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OZET
NARKOLEPSI iLE iLSKiLi OLABILECEK GEN

POLIMORFiZMLERININ ARASTIRILMASI
Sinem Betinoglu

Dokuz Eylul Universitesi, Tip Fakultesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD. Balgova- iZMIR

Narkolepsi; gundiz asirt uyku egilimi, katapleksi, halUsinasyon, uyku paralizi,
SOREMP gorilmesi ve boltnen gece uykular: ile karakterize olan kronik ndrolojik bir uyku
bozuklugudur. Prevalanst %0,002-0,18 arasinda olup, farkli populasyonlarda degisklik
gostermektedir. Calismalar narkoleptiklerin 1.derece akrabalarinda, narkolepsi olusma
riskinin normal populasyondan (10-40 kat) fazla oldugunu gosterirken, diger yandan ise
dustk konkordansli monozigotik(MZ) ikizler rapor edilmistir. Bu ¢alismalar narkolepsinin
etiyolojisinde cevresel ve genetik faktorlerin  kompleks etkilesimlerinin  yattigim
gostermektedir. Narkolepsinin patofizyolojisinin  hala bilinmemesine ragmen, kopek
turlerindeki narkolepsi etiyolojisinde hipokretin reseptor-2 gen mutasyonunun rol oynadigini
gosgterilmistir. insan narkolepsisinde boyle bir mutasyona rastlamimamstir fakat, beyin
omurilik sivisinda (BOS) hipokretin seviyelerinin ve hipokretin Greten noronlarin spesifik
olarak sayilarimin azaldigir bulunmustur. Bilinen bir diger bulgu, katapleksili narkolepsi ile
HLA DQB1*0602 alt tipi arasindaki iliskidir. Bu calismada, son zamanlarda artan
assosiyasyon calismalari  sonucu  narkolepsiye  yatkinlik iliskisi  saptanan  karnitin
palmitoiltransferaz 1B (CPT1B) genindeki polimorfizmler ve mutasyonlar arastirilmstir.
CPT1B ezimi kalp ve iskelet kasinda gergeklesen uzun zincirli yag asidlerinin beta-
oksidasyonunun kontroltindeki anahtar enzimdir. iliskili Tek Nukleotid Polimorfizm (SNP)
bdlgeleri ve CPT1B’ nin okunan tim ekzonlar: ve ekzon intron sinirlart PCR ile cogaltilarak
DNA dizi analizleri yapildi. Otuz hasta ve 50 saglikli birey ile ¢alisildi ve 13 SNP saptandh.
Bazi ekzonlarimin dizi analizleri hem olgu hemde kontrol grubunda gerrgeklestirildi.
Ilgili SNP'ler ve gendeki diger SNP' lerin genotipik ve allelik frekanslar hesaplandi. Ayrica
katapleksisi bulunan ve bulunmayan narkolepsi hastalarinda HLA DQB1*0602 alt tipinin
bulunup bulunmadig: yine PCR yontemi ile arastirildi. Katapleksili narkolepsi hastalarinda
HLA DQB1*0602 pozitifligi %90.9 olarak bulunurken, kontrol grubunda bu oran %14
olarak bulundu.
ANAHTAR KELIMELER:Uyku bozuklugu, Karnitin Palmitoyiltrasnferaz(CPT) Sistemi,
Beta-Oksidasyon, insan Lokosit Antijeni (HLA).



ABSTRACT
IDENTIFICATION OF SINGLE NUCLEOTIDE POLIMORPHISM S
ASSOCIATED WITH NARCOLEPSY
Sinem Betinoglu
Department of Medical Biology and Genetics, Dokuz Eylul University School of Medicine.
Balgova- IZMIR/ TURKEY sinem.betinoglu@gmail.com

Narcolepsy is a chronic neurological sleep disorder which is characterized by,

excessive daytime sleepiness, cataplexy, hallucinations, sleep paralysiss, SOREMPs and
disturbed night time sleep. The prevalance is beetween %0,002-%0,18, and it shows
difference in diverse populations. Studies revealed that the risk of a first-degree relative of a
narcoleptic developing narcolepsy is higher risk (10-40 times) than in the general population,
but on the other hand, monozygotic (MZ) twin pairs have been reported with a low
concordance. These studies indicate a complex interaction of environmental and genetic
factors has been implicated in the etiology of narcolepsy. The pathophysiology of the
disorder is stil unknown, recent findings showed a mutation of type 2 hypocretin receptor
(Hcert-2) plays a major role in the etiology of canine narcolepsy. Human narcolepsy is
generally not due to Hcrt gene mutations altough profoundly reduced hypocretin levels in
cerebrospinal fluid (CSF) and a specific reduction of hypocretin containing neurons has been
described. The other studies showed a strong association with HLA DQB1*0602 allele. The
present study, SNPs which is thought of susceptible to narcolepsy and mutations in the exons
and exon-intron boundries of carnitine palmitoyltransferase 1B (CPTIB) was screened.
CPTIB is akey enzyme in the control of beta-oxidation of long-chain fatty acids in the heart
and skeletal muscle. PCR amplifications followed by DNA sequence analyses of the regions
include SNPs and all exons of the CPT1B which are translated. Thirty narcolepsy patients
and 50 healty individuals were included in the study. Some of the exons are sequenced in
patient and control groups. Totaly 13 SNPs are revealed. Genotype and allelic frequencies
were calculated. Additionaly presence of HLA DQB1*0602 allele in patients with narcolepsy
were studied. In study, presented that %90.9 of narcolepsy-cataplexy patients and %14 of
control group were positive for HLA DQB1* 0602.

KEY WORDS

Sleep Disorder, Carnitine Pamitoyltransferase (CPT) System, Human L eucocyte Antigen (HLA).
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GIRIS ve AMAC

Narkolepsi baslica, gindiiz yasanan asir1 uyku egilimi ve neden oldugu uylu ataklari,
duygusal degisimlerle tetiklenen katapleksi, hallsinasyonlar ve uyku paralizi ile karakterize
olan kronik nérolojik bir uyku bozuklugudur. Baslica narkolepsi tetradh olarak kabul edilen
bu dort semptomun yan sira bolinen gece uykular1 ve genellikle uykuya erken dalmalari,
REM baslangigli uyku periyodu (Sleep Onset REM Priods, SOREMPs) sergilemeleri de diger
semptomlardir. Narkolepsi, Uluslararasi Uyku Bozukluklar: Sniflandiriimasi-2 (ICSD-2)
kararlarina gore; katapleksili narkolepsi, katapleksisiz narkolepsi ve tibbi kosullara bagl
gelisen narkolepsi olmak Uizere (¢ farkli gruba ayrilmistir. Ug farklh tipteki en biiyik ortak
0zellik gindiz yasanan asir1 uyku egilimidir. Bu rahatsizligin semptomlar: bireylerin tim
hayatlarini etkilemektedir. Devamli bitkin, yorgun ve uyuma istegi yasayan hastalar karsi
konulmaz uyku ataklari yasamaktadirlar. Bu uyku ataklart gunin herhangi bir saatinde
(toplant1 yaparken, araba kullanirken, konusurken) gerceklesebilir. Katapleksi ise kisilerde
gerceklesen ani duygu degisimleri sonucunda vicut kadarindaki gevsemeler ile kendini
gogerir. Halisinasyonlar ve uyku paralizi ise kisilerin rahat uyku uymalarini 6nler ve oldukca
rahatsiz edicidir.

