgunlasmis NPY daha sonra iki
enzim tarafindan ileri islenmeye tabi tutulur. Bu enzimler dipeptidil peptidaz-IV ve
aminopeptidaz P’dir. Bu enzimlerin islemlerinden sonra NPY3_36 ve NPY,.34 sirastyla

olusur (Sekil 2.2) (37).
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Ekzon 1 Ekzon 2 Ekzon 3 Ekzon 4

B4 bp 188 bp 82 bp 195 bp
Intran 1 Intran 2 Imiran 3
954 bp 4300 bp 2300 bp
e I I_\/- &
mRNA £ I I\‘/
S 5% UTR 3° UTR
B4 ni l l l l 174 nmi
1 28 kid
Prepro-MNPY [wrcs | HAY ,l\ cron |
l Sinyal Peptidi T
! 7
Pro-NPY | |
l Probormon Dondstdrdcd
1 5
NPY, 40
l karboksipepti daz
1 a
HPTL.“I |
l Peptidilglisin a-amidleyici monooksigenaz
1 34
NPY; 54 = coE,
l ATl EEE Dipeptidilpeptidaz 14
2 a4
NPY., 4 FCoNH,
3 34
NPY;_ s | = CONE,

Sekil 2.2. NPY geni ve protein islenmesi (38).

2.3.2. NPY Geninde Goriilen Niikleotid Degisimleri

Arastirmamizda analiz edilmis olan NPY geni T1128C niikleotid degisimi genin 2.
ekzonunda yer alan 1128. poziyonda bulunan timinin adenine doniismesi seklinde
olmaktadir. Gendeki bu degisim peptidin 7. amino asidi olan 16sinin proline (Leu7Pro)
dontisiimiine neden olmaktadir (Sekil 2.3). Noropeptid Y molekiiliiniin sinyal dizisi
icinde yer almaktadir, peptidin sentezini degistirmemekte, ancak sentez sonrasi
paketlenmesini ve salinimini etkilemektedir. Prohormon diizeyinin artisina neden
olmasi bu degisimin fonksiyon katilimi ile sonuglandigimi gdstermektedir. Okaryotik
sinyal dizileri tipik olarak N-ucunda hidrofilik bir bolge, ortada hidrofobik bolge ve C
ucunda da polar bolge icerirler. Buradaki 7. amino asit hidrofilik-hidrofobik bdolge

siirinda bulunmaktadir. Baslangicta bu niikleotid degisimi ile artmis serum kolesterol
11



seviyesi, obezite, ateroskleroz (39) ve diyabet arasinda iliski kurulmustur (40). Pro7
varliginda artmis olan NPY diizeyinin depresyon ve anksiyeteye karsit koruyucu rolii
olduguna dair bulgular mevcuttur. Depresyon hastalarinda c¢evresel risk faktorlerinin de
analiz edildigi bir ¢alismada pro7 allelinin bu risk faktorlerine ragmen koruyucu oldugu
gosterilmistir. Yine bu niikleotid degisimi ile alkol bagimliligina dair calismalar
yapilmis ancak birbirine zit sonuglar rapor edilmistir (41). Bir grup calismada iliski
bulunmazken (42, 43), diger birkacinda ise Pro7 alleli ile alkol bagimlilig1 arasinda
birliktelik oldugu ortaya konmustur (44, 45).

ATGCTAGGTAACAAGCGACEGGGE
CCcG
(Pro)

CTGTCCGEACTGACCCTCGCCCTETCCCTGCTCGTGTGECTGGETGOGCT GG

—>le— NPY

COGAGGCGTACCCCTCCARGCCGEACAACCCGGECGAGGACGCACCAGCGEAGG

Sekil 2.3. T1128C niikleotid degisiminin NPY genindeki yerlesimi (46).

NPY geninde goriilen diger niikleotid degisimlerinden; genin promotdr bdlgesinde
bulunan -485 C>T ve -399 C>T niikleotid degisimlerinin transkripsiyonu negatif yonde
etkiledigi saptanmistir (47). Bunlardan diisiik NPY diizeyine neden olan -399 C>T’nin
analiz edildigi ¢alismalarin sonuglarina gére bu niikleotid degisiminin sizofreni, “non
Hodgkin” lenfoma, erken yasta ortaya ¢ikan atherosklerozis, iskemik inme ve strese
kars1 gelisen davranislarla iligkilendirilmistir (48). Bir maymun tiiriinde yapilmis olan
aragtirmada ise NPY geni promotor bolgesinde bulunan -1002 T>G niikleotid
degisiminin promotor aktivitesini etkiledigi ve alkol kullanimina yatkinlikta bu
degisimin rolii oldugu sonucuna varilmistir (49). Sonug olarak genetik ve farmakolojik
veriler NPY sinyalinin, alkol, sodyum pentobarbital ve ketamin gibi ilaglarin sedatif

etkilerini modiile ettigine isaret etmektedir (8).
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2.4. Noropeptid Y (NPY)

Beyin dokusunda yogun olarak bulunan NPY molekiilii, Tatemoto ve Mutt isimli
aragtirmacilar tarafindan 1982 yilinda domuz beyninde saptanmistir (50). NPY
pankreatik polipeptid ailesinin bir liyesidir (47) ve merkezi sinir sisteminde Uretilen bir
norotransmitterdir (51). Merkezi sinir sisteminde NPY’nin bulundugu bdélgeler,
hipokampus, amygdala, hipotalamusun 3.ventrikiile komsu kisminda yerlesen arkut
niikleustur (ARC). Kismi olarak ise paraventrikiiler niikleus (PVN), suprakiazmatik
niikleus, median eminens ve dorsomedial niikleusta (DMN) bulunur. y-Amino butirik
asit (GABA)’erjik interndronlarda ifade olur ve depolanir. Sinir uclarinin merkezi

kisimlarinda yogun olarak bulunur ve sinaptik vezikiillerde depolanir (52,53,9).

NPY, duygusal davraniglarin diizenlenmesi (54, 55), besin aliniminin kontrol edilmesi
(56,57), noronal gelisim (58,59), agri modiilasyonu (60,61), iireme (62,63), ndbet
etkinligi (64), kardiovaskiiler homeostazis (65), termogenezis (66, 67, 68), uyku-
uyaniklik siklusunun diizenlenmesi, giinliik sirkadiyen ritm (69), kan basincinin
diizenlenmesi (70) gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonla iligkilidir. Bunlarin yaninda
NPY; anksiyete, yeme bozukluklari, Huntington hastaligi, alzheimer, parkinson,
epilepsi ve gesitli ndbetlerin patogenezine karisir (71). Son yillarda, NPY ’nin etanol ve
kotiilye kullanilan ilaglara karsi olusan ndrobiyolojik tepkilerle baglantili oldugu

yoniinde kanitlar ortaya ¢ikmustir (10,11,8).

Periferde ise NPY sempatik sinir sisteminde yogun olarak bulunur ve norepinefrin (NE)
ile birlikte salinir ve depo edilir. Ayrica parasempatik néronlarin alt populasyonlarinda
da ifade olur. Periferde adrenal medulla NPY kaynagidir (72). Sinir hiicresi disindaki
diger hiicrelerde de NPY ifade olmaktadir. Sicanlarda yapilan bir aragtirmada
megakaryositlerde NPY geninin ifade oldugu goriilmiistiir (73). NPY ayrica bircok
organdaki nonsinaptik ndronlarda bulunur 6rnegin; gastrointestinal tractusda, tlikriik
bezinde, tiroid bezinde, pankreasta, lirogenital sistemde, hava yollarinda, kalpte,

dalakta, kan damarlarinin endotel hiicrelerinde ve karacigerde bulunmaktadir (74,75).
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2.4.1. NPY’nin Katildig1 Ana Sinyal Yolaklar

NPY molekiilii G protein eslikli reseptorleri araciligi ile bazi sinyal iletim yolaklarinda
rol almaktadir (Sekil 2.4). Bu sinyal yolaklarinin birinde, adenil siklaz inbibisyonu ile
ATP’den cAMP olusmasin1 engellemektedir. Bir digerinde, hiicre ic¢i kalsiyum
konsantrasyonu degisimine gore inositol fosfata bagimli yada inositol fosfattan
bagimsiz olarak fosfolipaz C ile lipit metabolizmasi tizerinde etki gostermektedir. Son
olarak ta, plazma membrani diizeyinde kalsiyum ve potasyum kanallarin1 bloke ederek

ya da aktive ederek kalsiyum ve potasyum sinyal yolaklarinda etki gdstermektedir (78).

NPY reseptorii
~

G-protein PLC PIP2

/. W«

IP3 DAG

ATP

K*kanah

Sekil 2.4.1. NPY’nin katildig1 ana sinyal yolaklari (78). AC: adenil siklaz, K':
potasyum kanali, ROCC: reseptdrle diizenlenen kalsiyum kanali, PLC: fosfalipaz C,
PIP2: fosfatidil inositol difosfat, IP3: inositol tri fosfat, DAG: diagil gliserol

2.4.2. Hipotalamusta NPY sistemini diizenleyen major yolak

Hipotalamik PVN, kortikotropin salinma faktoriiniin (CRF) sentezlendigi ve NPY
iceren ndronlarin uglarin toplandigi bolgedir. NPY igeren noronlar ile CRF-ergic

noronlar arasinda sinapslar oldugu saptanmistir. Glukokortikosteroidler, CRF’nin
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salinimini inhibe ederek CRF’nin NPY néronlar: tizerindeki baskisini kaldirmis olur.
Sonucta; NPY mRNA’s1 ve NPY diizeyi hipotalamusta artar. CRF ile NPY arasinda
negatif geri bildirim vardir (Sekil 2.5) (89).