Narkolepsinin prevalansi populasyondan populasyona oldukca farklilik gostermektedir.
Simdiye kadar yapilan calismalarda en yiksek prevalans Japon’ yada(%00,18), en distgu ise
Israil’ de(%60,002) tespit edilmistir. Amerika® sa ise 2000 kiside 1 gozledigi bilinmektedir.
Belirlenen bu prevalanslarini aslinda ¢ok daha yiksek oldugu distinilmektedir. Bazi
hastalarin narkolepsiyi 1liml1 sekilde yasamalar1 ya dakislerin bilgilendirilme eksikleri nedeni
ile semptomlar dayanilmaz hale gelene kadar narkolepsi olduklarimin farkina varmamalarinin,
narkolepsi prevalansimin  oldugundan daha az tespit edilmesine neden oldugu
distnulmektedir.

Narkoelpsinin temelinde gercekte neyin yattigi hala tam olarak ¢ozilememistir. Genetik
temeli bulma amagh yapilan 1. derece akraba calismalarinda narkolepsi riskinin arttigi
gbzlemlenirken, monozigitik ikizler (MZ) ile yapilan calismalarda disik konkordans
gbzlenmistir. Kisacasi narkolepsi temelinde hem genetik faktorlerin hem de cevresel
faktorlerin rol oynadigi multifaktoriyel bir uyku bozuklugudur. Kopek cinslerinde ailesel
narkolepsinin altinda yatan temelin genetik oldugu ve Hcrt-2 geninin  mutasyonunun



otozomal resesif kalitilarak ortaya ¢iktigi gosterilmistir. Fakat insan narkolepsisinde boyle bir
mutasyona rastlanmamustir.

Narkolepsi ile ilgili bilinen diger bir konu ise, katapleksili narkolepsi ile HLA allelleri
arasinda yakin iliski bulundugudur. Katapleksili narkolepsi hastalarinin %90’ mnda HLA
DQB1*0602 allelinin pozitif oldugun gosterilmistir. Bu oran katapleksisiz narkolepsi
hastalarinda %40 civarindadhr.

Ulkemizde narkolepsi ile ilgili yapilan calismalarin azhg: dikkat cekmektedir.
Turkiye'deki narkolepsi prevalans: ile ilgili genis kapsamli bir bilgi bulunmamaktadir.
Populasyonlar arasi narkolepsi prevalansinin farklilik gosterdiginin bilinmesi ve Ulkemizde
bu tarz ¢alismalariz olmamas: nedeni ile tlkemiz populasyonunda narkolepsi ¢alismalar: ile
ilgili bilgi toplam oldukga azdir.

Bizim calismamizda, bdylesine kompleks olan narkolepsinin anlasiimasina katki
saglanmak amaglanmistir. Katapleksilli narkolepsi ile iliskisi oldugu gosterilen HLA
DQB1*0602 allelinin, populasyonlar arasi farklilik gostermesine bagli olarak, Turkiye' deki
narkolepsi hastalarimn DQB1 HLA*0602 alleli ve klinik 6zellikleri arasindaki iligkisi ortaya
cikarilmak istenmistir.

Calismanin diger bir kolunda, narkolepsinin genetik temelini ortaya ¢ikarmak amac ile
daha ©Once Miyagawa ve arkadaslart tarafindan yapilan genom boyu assosiyasyon
caismasindan yola cikilarak, narkolepsi ile ilskili oldugu disunilen rs5770917
polimorfizminin ve bu polimorfizmin bulundugu karnitin palmitoiltransferaz  (CPT1B)
geninin ekzonlarimin dizi analizi yontemi ile arastirilmasi ve yeni nukleotid degisimlerinin
varliginin ve frekanslarinin saptanmasi amaglanmistir. Belirlenen polimorfizmlerin segilen
hasta grubunda ki ve narkolepsisi olmayan kontrol grubunda genotip ve allelik frekanslari
incelenip, klinik ozellikleri ile kiyaslanarak oldukga kompleks bir bozukluk olan narkolepsi
icin spesifik tamisal isaretlerin belirlenmesi ve yeni tedavi ptotokollerinin gelismesine katki
saglanmak amaglanmustir.

Secilen polimorfizm ve gen ile ilgili yapilan benzer baska bir yayina rastlanmamustir. Bu
neden ile Turkiye'de de ilk kez arastiralacak olan gen ve polimorfizmlerin sonucunda
narkolepsi icin yeni aydinlatici bilgilere ulasilmak hedeflenmistir.



1. GENEL BiLGILER

1.1 Tarihges

Narkolepsi; gundiz asir1 uyku egilimi (GAUE), katapleksi, uyku paralizi ve
haltisinasyonlar ile karakterize olan kronik nérolojik bir bozukluktur(1,2,3).

Narkolepsinin tum karakteristiginin ortaya ¢ikmast yillar siresince arastirmacilarin
narkolepsili bireyleri gozlemlemeleri ve farkli semptomlarin da farkina varilmasi ile
gerceklesmistir. Oyle ki hala bu gozlemlere yenileri eklenerek artmaktadhr.

Narkolepsi terimi ilk kez Fransiz doktor Jean-Pabtiste-Edouard Gelineau tarafindan
1880 yilinda kullamlmistir. Kékeni yunanca olan bu sozcik narke (hissizlik, uyusma) ve
lepsis (atak) sozcuklerinin birlesiminden olugmaktadir. Gelineau, bu terimi sarap tliccari
hastasimin genellikle uykulu olan halinden ve kisa sireli yasadigi uyku ataklarindan yola
cikarak olusturmustur(4).

Narkolepsinin ilk tamminin 1880 vyillarinda olmasina karsin literatiirde geriye
gidildiginde 1877 ve 1878 yillarinda, sirasi ile Alman doktor Westphal ve Fisher
tarafindan, uyku ataklarini, ani duygusal degisimler ile tetiklenen kas glgsiizliguni
yasayan bireyleri vakaraporlari olarak yayinladiklar: gorulmektedir.(4).