Glukokortikosteroidler
Hipotalamik NPY nironlarmin CRF salimmimnm inhibisyvonu

tip II reseptirlerce uvarm

CFR'nin NPY néronlan
iizerindeki baslkas:

Hipotalamik NPY mRNA's1 ve NPY diizevinin artmasi

Sekil 2.4.2. Hipotalamusta NPY sistemini diizenleyen major yolak (89).

2.4.3. Noropeptid Y Reseptorleri

Yapilan c¢alismalarda NPY etkisinin 6 ayr1 reseptor ( Y1, Y2, Y3, Y4, Y5, Y6)
lizerinden yiriitiildigli saptanmistir (76). Bu reseptorlerin timii siklik adenozin
monofosfat (cAMP) iiretimini inhibe eden G protein eslikli reseptorlerdir. Y1 reseptorii
beyinde hipokampus, hipotalamus ve amygdala bolgelerinde post-sinaptik olarak
bulunmaktadir ve etanole kars1 ndrobiyolojik cevapta gorevli oldugu bilinmektedir (8).
Hipokampus ve amygdala strese cevapta ve bilginin islenmesinde onemli beyin
bolgeleridir (77). Y2 reseptorii birincil olarak pre-sinaptik bolgede yerlesik olup

NPY’nin fazla salinimini inhibe etmektedir. Y5 reseptorii post-sinaptik yerlesimli olup
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hipokampusta besin alimmnin kontroliinde gorevlidir. (8). Y4 reseptorii ilk
bulundugunda pankreatik polipeptid reseptorii olarak biliniyordu, fakat daha sonralari
NPY reseptorii oldugu anlasildi. Y5 reseptorii yeme davranisi ile ilgili olan reseptordiir.
Y6 reseptorii ise klonlanmustir, fakat insanlarda fonksiyonel degildir (78). NPY

reseptorlerinin karistig1 fizyolojik olaylar Tablo 2.4’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.4. NPY reseptorleri ve fizyolojik rolleri

Fizyolojik Rolii Reseptorler

Kan basincinin diizenlenmesi Y1,Y2 (70)
Besin alimi Y1,Y2,Y4,Y5 (8,56,57)
Nobet diizenlenmesi Y1,Y2,Y5 (64)
Anksiyete Y1,Y2,Y5 (71)
Kemik olusumunun diizenlenmesi Y2 (38)
Agr1 duyarlhilig Y1,Y2 (60,61)
Depresyon Y1,Y2 (54,55)
Anjiyogenez YL1,Y2 (65)
Etanol tliketimi Y1 (8,10,11)
LH sekresyonu Y1 (38)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Géniilliilerin Ozellikleri

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali Poliklinigi'ne Kasim
2009-Haziran 2010 tarihleri arasinda basvuran ve adi gegen Anabilim Dali’nda yapilan
inceleme/tetkikler sonucunda esrar bagimlisi tanis1 almis goniillii 139 birey calisma
kapsamina alinmistir. Kontrol grubu ise yine Adli Tip Anabilim Dali’nda, akrabalik
iligkisi olmayan ve bagimlilik yapici herhangi bir madde kullanimi hikayesi olmayan
goniilli 100 saglikli bireyden olusturulmustur. Bireylere ait bilgiler Tablo 3.1°de
ozetlenmistir. Arastirmanin molekiiler analizleri Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir. Goniillii hasta ve saglikli kontrol
gruplarindan onaylari ile alinan periferal kan 6rneklerinden tuzda ¢oktlirme yontemi ile
DNA elde edilmistir. Genomik DNA o&rneklerinde ndropeptit Y geni T1128C tek
niikleotid degisimi polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
(PCR-RFLP) yontemi ile analiz edilmistir. Bu arastirmanin yapilabilmesi i¢in Gaziantep
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Degerlendirme Komisyonu’nun onayi (Karar
No:5/2010-9) alinmustir.

Tablo 3.1. Bireylere ait bilgiler

Esrar Bagimlis1 Grubu Kontrol Grubu

Kadin/Erkek : 29 Kadin/110 Erkek Kadin/Erkek : 22 Kadin/78 Erkek
Yas Aralig1 : 17-56 Yas Aralig1 : 17-64

Yas Ortalamas1  : 30 Yas Ortalamas1  : 35

3.2. Calismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Soliisyonlar

3.2.1. DNA izolasyonu
e Lizis Tampon (pH 8.2) : Tris-HCL (Sigma) 10 mM
NaClI (Merck) 400 mM
NaEDTA (Merck) 2 mM
e %10 SDS (Merck) : Sodyum dodesil siilfat 10gr

Distile su ile 100 ml’ye

tamamlanir.
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e Proteinaz K (Sigma) : 10 mg/ml
ImM Tris-HCI (pH 8.0)

e Satiire amonyum asetat (Sigma) : Amonyum asetat
74 gr/100ml distile su
e Tris-EDTA tampon (pH7.5) : Tris-HCI (Sigma) 10 mM

Na,EDTA (Merck) 1 mM

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA Amplifikasyonu

e Taq DNA polimeraz tampon : 750mM Tris-HCI (pH 8.3)
(10X) (Fermantas) 200 mM (NHy), SO4
% 0.1 Twenn 20
e Taq DNA polimeraz (Fermantas) : 50/l
e MgCI2 (Fermantas) :25 mM
e dNTP karisimi (Fermantas) : 2.5 mM dATP, 2.5 mM dCTP

2.5 mM dGTP, 2.5 mM dTTP
NPY geni primer dizileri ( T1128C niikleotid degisimi bolgesine 6zgiil )
F:  5°CCC GTC CGT TGA GCC TTC TG ¥
R:  5CGG TCC CGC GGT CCC¥

3.2.3. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi fle Kesimi

e BsiEI tampon (pH 7.9) : 50mM potasyum asetat
(BioLabs) 20mM Tris-asetat
10mM magnezyum asetat
ImM dithiothreitol
3.2.4. Agaroz Jel Eloktroforezi
e Tris-asetat tamponu (TAE) : Tris baz (Merck) 2M
Glasiyal asetik asit (Merck) 1.14 ml
Na,EDTA (Merck) 0.5M
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e Yiikleme tamponu : Gliserol (Merck) 5.5ml
IXTAE tamponu (Merck) 4.5 ml
Orange G boya(Merck) 0.01 gr

¢ Etidyum bromiir (Sigma) : 10mg/ml distile su
e Molekiiler agirlik belirleyicisi : 100 bp DNA Ladder (Fermantas)

(1500, 1000, 900, 800, 700, 600,
500, 400, 300, 200, 100 baz cifti)

3.3 Yontemler

3.3.1. DNA izolasyonu

Calisma grubunu olusturan esrar bagimlisi ve kontrol bireylerinin, EDTA’I1 tiiplere
aliman 10 ml periferal kanlarindan yiiksek tuz konsantrasyonunda ¢oktiirme yontemi ile
DNA’lan elde edildi. Kanlar 50 ml’lik tliplere alindi ve eritrositlerin pargalanmasi
amaciyla 40 ml soguk distile su ilave edilerek 2-3 dakika hizla calkalandi. Tiipler 15
dakika 2500 rpm’de oda sicakliginda santrifiij edilerek lokositlerin dipte toplanmasi
saglandi. Ust faz atilarak pelet iizerine 30 ml soguk su eklendi ve ¢alkalanarak pelet
yikandi. 2500 rpm’de 15 dakika satrifiij edildi ve tist faz yavas ve dikkatli bir sekilde
dokildii. Pelet tizerine 3ml liziz tampon eklendi ve hiicreler c¢alkalayic1 ile
karigtirildiktan sonra iizerine 200pl %10’luk SDS, 150 pl proteinaz K eklendi. Tiipler
dikkatli bir sekilde alt iist edilerek 37°C’lik inkiibatorde 16 saat bekletildi. Bu siirenin
sonunda karisim tizerine 1 ml doymus amonyum asetat eklenerek 30 sn. hizlica
calkalandi. Oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra 4500 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi. Ust faz bagka bir tiipe almarak iizerine 15 ml etanol eklendi ve DNA nin
toplanmasi saglandi. Toplanan DNA %70 etanol ile yikandi ve alkol uguruldu. DNA,
TE tamponu iceren tiipe alind1 ve erimesi i¢in bir gece oda sicakliginda veya 37°C’lik

inkiibatorde birakildiktan sonra 4°C’de saklandi (87).

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA iizerinde incelenmek istenen bdlgenin, o

bolgeye 0zgiil oligoniikleotid primerler kullanilarak ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Bu
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yontem; denatiirasyon ile DNA ¢ift zincirinin birbirinden ayrilmasi,primerlerin ayrilmis
olan DNA zincirlerine baglanmasi ve DNA polimeraz enzimi tarafindan hedef bolgenin
sentezlenmesi olarak ii¢ asamadan olusur. Bu asamalarin 30-40 dongii halinde
tekrarlanmasi sonucunda, incelenmek istenen DNA bolgesi ¢cogaltilmis olur (88). NPY
geni T1128C niikleotid degisim bdlgesine 6zgiil primerler kullanilarak PCR yontemi ile
cogaltildi. Reaksiyonun icerigi tablo 3.2’de reaksiyon kosullar1 ise tablo 3.3’de

verilmistir.