Daha sonraki yillarda narkolepsinin uykusuzluk durumu ve uyku ataklart digindaki
semptomlar: olan katapleksi (LOowenfeld, 1902), uyku paralizi (Kinner Wilson 1928) ve
haltisinasyonlar ayr1 ayr1 tanmmlanmustir.(4,5)

1957 yilinda ise Yoss ve Daly, gunimuizde hala gegerliligini koruyan ve “narkoleptik
tetrad” olarak adlandirilan dort semptomu birden tammlamistir: GAUE, katapleksi, uyku
parazlizi ve hallisinasyon(4,5).

Gunumuzde narkolepsi Uluslararast Uyku Bozukluklari Siniflandiriimast (International
Classification of Sleep Disorders, ICSD-2) tarafindan, katapleksili narkolepsi, katapleksisiz
narkolepsi ve tibbi kosullar nedeniyle gelisen narkolepsi olmak Uzere Ug gruba ayrilmstir.
Her grubun ortak semptomu gundiz yasanan uykusuzluk, uyuma egilimi ve uyku
ataklaridir(6).

Asagida da agiklanacag: lizere zaman icerisinde narkolepsinin semptomlar: yapilan yeni
gozlemler ile genisletilmistir.



1.2 Epidemiyolgji

1.2.1 Narkoleps Prevalans

Narkolepsi prevalansi ginimuze kadar bircok Ulke ve etnik grupta arastirilmistir ve bu
arastrmalar sonucunda, etnik gruplara ve ulkelere gore narkolepsi frekansimin farklilik
gogerdigi saptanmustir(1). Farkh frekandara ragmen, Ingiltere (7), Fransa (8), Cek
Cumhuriyeti (2) ve ABD’de (9) hastaligin gorilme yizdesi birbirlerine yakin olup %0.02-
0.067 arasindadir. En yuksek prevalans Japonya’ da (%0,16-0,18 ) (1), en dusik prevalansise
Israil’de (%0.002)(10) saptanmustir. Katapleksili narkolepsi hastalarimin  frekansi,
katapleksisiz narkolepsi hastalarindan daha dusuiktir. Katapleksili ve katapleksisiz narkolepsi
prevalanslar: bazi toplumlarda Multiple Sclerozis (MS) prevalansina yaklasmaktadir(11). MS
hastaliginin, narkolepsiye oranla farkindaliginin yiksek oldugu agiktir, fakat prevalanlarinin
yakinlig1 da gozden kagirilmamalidir.

Narkolepsi hastaliginin ortaya ¢ikma yasi1 cocukluk cagindan ellili yaslara kadar genis bir
dagilim gostermektedir. En sik baslama yasi, 15 yas ve 36 yas civaridir(12,2). Baslama yasin
bimodal dagilim gostermesinin nedeni bilinmemektedir. Hastaligin gorilme sikliginda
cinsiyet yoninden anlamli bir farklilik olmayip, kadinlarda ve erkeklerde yaklasik olarak esit
siklikta goralmektedir(2).

1.2.2. Genetik ve Cevresel Faktorler

Narkolepsi tamsi konan kisilerin ailelerinde de benzer ya da aym sikayetleri yasan
bireylerin oldugu vakalar 19. yy'den beri bilinmektedir. Y ukarida bahsedilen narkolepsili
vaka tanimlarini ilk yapan kisiler olarak bilinen, Westpal’ in hastasinin annesinde ve Fisher’in
hastasimin kiz kardesinde, probanda benzer sikayetlerin yasandigi not edilmistir(1). O
yillardan itibaren bir gok ailesel hikayeye sahip narkolepsi vakas: bildirilmistir. Standart tam
kriterleri kullamlarak yapilan calismalarda ailesel vakalar Japonya da %4.3(2), ABD’de
%6(13), Fransa da %7.6 ve Kanada da %9.9(12)olarak belirlenmistir(3). Bu calismalardaki
oranlarin gercekte daha yuksek olabilecegi dusunilmektedir. Cunki probandin akrabalar

arasinda, semptomlarin hepsini tam anlamiyla gostermeyip, orta ya da zayif siddette uyku



problemi  yasayan Kisilerin arastrma swrasinda gozden kagirilmisg  olabilecegi
distuntlmektedir(14). Ayrica bu dustince, bireylerin uyku problemlerini ciddi olarak
yasadiklarimn ve narkolepsi hastast olduklarimin  bile farkina ¢ok ge¢ varmalar:
dustnuldigiinde oldukca olasidir.

Birinci derece akrabalarda narkolepsi gorilme riskinin %1-2 yani genel populasyonda
gorilme riskinden 10-40 kat daha fazla oldugu gosterilmistir(14,15,16). Bu sonug
narkolepside genetik temellerin varligim gostermistir. Narkolepsinin genetik temelli bir
hastalik olup olmadiginin daha iyi anlasilmasi igin narkoleptik monozigotik (MZ) ikizler ile
yapilan galismada sadece %25-31 konkordans gorulmistur.(17,3). Narkolepsinin genetik
gecisli oldugu dustnultrken saptanan bu distik konkordans, hastaligin gelisiminde gevresel
faktorlerin de dnemli oranda rol oynadigina isaret etmistir(1,18). Hem MZ ikizlerde gorilen
disik konkordans hem de travma(19), uyuma aliskanhigindaki ani degisimler(20),
enfeksiyon(1,21) gibi gevresel faktorler sonucunda da narkolepsinin ortaya ¢iktigi vakalar
cevresel faktorlerin rol oynadig: fikrini desteklemektedir.

Tdm bu bulgular narkolepsinin, hem genetik hem de cevresel faktorlerin rol oynadigi
multifaktoriyel bir hastalik oldugunu gdstermektedir. Hastalik ile ilgili her gun yeni ve
onemli bilgiler edinilmesine karsin, hem genetik hem de cevresel faktorlerin etkileri net

olarak anlasilmis degildir.

1.3 Klinik Ozellikler

Narkolepsinin baglica dort semptomu ve bu semptomlarin yam sira gorilen semptomlar
asagida aciklanmistir.  Semptomlarin  fazla olmasina ragmen, calismalar narkolepsi
hastalarinin sadece %20-25' inde birden tiim semptomlarin goruldigini ortaya koymustur(3).