Tablo 3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu igerigi

Stok 25pl icin Kullanilan  Son Konsantrasyon
10X tampon 2.5 ul 1X
2.5mM dNTP 1.5ul 0.lmM
Primer forward(100ng/pl) 1 pul
Primer reverse (100ng/ul) 1 pul
Taq DNA polimeraz 0.2 ul 0.02U
(5U/ul)

Genomik DNA 1 ul 100 ng
dH,O 16.8 ul

MgCl, Tl

TOPLAM 25 ul

Tablo 3.3. PCR kosullar1

95°C 3 dakika (baslangi¢ denaturasyonu)

94°C 45 saniye (denaturasyon)

62°C 45 saniye (birlesme) 32 dongii
72°C 45 saniye (uzama)

72°C 5 dakika (son uzama)
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3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi
PCR sonrasi elde edilen ornekler % 1.5’luk agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmistir. Ornekler 120 V’da yaklasik 35 dakika yiiriitiildiikten sonra jel goriintiileme

sistemi kullanilarak UV 1s181nda bantlarin goriintiileri alindi.

3.3.3.1. % 1.5’luk Agaroz Jelin Hazirlanmasi

- 1.5 g agaroz hassas terazide tartildi.

- Uzerine 100 ml 1XTBE tamponu ilave edildi ve mikrodalga firin kullanilarak agaroz
sollisyonu kaynatildu.

- 50-55 °C’ye sogutulduktan sonra, i¢erisine 10ul etidyum bromiir (5mg/ml) eklendi.

- Karigim hava olmayacak sekilde jel tabagina dokiildii ve oda sicakliginda yaklasik 40
dk jelin polimerize olmasi i¢in bekletildi.

- Jel tabagi tankin igerisine yerlestirildi.

- Birinci kuyucuga DNA belirleyici, ikinci kuyucuga negatif kontrol (DNA igermeyen
PCR iiriinii) daha sonraki kuyucuklara ise sirastyla ¢aligilan bireylere ait PCR iiriinleri

yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklendi.

3.3.4. Restriksiyon Endoniikleaz Enzim Analizi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri, bakterilerin kendi genomunu korumak igin
sentezledigi enzimlerdir. Bakterilerden elde edilen bu restriksiyon endoniikleaz
enzimlerini kullanarak DNA baz dizisinde meydana gelen baz degisimlerini saptamak
miimkiindiir. Bu tiir degisimler bir restriksiyon endoniikleaz enzimi i¢in tanima bdlgesi
olugmasina veya ortadan kalkmasina neden olabilir. Calismamizda kullanilan NPY geni
T1128C niikleotid degisimine 6zgiil restriksiyon endoniikleaz enzimi kesim protokolii
Tablo 3.4’de, bu enzimin tanima bolgesi ise Tablo 3.5’te verilmistir. Enzim kesim

reaksiyonu sonuglari, % 2’lik agaroz jelde analiz edilmistir.
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Tablo 3.4. BsiEI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim protokolii

Icerik Miktar
Hedef DNA 10 pl
10X kesim tamponu 2wl
Restriksiyon enzimi 0.5 ul
Steril distile su 7.5 ul
Toplam 20ul

Tablo 3.5. NPY geni T1128C niikleotid degisimine 6zgiil BsiEI restriksiyon

endoniikleaz enzim kesim kosullar1

Niikleotid Degisimi Enzim Tanima Bolgesi Inkiibasyon Sicakhg
Inkiibasyon Siiresi
T1128C BsiEI 5> CGRY|CG..3’ 60°C
3’.GCTYRGC..5’ 4 saat

3.4. Verilerin istatistiksel Analizi

Esrar bagimlisi ve kontrol gruplarindan elde edilen genotip dagilimi ve allel
sikliklarinin  karsilastirilmasinda istatistiksel analiz yontemlerinden “ki-kare” testi
kullanildi. Relatif riski hesaplamak icin risk orani (odds ratio) ve % 95 giiven araligi
(GA) kullanildi. Ki-kare analizleri “Graphpad Instat version 3.05” programi kullanilarak
yapildi. NPY geni T1128C tek niikleotid degisiminin genotip dagilimlar1 ve allel
sikliklart i¢in kontrol ve esrar bagimlisi gruplarda Hardy-Weinberg dengesinden sapma
olup olmadig1 “de-finetti” programu (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa2.pl) kullanilarak
analiz edildi. Tiirkiye’de yapilmis olan bu ¢alismanin saglikli kontrol grubu sonuglari
diger iilkelerde yapilmis olan sonuglarla ‘bagimsiz 2 oran karsilastirmasi testi’
kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Tiim istatistiksel degerlendirmede p<0.05

anlamh kabul edildi.
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4.BULGULAR

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dal1 Poliklinigine basvuran ve
Esrar bagimlist tanisi alan goniillii 139 hasta ve 100 saglikli kontrol bireylerinin
periferik kanlarindan tuzla c¢oktiirme yontemi ile DNA’lar1 elde edildi. DNA
orneklerinde, NPY geni T1128C niikleotid degisimi PCR-RFLP yontemi kullanilarak

analiz edildi.

DNA ornekleri T1128C niikleotid degisimi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu ile
cogaltildiktan sonra (Sekil 4.1) BsiEI restriksiyon endontikleaz enzimi ile analiz edildi.
Bu analizde 1128. pozisyonda bulunan yabanil allel olan T alleli varliginda BsiEI
restriksiyon endoniikleaz enzimi i¢in bir tanima bdlgesi yokken mutant allel olarak
anilan C alleli varliginda tanima bdolgesi olusmaktadir. PCR {iriinlerinin enzim ile
muamelesi sonucunda C alleli varli§inda, 248 baz ciftlik PCR iiriinii 190 b¢ ve 48 bg
uzunlugunda iki parcaya ayrilmaktadir, T alleli varlifinda ise enzim kesim bdlgesi
olmadigindan 248 b.¢.’lik kesim iiriinii elde edilmektedir. Heterozigotluk durumunda
ise 248, 190 ve 48 b.c.’lik DNA bantlar1 gozlenmistir. Enzim kesim reaksiyonu
sonuclari, % 2’lik agaroz jelde analiz edildi. Analiz sonucunda calisma grubunu
olusturan bireylerin homozigot TT ve heterozigot TC allellerini tasidiklar1 saptanmis
olup, homozigot CC alleline rastlanmamustir. T1128C niikleotid degisiminin BsiEI

restriksiyon endoniikleaz enzimi ile analizine ait jel fotografi Sekil 4.2°de verilmistir.

D D D T R s G G . 738 bg

Sekil 4.1. NPY geni T1128C bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi1 sonrasinda agaroz jeldeki
goriintiileri (M: 100 b.¢.’lik molekiiler agirlik belirleyicisi, N: Negatif
Kontrol, 1-10: PCR firtinleri).
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Sekil 4.2. NPY geni T1128C niikleotid degisiminin BsiEI enzimi ile reaksiyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel goriintiisii (1: 100 b.¢.’lik molekiiler
agirlik belirleyicisi, 2: PCR {iriinii, 3-5: TT, 6-9: TC

NPY geni T1128C niikleotid degisimi icin TT, TC ve CC genotip dagilimlar1 esrar
bagimlilarinda sirastyla % 95, % 5 ve % 0; kontrol grubunda ise % 95, % 5 ve % 0
olarak bulundu. Allel sikliklar1 esrar bagimlilarinda T alleli i¢in 0.975, C alleli igin
0.025 kontrol grubundaki allel sikliklart T alelli i¢in 0.975, C alleli 0.025 olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Esrar bagimlilar1 ve kontrol grubu arasinda T1128C niikleotid degisiminin genotip
dagilimi ve allel sikliklar1

Genotip Kontrol s (%)  Esrar bagimhisi s (%)  Risk Oram (GA %) P
T 95 (95) 132 (95) 0.9 (0.30-3.22) 0.495
7C 5(5) 7(5) 1(0.31-3.27) 0.495
cc 0(0) 0(0) 0 0
Allel
r 195 (97.5) 271 (97.5) 0.9 (0.31-3.17) 0.495
C 5(2.5) 7(2.5) 1(0.31-3.22) 0.495

GA: Giliven araligy, s: birey sayist
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Esrar bagimlis1 ve kontrol bireylerinde Hardy-Weinberg dengesine (HWE) gore genotip
dagilimi ve allel sikliginin beklenen degeri ile gozlenen degerler arasinda farklilik

olmadig1 saptanmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. T1128C niikleotid degisimi i¢in Hardy-Weinberg dengesine gore X2 ve p