1.3.1. Guindiiz Aszr: Uyku Egilimi (GAUE)

Gunduz asir1 uyku egilimi narkolepsinin birincil ve ana semptomudur. |CSD-2 tarafindan
Uc gruba ayrilan narkolepsinin  hepsinin  tamsinda ortak 0Ozellik olarak GAUE
bulunmaktadir(6). Narkoleptik kisiler kronik uykusuzluk, yorgunluk ve bitkinlik gekerler.
GUn boyunca uykusuz hissedilmes hastalarin sedatif yasam sirmelerine neden olur. Bu
hisler, kisilerin kisa sureli uyumalar: (15-30 dk) ile hafifletilebilir, fakat uyku ile kazanmlan



yenilenme hissi ¢ok uzun sirmemektedir. Bu durum, gunlik hayatta insanlarin yasadigi
uykusuzluk yorgunluk durumundan ¢ok daha ciddi boyutlardadir. Uykusuzluk hissi karsi
konulamaz boyutlara ulasmasi ile kisiler “uyku ataklar’” yasamaktadirlar. Uyku ataklari,
Onceden 6n gorulemeyecek bicimde yemek yerken, bisiklet sirerken, araba kullamirken, ¢ok
Oonemli bir toplantimin ortasinda, kisacasi gunin herhangi bir amnda gerceklesebilir(1,18).
Uyku ataklar: sirasinda kisiler tamamen bilingsiz, uyku durumdadirlar. Bazi durumlarda bu
ataklar yar1 bilincli olarak yasanabilir ve kisiler o anki islemlerine devam edebilirler
(tutarsizca konusma, yazma vb.). Bu durum, otomatik davranis olarak adlandirilmaktadir(1).

Kronik olarak GAUE yasanmasi hastalarin yasam bicimlerini olumsuz yonde ve ciddi
sekilde etkilemektedir. Kisilerde bitkinlik ve yorgunluk sonucu hayattan zevk alamama ve
depresyon durumlar1 gelisebilmekte, yasanan uyku ataklari ile de Kisilerin hayatlarin
strdurebilmelerinde ciddi zorluklar olusmaktadir(1,18).

1.3.2. Katapleks

Katapleksi sozclgl yunanca kokenli olup “gozlerin  sabitlesmesi” anlamina
gelmektedir(4).

Klinik agidan katapleksi, duygusal degisimler ile tetiklenen ani kas glgsizlugl olarak
tammlanmaktadir(1). Duygularin olumlu yonde (gilme, eglenme, mutlu olma, tuttugu
takimin gol atmasi, yolda arkadas: ile karsilasmasi) ya da olumsuz yondeki (Uztlme, korkma,
tedirgin olma) degisimleri sonucu katapleksi tetiklenmektedir(21,22,7). Vicuttaki kaslarda,
duygulardaki ani degisimler sonucu atoni yasanir. Vicut kadarindaki bu tutulum farklilik
gostermektedir. Kaslardaki gevsemenin cogunlukla, sadece dizlerde bukilme, bas dismes,
yuz kaslarimin titremesi, ¢enenin sarkmasi ve kollarda gugsiizlik olarak gérilmesinin yan
sira daha ileri katapleksi tutulumlarinda tim vicut kaslar: etkilenmekte ve bu durum kisinin
yere yigilmasina (collapse) neden olmaktadir. Bu durum birkag saniyeden birkag dakikaya
kadar surebilir. Bu sirada kisi uyaniktir ve biling kaybi gergeklesmez fakat refleksler
tamamen yok olur(18). Gormede bulaniklagma ve ptozis gorilebilir.

Hastalarda nadir de olsa “status katapletikus’ denilen durum gerceklesebilir. Bu
durumda, katapleks ataklari ¢ok sik araliklarla gergeklesir ve kisinin yataga bagimli

kalmasina neden olur (1).



1.3.3. Uyku Paraliz

Uyku paralizi, uyku sirasinda, uykuya dalarken ya da uyanma sirasinda gerceklesen kisa
sireli hareket edememe (uyku felci) durumudur(5). Narkolepsi hastalarinin %20-50'sinde
gorilmekle birlikte normal populasyonun %5-40"inda da gorilmektedir. Paraliz sirasinda
kisiler tamamen hareketsiz kalirlar ve isteseler de hareket edemez, parmaklarim bile
kaldiramaz, ses gikaramazlar. Bu durum birkag saniyeden birkag dakikaya kadar sirebilir.
Kendiliginden ya da disaridan gelen ses ve dokunma gibi uyaranlarla sonlanabilir. Halk
arasinda karabasan olarak da adlandirilan bu durumlara haltsinasyonlar da eslik edebilir. Bu
gibi durumlar hastalar igin oldukga korkutucu ve sikinti vericidir(5).

1.3.4. Hipnogojik Ve Hipnopompik Hal iisinasyonlar

HalUsinasyonlar uykuya dalarken (hipnogojik) ya da uyanma sirasinda (hipnopompik)
gerceklesebilirler(2-65). Isitsel, gorsel olabilecegi gibi senestezik (synesthetic) de olabilir.
Gorsel halusinasyonlar renkli halkalar gérme seklinde basit olabilecegi gibi, odamn igindeki
esyalarin sekil degistirmesi ya da olmayan canlilarin gortlmesi gibi daha karmasik halde de
ortaya cikabilir. Isitsel hallisinasyonlar, sesler duyma, melodi isitme seklinde olabilir.
Senestezik hallisinasyonlar ise bedenin uzayda hareketi ya da yatagin tzerinde ylziyor hissi
seklinde yasanabilir(5).

HalUsinasyonlarin  narkoleptik  kisilerde goérilme sikligi  %20-65 iken, normal
populasyonda gorilme sikhigr yaklasik olarak %36’ dir. Hipnogojik hallsinasyonlar,
genellikle halsinasyonlarin 2/3'Gnl olustururlar ve bundan dolay: narkolepsi igin daha iyi
indikatordur(5).

1.3.5. REM Uyku Fenomeni ve Narkoleps

Gunumuze kadar uyku ileilgili birgok hipotez ve teori ortaya konmasina karsin uyku hala
tam olarak anlasilamamis kompleks bir stirectir. Ortalama olarak yasam siiremizin Ugte birini
uyku ile gegirdigimiz dustnulduginde uyku ile ilgili yapilan tim ¢alismalarin anlam daha da
blytmektedir.

Normal uyku, evreleri olan bir sirectir. Yetiskin bireylerin normal uyku paternleri
yaklasik 90 dk’da bir tekrarlanan “non-rapid eye movement” (N-REM) ve “rapid eye



movement” (REM) siireclerinden olusmaktadir(5). N-REM, uykuya dalma ile baslayan ve
dort fazi bulunan bir sirectir. Birinci ve ikinci faz, hafif uyku olarak adlandirilirken, 3. ve 4.
faz derin uyku ya da “sow wave sleep” (SWS) olarak adlandirilir. N-REM,
elektroensefalogramda yavaslamis, senkronize elektriksel aktivite gosterir ve bu siregte
vicutta kismi kas gevsemesi yasanir. N-REM’den sonra beyinin elektriksel aktivitesi tekrar
yukselise gecip uyanmklik slrecine benzer desenkronize, disuk amplitidlii  aktivite
gosterir.(23,3). Bu siire¢ de REM olarak adlandirilir. Riyalarin gortlmesi, kaslarin tamamen
relaksasyona ugrayip tim vicutta kas atonisinin yasanmasi ve fazik goz hareketleri ile
karakterizedir(5,3) Butin bir uyku siresince NREM ve REM evreleri birbirlerini
tekrarlayarak ilerlerler ve her tekrarlamsta SWS(derin uyku) stresi azalirken, REM siresi
artmaktadir(5). Uykunun evreleri Sekil .1’ de gosterilmistir.

UYANIKLIK N-REM REM

Ewnrel Evre 2 Evre 3-4

[ V
- meMW‘W \ :(\F{J oy,

Yiiksek

Bilin¢ Sevivesi T—
e
—
poeis : Tonic REM
.. ik . with pericds of
Uvku Tim Hafif Orta Derin (SWS)  phasic activity

Yaklasik 20 dakikahk siklus

Sekil 1.1 Gece boyunca uykuda gérilen evreler(24).

Uyku-uyaniklik fizyolojisinde genel olarak kabul goren ndroanatomikal model, uyku-
uyanikligin aminerjik ve kolinerjik hiicre gruplarimin resiprokal inhibisyon ya da aktivasyonu
ile duzenlendigidir. Monoaminerjik sistem uyaniklik sirasinda aktif olup kolinerjik sistemin
inhibisyonunu saglar. Monoaminerjik aktivitenin azalmas: ile kolinerjik sistem Uzerindeki
inhibisyon kalkar ve REM uykusuna gegis saglanir(25,23). Aminerjik sistem uyaniklik
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srasinda aktif iken REM sirasinda inaktif, kolinerjik sistem ise en Ust diizeyde aktiftir(23).
TUm bu siiregte, beyin sapi, talamus, bazal dnbeyin basta olmak lzere bircok beyin bolgesi
ve noradrenalin, seratonin, asetilkolin, histamin, hipokretin gibi bircok norotransmiter rol
oynamaktadir.(32)

Narkoleptik hastalarin uyku duizenleri ise, normal olan uykunun disinda patern gosterir.
N-REM ve REM sikluslar: agisindan farkliliklar incelendiginde, normal uyku N-REM ile
baslayip REM ile devam ederken, narkolepsi hastalarinin uykuya REM uykusu ile
basladiklar1 gosterilmistir. Bu durum REM baslangigli uyku “Sleep Onset REM Sleep”
(SOREMP) olarak adlandirilir. ICSD-2 kriterlerine gore, hastalarin yaklasik 15 dk’dan daha
az sirede REM uykusuna gecis yapmalari narkolespsi tan kriteri olarak kabul edilmektedir.
Uyku paternindeki bu degisiklik narkolepsi tamisinda kullamlan kilit bir 6zelliktir(6). Diger
bir degisiklik ise baslangicta kisa siireli olup uykunun ilerlemesiyle siiresi artan REM uyku
periyodu, narkolepsi hastalarinda uykunun ilk basindan itibaren uzun strelidir ve uykunun
ilerlemesiyle sliresinde artma gozlenmez(5).

HalUsinasyon, paraliz ve katapleksi REM uyku fenomeni olarak da adlandiriimaktadir(3).
Baz1 arastirmacilara gére bu semptomlarin, uyuma ile uyaniklik arasinda kalma ve vicudun
tam olarak ne uykuya ne de uyaniklik durumuna senkronize olamamasindan dolay:
kaynaklandig1 dustintl mektedir.

1.3.6. Diger Semptomlar

Y ukarida anlatilan narkoleptik tetradin disginda hastalarda zamanla baska semptomlarin
varligr da gbzlenmistir. Bu semptomlarin hastaligin gorildug kisilerde homojen dagilim
gostermemesi nedeni ile narkolepsi semptomlari arasinda bulunup bulunamayacaklar:
tartisilmaktadir. Narkoleptik kisilerde gozlenen diger bir semptom, gece uykularimn sik sik
ortaya ¢ikan uyanmalar ile bolinmesi sonucu yasanan insomniyadir(1,5). Bu gibi durumlarda
kisilerin glindiiz istem dis1 uyumalarinin yan: sira gece uyuyamamalar: énemli bir paradoksu
ortaya koymaktadir.(5). Genel olarak narkoleptik hastalar normal kisilerden daha kisa stirede
uykuya dalarlar, giindiiz kisa sireli uyku ataklar1 gegirirler fakat normal kisilerden daha fazla
uyumazlar(33).
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Ayrica, narkolepsi ile hirlikte periyodik bacak hareketleri(34), REM davrans
bozukluklari(35,36), diger parasomniyalar ve obstruktif uyku apnesi(1), uyku teréri, uykuda
konusma-yUrime gibi rahatsizliklar da gozlenebilir.

1.4 Hastaligin Tanisy

ICSD-2 igeriginde belirtildigi Uzere narkolepsinin tarmsi baglica iki yontem kullanilarak
yapiimaktadir: Poligrafik uyku incelemelerinden biri olan ve uykunun tim gece boyunca
kaydimn yapildigi nokturnal polisomnogram ve ertes guin yapilmas: onerilen Coklu Uykuya
gecis Testi (Multiple Sleep Latancy, MSLT)(6).

Bunun yam sira sikayeti olan kisilerde, Epworth Uyku Skala'si (Epworth Seep Scale)
uygulanmaktadir. Bu skala glindliz asir1 uyku egiliminin varligimt ortaya koymak amagl
uygulanmakta ve genellikle dokuzun Uzerinde alinan puanlar buna isaret etmektedir(37). Bu
skala ek-2 olarak sunulmustur.

1.4.1 Polisomnografi (PSG)

Polisomnografi, gece boyunca uykuda bircok fizyolojik parametrenin eszamanli kayd,
analizi ve yorumlanmasi amaciyla kullanilan bir yontemdir. Poligrafik uyku incelemelerinde,
uykunun nokturnal kaydi yapilmaktadir ve kisinin EEG, EMG, solunum dizeni ve vicut
hareketleri, baglamlan elektrotlar yardim ile incelenir.

Nokturnal uyku polisomnografisinde, uyku apnesi, periyodik bacak hareketleri gibi
GAUE' ne neden olan diger uyku bozukluklarinin olup olmadig: tespit edilebilmektedir ve
boylece narkolepsi disinda diger uyku bozukluklar: diglanabilmektedir(22).