degerleri
X p
Esrar Bagimlilar1 Grubu 0.093 0.76
Kontrol Grubu 0.066 0.79

NPY geni T1128C niikleotid degisimi i¢in analiz edilmis olan 100 saglikli bireyde CC
genotipine hi¢ rastlanmazken TC genotipi % S5, diisiik olan C allel siklig1 ise 0.025
olarak saptanmistir (Tablo 4.1). Literatiirdeki diger iilkelerde yapilmis olan ¢aligsmalar
incelenerek ‘bagimsiz 2 oran karsilastirmasi testi’ ile Turkiye’deki C allel sikliklari
diger toplumlar ile karsilastirildi. Tiirkiye’deki C allel sikligi Japonya’dan anlamli
diizeyde yiiksek (p=0.022) bulunurken, Kore toplumundan ise sinirda anlaml diizeyde
yiksek (p=0.076) bulunmustur. Amerika’da yasamakta olan Avrupa kokenliler
(p=0.634), Amerika’da yagsamakta olan Afrika kdkenliler (p=0.527), Cin (p=0.878),
Almanya (p=0.829), Brezilya (p=0.805), isve¢ (p=0.691) ve Finlandiya (p=0.214) ile
uyumlu oldugu saptanmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3 Farkli iilkelerde NPY geni T1128C niikleotid degisiminin genotip dagilimi ve

C allel sikliklart ile bagimsiz iki oran karsilastirma testi P degerleri

Ulkeler

Kore

Japonya

Almanya

Avrupa

Afrika

Brezilya

Isve¢

Finlandiya

Hollanda

Cin

Tiirkiye

242

373

318

1171

65

331

572

2176

356

304

100

Genotip

TT TC CC
242 0 0
373 0 0
295 23 0
1078 92 1

65 0 0
313 18 0
527 45 0
1920 250 6
331 25 0
303 1 0

95 5 0

C Allel Sikhgi

0.000

0.000

0.036

0.040

0.000

0.027

0.039

0.060

0.035

0.002

0.025

0.076

0.022

0.829

0.634

0.527

0.805

0.691

0.214

0.859

0.878

* Ding B.’den uyarlanmustir (85). s : birey sayisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Insan genomu bireyler arasinda farklilik gdsteren milyonlarca tek niikleotid degisimi
icermektedir. Bunlarin biiyiik kismi protein kodlayan bdélgeler disinda olmasina karsin
hastaliklara yatkinlikta Dbireyler arasi ¢esitlilie neden olabilmektedir (79).
Arastirmamizda analiz edilmis olan NPY genindeki T1128C tek niikleotid degisimi
peptid zincirinde amino asit degisikligi ile sonu¢lanmaktadir ve fonksiyonel
caligmalarla etkisi aydinlatilmistir (40). Calisma sonucunda esrar bagimlilari ile saglikl
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlami bir farklilik olmadigi saptandi.
Bilgilerimiz dahilinde literatiirde esrar bagimliligt ve NPY geni arasindaki iliskiyi
analiz eden bir ¢alisma bulunmamaktadir. Arastirmamiza konu olan NPY molekiilii
amygdala ve hipokampusta alarm sistemi gibi calisir. NPY ile diizenlenen yolak kronik
strese kars1 cevapta rol almaktadir. Bu diizenlemedeki aksama ise depresyon ve
anksiyete patofizyolojisinde etkili olabilmektedir (41). Norotransmitter sistem
duygulanim ve stres durumlarinda alkol ve diger bagimlilik yapici maddelere baglamada
etkilidir (14). Literatiire bakildiginda NPY genindeki niikleotid degisimleri ile
depresyon ve bagimlilik yapict diger maddelerde yapilmis olan ¢alisma sonuclarinda
zithiklar oldugu goriilmektedir. Bu konuda en c¢ok c¢alisma alkol bagimlilarinda
yapilmigtir. Bunlardan Almanya, isve¢ ve Finlandiya’lilardan olusan gruplarda yapilmig
olan analizlerde NPY geni promotor bolgesindeki -602 G>T niikleotid degisimi ile alkol
bagimlilig1 arasinda giiclii bir iliski bulundugu bildirilmektedir (14, 43). Amerika’da
yasayan Avrupa kokenli gruplarda yapilan calismada ise alkol bagimliligi ile Pro7 alleli
(C allel ) arasinda iligki oldugu rapor edilmistir (45). Almanya’da yapilan bir baska
calismada ise alkol bagimliligi ile NPY geni T1128C niikleotid degisimi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir baglant1 kurulamamistir (80). Japonya’da yapilmis olan
diger bir arastirmada metamfetamin bagimliligi ile NPY geni arasinda iligki
bulunmazken, néropeptid Y Y1 reseptor geni ile iligki kurulmustur. (81). Noropeptit Y
geninde genetik degisimler yapilmig olan hayvanlarla yapilan ¢aligmalar da alkol
bagimlilig1 ile NPY geni iliskisinin varhigini desteklemektedir (45). Bu ¢alismalardan
birinde NPY geni delesyona ugramis farelerin su yerine alkol ile hazirlanmis ¢ozeltileri
tercih ettikleri ve alkoliin hipnotik ve sedatif etkilerine normal NPY geni tasiyan
farelerden daha az duyarli olduklar1 saptanmig, bunun tam tersine NPY geni agir1 ifade