Genellikle polisomnografinin uygulandigi ginin hemen ardindaki gun hastaya MSLT
testi uygulanr.

1.4.2 Coklu Uykuya Gegis Testi (MSLT)

Coklu Uykuya gegis testleri fizyolojik uykuya egilimi degerlendirmede kullanilir.[4-19]
Genellikle bu test yapilmadan 6nceki gece hastamin polisomnografisi ¢ekilmis olur. Guindiiz
uygulanan bu testte hastaya rahat, sessiz, karanlik bir oda saglanarak, saat 10:00 dan itibaren
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ikiser saat arayla hastalardan uyumalar: istenir. Uyumalar: istendikten sonra yirmiser
dakikalik poligrafik monitGrizasyon yapilir. Isiklar kapatildiktan sonra uyku baslayana kadar
olan zaman Olgulur. Uykuya gegis suiresi sekiz dakikanin altinda ise bu deger patolojik olarak
kabul edilmektedir. Uykuya gecis siiresinin disinda bu test siiresince REM ve NREM kaydi
da yapilir. Uykuya daldiktan sonraki ilk 15 dk igerisinde REM uykusuna gegiliyorsa bu
SOREMP olarak degerlendirilir (38).

Bu teste en az 2 SOREMP gorulmesi ve sekiz dakikadan dnce uykuya gegisin gortlmesi
narkolepsi tanisinda kullanilir(6).

GuUnimuz narkolepsi tamsinda baglica MSLT yontemi kullanilmasina karsin %15
narkolepsi hastalarinda negatif sonug ¢ikabilmekte ya da baska uyku bozuklugu olan kisilerde
test pozitif sonug verebilmektedir(39). Bu gibi durumlarda hastalardan alinan anamnezin
Onemi artmaktadr.

1.5 Hastalig:n Tedavisi

Narkolepsi tedaviss suana kadar maalesef semptomatik tedavi olmaktan ileri
gidememistir. Hastaligin yasamlan tim semptomlarim tamamen ortadan kaldirilabilmesi ya
da bas edilebilir hale gelmesi igin birgok sinif ilag dnerilmekte ve kullanilmaktadir(47).

GAUE'nin tedavisi i¢in ilk basta 6nerilen mumkin olabildigi gergevede hastalarin giindiiz
belirli araliklarla uyumalaridir(88). Fakat bu Oneri calisan ve bir¢gok sorumluluk tasiyan
guniimtiz insant igin pek mumkin olmamaktadir. Uyku ataklarim onlemek ve uyanik kalmay1
saglamak icin merkezi sinir sistemini (MSS) uyarici ilaglar kullamlImaktadir. Bu ilaglarin
baginda amfetamin ve amfetamin benzeri ilaglar ile farkli yollar Uzerinden etkisini gosteren
modafinil, selgjilin, kafein ve gamahidroksibutirat gelmektedir.

Amfetaminler etkilerini noradrenalin, dopamin ve serotoninin norotransmisyonunu
arttrarak  gogterirlerken, modafinil ise noradrenerjik inhibisyonu arttirarak  etki
gostermektedir.(40)

Katapleksi tedavisi icin tercih edilen ilaglar antidepresanlardir. Bunlarin basinda trisiklik
antidepresanlar, serotonin geri alim inhibitdrleri (41), monoamin oksidaz inhibitorler (42),
viloksazin (43), reboksetin (44) gelmektedir. Baslica etki mekanizmalari monoaminlerin geri
alimlarint inhibe etmektir.
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Fragmente gece uykularinin verimli hale getirilebilmesi icin ise benzodiazepin ve
benzodiazepin olmayan hipnotikler kullamimaktadir(45). Bu hipnotikler etkilerini,
GABAerjik tonusl arttirarak gosterirler.

Ilk defa 1974 yilinda narkolepsi semptomlart igin  kullamlmast  Gnerilen
gamahidroksibiitirat ya da diger adi ile sodyum oksibatin narkolepsinin tim semptomlar:
Uzerinde olumlu etkilerinin gosterilmesi, tedavi strecince en ¢ok tercih edilen ilag olmasim
saglamaya baslamistir. Kendi reseptorine baglanarak etkisini gosteren bu metabolitin
dopaminerjik ndrotransmisyonu inhibe ederken, hipotalamik GABAerjik transmisyonu
arttirarark(46), GAUE, katapleksi, hallsinasyonlar, paraliz ve fragmente gece uykusu
Uzerinde ki olumlu etkileri gosterilmistir.(47,45)

1.6 Narkoleps Genetigi

1.6.1 HLA DQB1*0602 ve Narkolepsi /liskisi

Bagisiklik sisteminin kendinden olani ve olmayanm tammasi igin gerekli olan doku
antijenlerini kodlayan gen bdlgesi, Blyuk Doku uyum Kompleks (Major Histocompatibility,
MHC) olarak adlandirilir. ilk olarak beyaz kan hiicrelerinde gosterilen bu genler, 6.
kromozomun kisa kolunda yerlesmis olup Human Leukocyte Antigens, HLA bolgesi olarak da
adlandirilir. Cok sayida immin ve immin olmayan genin yer aldigi yaklasik 4000 kb
blyukligindeki bu boélge, kodlanan proteinlerin Ozelliklerine gore Snif 1, 11, 111 olarak
ayrilmaktadir(3).

HLA Sinif 11 bolgesi Sekil 1.2'de gosterildigi gibi sentromere yakin yerlesmis olup;
HLA -DRA, -DRB, -DQA, -DQB,-DPA, -DPB, -DNA, -DMA, -DOB lokuslarin: ve ¢esitli
psodogenleri icerir. HLA Sinif 11 molekiller, kovalan olmayan baglarla bir arada tutulan alfa
ve beta olmak Uzere iki adet transmembran glikoprotein zincirinden olusan heterodimerlerdir.
HLA-DQA1 alfa zincirini kodlarken HLA-DQB1 beta zincirini kodlar ve hem alfa hem de
beta genlerindeki sayisiz polimorfizmler ile benzersiz c¢esitlilikte Grtin olustururlar(88). T
lenfositlerde 6zgunligu saglayan, T hiicre reseptorleri (TCR) ve MHC molekdlleridir. Sinif |1
MHC molekdlleri, peptidler ile dayanmkli kompleksler olusturarak onlarin T lenfositler(CD4)
tarafindan tamnabilecek sekilde hiicre ylzeyinde sergilenmesini saglarlar ve bir dizi sinyal,
hiicre icine iletilir. Kisacas: antijenin sunulmasi, MHC ye bagiml1 bir olaydir ve Simif 1| MHC

14



molekilleri, B lenfositlerde, monosit, makrofgj, dentritik, timus epitelyumu gibi antijen
sununan hicrelerin (APC) yuzeyinde bulunmaktadir(3). HLA alt birimlerinin instilin bagimli
diabetes mellitus, MS, romatoid artrit gibi birgok hastaliklailiskisi oldugu gosterilmistir(48).

e “\rf - T
Exomozom 6
LY A S

o 1 Suuf 111 Suuf T
Soaf & 000 2000 -mlfm kb
| | | |
a M T T > HLA . )
: cevresindelki
2 THF e 5 - genler
DP DQ DR BC E A GF
/ L B
DQB1 DQA1 DRI DAL
12 kb 85 kb 160 kb
— — —
DQ1-9 DQ1-9
DGl DR2
— Serolojik Tipleme \
}/ Ty
DQs DQs DR15 DR16
l‘“&ﬂ ) DNA Bazh Tipleme l\*
DQBq*06 = DRB1*1502
DQB1#0602 ye DQA1%0102 DRBE1%1501 Kazaklarve Asyahlar
DRBI171503 A fiikan Amerikahlar

Sekil 1.2 HLA siniflarimin gosterimi(88).

Narkolepsinin HLA ile iligskisi Japon populasyonunda 1983'de bulunmustur. Calismada
tum hastalarda DR2 pozitif olarak bulunurken, kontrol grubunda ise %33 pozitiflik
gbzlenmistir(49). DR2 ile narkolepsinin iliskisi Kafkaslarda benzer sekilde bulunurken(3-

langdon), Afrikan-Amerikalr’ larda (50) bu iliski oldukg¢a distk bulunmustur. Daha sonraki
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calismalarda DR bolgesinden yaklasik 80 kb kadar uzaklikta bulunan DQ bélgesinin de
narkolepsi ile iliskisi oldugu gosterilmistir(51). Cesitli etnik gruplarda yapilan ve tekralanan
calismalarda, DQB1*0602 nin farkl: etnik gruplar arasinda narkolepsinin en specific belirteci
oldugu ortaya konmustur(17). Normal populasyonda DQB1*0602 nin pozitifligi %12-38
arasinda iken katapleksi-narkolepsi hastalarinda bu oramn %90 oldugu gosterilmistir(17,3).
Katapleksisiz narkolepsi hastalarinda oran dusik olup %41'dir(3) Bu allelin homozigot
olarak tasinmasinin hastaligin gelisme riskini iki ile dort kat arasi arttirdigi gosterilmistir.(53)
Bu allelin katapleksili narkolepsi icin tam kriteri olmasi distnulirken, DQB1*0602’ nin
negatif oldugu narkolepsi-katapleksi hastalarin varligive populasyonlar arasi degisim gosterisi
tartisilmaktadir(88).

Butun bu bulgular narkolepsinin temelinde otoimmtn bir bozuklugun rol alabilecegini ve
DQBL1 allelinin katapleksinin temelinde rol oynayabilecegini distindirmistir. Fakat bugiine
kadar yapilan calismalarda bunu netlestirecek kesin bir kamt bulunamamustir. Tipik
otoimmiinite patolojisini gosteren eritrosit sedimantasyonu, serum Ig miktari, C-reaktif
protein seviyeleri, lenfosit kimelenme oranlart normal bulunmustur(14). Beyin omurilik
sivisinda (BOS) 1gG oligoklonal banda ya da hecrt spesifik 1gG antikoruna baglanma
gbzlenmemistir(55,3). Kisacasi hiimoral ya da hiicresel imminite agisindan bir inflamasyon

kanit1 elde edilememistir.

1.6.2 Hipokretin ve Narkolepsi /liskis

Hipokretin noropeptidi 1998 yilinda Sakurai ve De Lecea yonetimindeki iki farkli grup
tarafindan es zamanli tamimlanmistir(56,57). 17921 bolgesinde bulunan hipokretin (Hcrt)
geninin Urdnd olan pre-prohipokretin (131 amino asit) 6éncll proteininin proteolitik kesilmesi
sonucu hipokretin-1(oreksin A) (33 aminoasit) ve hipokretin-2 (oreksin B) lineer peptidi (28
aminoasit) olmak Uzere iki ayr1 peptid olusmaktadir.(55,47). Bu iki farkli proteinin farkli G
protein-bagl1 reseptdri olan hert-1 ve hert-2 reseptorleri tanimlanmustir (58).

Hipokretin Ureten noronlarin yerlesiminin yogunlukla lateral, posterior ve perifornikal
hipotalamusda yani vicuttaki cogu homeostatik olaylarin diizenlendigi yerde bulundugu
goserilmistir.(59,58) Bu noronlar beyinin beslenme ve uyku-uyaniklik siklusunda rol alan
diger bir cok alana projeksiyon yapmaktadirlar(3). Baslangicta birincil rolinin beslenme
mekanizmasin diizenlemek oldugu dustntlmekteydi fakat kopeklerde gorilen narkolepsinin
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¢ozimlenmesi ile hipokretinin diger bir dnemli rolintn uyku ve uyanklik dongusini
duzenlemek oldugu anlasildi(58).

Kopek narkolepsi modeli ilk kez 1973 yilinda tammlanmistir. Daha sonraki yillarda
yapilan calismalarda, pozisyonel klonlama yontemi ile hertr-2 reseptorint kodlayan gende
(canarc-1) mutasyon oldugu ve bu mutasyonun ailesel canine narkolepsisine neden oldugu
gosterilmistir.(2,60) Doberman ve Labrador cinslerinde hastaligin otosomal resesif ve tam
penetrans Ozellikte gecis gosterdigi gosterilmistir(88). Sporadik narkolepsili képeklerde bu
mutasyona rastlanilmamustir fakat BOS hipokretin seviyeleri disik bulunmustur. Bu bilgiler
ailesel ve sporadik narkolepsinin temellerinin farkli olabilecegini gostermistir (2). Daha
sonra galismalar pre-prohipokretin - “knockout” farelerin Uzerinde yogunlasmis ve bu
Ozellikteki farelerin, insan narkolepsisi ile ¢ok benzer semptomlari yasadiklar
gbzlemlenmistir(61).

Canine narkolepsisinde Hcrtr-2 geninde mutasyonun bulunmast  narkolepsinin
¢ozumlenmesi i¢in ¢cok dnemli bir gelisme olmustur ve insanlarda da hipokretin sistemi
calisiimaya baglanmistir(2). Gunimize kadar yapilan Hert gen mutasyon calismalarinda
sadece 6 aylik bebek olan atipik narkolepsi olgusunda transversiyona (T'nin G’ye degisimi
ile [6sinin, arjinin amino asidine) neden olan mutasyona rastlanmistir(62). Kopek cinslerinde
gorulen narkolepsisinin monogenik yapisina ragmen insan narkolepsisinin multifaktoriyel bir
rahatsizlik oldugu bu calismalarla daha da gliclenmistir.