edilen farelerde ise alkol tercihinin diisiik oldugu ve etanoliin etkilerine duyarl
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olduklar1 gosterilmistir (82). Bagimlilik gecmisi olan Wistar sicanlarda da NPY geninin
asir1 ifade oldugu durumda alkol tercihinin ve anksiyete benzeri davranislarin azalmis
oldugu belirlenmistir (83). NPY’nin intraserebroventrikiiler (i.c.v.) uygulamasi
sonucunda ise etanol yoksunluguna karsi olusan reaksiyonlar1 dnemli dlgiide azalttig
gosterilmistir (84). Thiele ve arkadaslarinin (12) yaptiklar1 bir diger ¢alismada etanol ve
kotiiye kullanilan diger ilaglara karsi olusan nérobiyolojik tepkilerle NPY geninin

roliiniin oldugu ortaya konmustur.

Major depresyon hastalarinda yapilan g¢alismalarda ise pro7 allel sikliginin hasta
grubunda sagliklt kontrol gruplarindan diisiik oldugu ve bdylece pro7 allelinin
depresyon i¢in koruyuculugunun oldugu o6ne siiriilmektedir. Depresyon hastalar1 ve
intihar girisiminde bulunan bireylerde plazma ve beyin omurilik sivisinda (CSF) NPY
diizeyinin azalmis oldugu saptanmistir (41). Pro7 allelinin varliginda NPY derisikliginin
artmis oldugu bilindigine gore, bu bulgular Pro7 allelinin koruyuculugunu

desteklemektedir.

Saglikli bireyleri kapsayan arastirmalara gore; Avrupa iilkelerinde ve Israil’de yapilmis
olan calismalarda Pro7 allel sikligi % 2-10 arasinda bulunmustur (41). Tirkiye’de
yapilmis olan bu ¢aligmanin sonucunda Pro7 allel sikliginin % 2.5 oldugu saptanmigtir
ve aym aralikta yer almaktadir. Pro7 allel sikligi kuzeyden giineye geldikce
azalmaktadir. Finlandiya gibi kuzey tilkeleri Pro7 allel sikliginin en yiiksek gorildiigii
toplumlar iken Japonya ve Kore’de yoktur ya da ¢ok diisiik olarak bulunmaktadir. Yine
Amerika’da yasayan Afrikalilarda da Pro7 alleli saptanmamustir (85). Kuzey iilkelerinde
alkol ve diger madde bagimliliklar1 yiiksek oranda goriilmektedir. Tim bunlar
bagimliliga yatkinlikta NPY’nin tek basma etki gosteremeyecegini, NPY geni ile
birlikte NPY reseptorlerinin ve baska genetik faktorlerin de birlikte degerlendirilmesi

gerekliligini ortaya koymaktadir.

Sonu¢ olarak; NPY molekiilii tiirler arasinda evrimsel agidan en iyi korunan
peptidlerden  biridir. Korunmus molekiildeki varyasyonlar 6nemli fonksiyon
degisikliklere yol acabileceginden NPY molekiiliiniin ¢alisilmasinin anlamli olacagi
diistiniilmiistiir. Bu dogrultuda planlanmis olan arastirmamizda esrar bagimlisi bireyler
ile saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli1 bir faklilik saptanmamastir.

Saglikli bireylerin sonuglariin ise diger toplumlar ile karsilastirildiginda Tiirkiye’deki
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C allel siklig1 Japonya’dan anlamli diizeyde yiiksek bulunurken, Kore toplumundan ise
sinirda anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Amerika’da yasamakta olan Avrupa
kokenliler, Amerika’da yasamakta olan Afrika kokenliler, Cin, Almanya, Brezilya,

Isveg ve Finlandiya ile uyumlu oldugu saptanmustir.

Esrar bagimlilarinda bu sonug; NPY geni reseptorlerinin etkisinin arastirilmasi ve ayrica
kompleks kalitimli bagimlilik genetiginde diger molekiillere dikkat ¢ekmek acisindan
bundan sonraki arastirmalara yon verebilecegi diisliniilmektedir. Toplumlar arasi
genetik farkliliklarin hastalik etiyolojisindeki onemi goz Oniine alindiginda Tirk
toplumunda NPY geni T1128C fonksiyonel niikleotid degisiminin analizinin yapilmis

olmasi sonraki ¢aligmalar i¢in bir alt yap1 olusturmustur.
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