BOS daki normal hipokretin-1 seviyesi yaklasik olarak 200 pg/ml iken narkolepsi
hastalarida bu seviye 100 pg/ml atinda bulunmustur. BOS sivisindaki hipokretin-1
seviyesinin - dustk olarak  bulunmasi,  hipokretin  eksikliginin - ve  anormal
ndrotransmisyonunun insan narkolepsisinde rol aldigim gosytermistir.(63,2). Aym
zamanda lateral hipotalamusta hipokretin tUreten noronlarin sayilarindaki azalma in-situ
hibridizasyon yontemi ile gosterilmistir (64). Post-mortem beyin dokularinda yapilan
immunohistokimya ve radyoimmunolojik calismalar sonucunda dusuk dizeylerde pre-
prohipokretin RNA’ st ve hipokretin peptidinin eksikligi gosterilmistir.(2, 15).

Beslenme disinda uyku-uyaniklik dongusinde de roli olduguna tatmin olunan
hipokretin noronlarinin uyaniklik sirasinda ytksek oldugu ve uyarmik kalmay: saglayan
diger noronlar1 (aminerjik, dopaminerjik, histaminerjik) aktive ederek monoamin tontsi

arttirdig1 ve uykunun baglamasini onledigi gosterilmistir(23).
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1.6.3. Narkolepsi /le fliskili Bulunan Diger Genler

Gunumuze kadar birgok genin narkolepsi ile iliskisi arastirilmistir. Elde edilen bulgularin
is1ginda, immoin  sistemde rol aan genler ve uyku regilasyonunda yer alan
norotransmiterlerin genleri Gzerine yogunlasilmistir.

Uyku ve immiin sistemin regulasyonunda rol alan monoamin oksidaz-A(MAO-A)(26),
TUmor Nekrosis Faktor-o (TNF-a)(27), Tumor Nekrosis Faktor Reseptorii-2 (TNFR2)(28),
Katekol-O-Metiltransferaz (COMT)(29), Hcrt ve hipokretin yolaginda yer alan genlerinin
narkolepsi ile iliskileri polimorfizm ve mutasyon analizleri yapilarak arastirilmistir. Bu
genlerde birgok polimorfizm bulunmustur.

Genom baglant1 analiz calismalari, narkolepsiden etkilenen genis ailelerin bulunmasinin
zor olmasindan dolay: sayihichr. ilk genom baglanti analizi 8 kiglk Japon ailesi ile
yapilmistir ve sonug olarak 4p13-g21 bolgesi narkolepsi ile iligkili bulunmustur(30). kinci
yapillan calismada ise 21g da bulunan 5 MDb'lik Dbolgenin narkolepsi ile
iliskilendirilmistir(31). Her iki calismada da belirlenen bdlgedeki genlerin narkolepsi ile
iliskilerinin arastirilmasinin gerekliligi belirtilmistir.

Son yillarda genom boyu assosiyasyon calismalar: siklasmis olup yeni bolgeler ve genler
tanmmlanmaya baslanmistir. Bu calismalardan birinde 21922.3 bdlgesinde, polimorfizmin
guclt “linkage disequilibrium” gosterdigi bdlgede tammlanmamis 3 gen bulunmustur ve
“reporter-gene assay” calismasi ile bu bdlgede bulunan genlerden NLC1-A aday geninin
narkolepsi direnc geni olabilecegi 6ne strilmuistlr(65). Diger bir assosiyasyon calismasinda
T-htcre resepttr alfa lokusu(TRA@) ile narkolepsi iliskilendirilmistir(66).

Bizim galismamiza kaynak olan, yapilan genom boyu assosiyasyon ¢alismasinda karnitin
palmitoiltransferaz 1B (carnitine palmitoyltransferase 1B, CPT1B) ve kolin kinaz beta
(choline kinase beta, CHKB) genlerinin arasinda bulunan rs5770917 Tek Nukleotid
Polimorfizmi’nin (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) narkolepsi ile iliskili oldugu
gosterilmistir(67). Bu iki genden CPT1B’ nin calisiimasina karar verilmistir. iliskili bulunan
bu SNP'nin CPT1B geninin baslama kodonunun yalnizca 1000bp yukarisinda yerlesim
gosermesi, gucli LD saptanan diger bir SNP (rs5770911)' nin CPT1B geninin 11.
intronunda bulunmasi ve uyku regilasyonunda rol aldigini gosteren yayinlar nedeni ile bu

gen caligilmugtur.
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CPT1B Geni

CPT1B enzimi uzun zincirli yag acil-CoA’larin, beta-oksidasyonlar: igin sitoplazmadan
mitokondriye gegmelerini saglayan enzimdir.

Yag asitlerinin katabolizmas: biylk oranda mitokondri matriksinde gerceklesen beta-
oksidasyon yolu ile gerceklesmektedir. Aclik ve uzun sireli egzersiz gibi durumlarda yag
asitlerinin mitokondriyal oksidasyonu vicudun enerji homeostasisi igin elzem bir yoldur(68).

Mitokondriyal yag asidi oksidasyonunun gergeklesmesi icin yag asitlerinin hiicre igerisine
alindiktan sonra, sitoplazmadan mitokondri igerisine tasinmalari gerekmektedir. Orta ve kisa
zincirli yag asitleri basit diftizyon ile mitokondri membranini gegebilirken, uzun zincirli yag
asitleri (UZY A) gecemezler(68.) UZY A sitoplazmadan mitokondri matriksine gegcmesinde
CPT sistemi rol almaktadir. Bu enzimatik kompleks 2 farkli proteinden olusmaktadir(68);
mitokondri dis zarinda(69) bulunan ve iki transmembran domaini olan (70,71) CPT1 ve
mitokondri i¢ zarinda bulunan CPT2. CPT2 tim dokularda ayni formda bulunurken, CPT1'in
dokulara spesifik ¢ farkli gen tarafindan eksprese edilen 3 izoformu bulunmaktadir:
Karaciger tipi CPT-1A(72), kas-tipi CPT-1B(73) ve beyin tipi CPT-1C(74). Bu izoformlarin
lokalizasyonlart  sirasiyla  soyledir; 11913.1-g13.5, 22qg13.31-q13.32, 19913.33.
UZY A’lerinin beta-oksidasyonunun anlagilabilmesi icin islem basamaklar: asagida kisaca
anlatilmistir ve Sekil 1.3' de 6zetlenmistir.

Yag asitleri yag dokusundan ayrilip, spesifik membran tasiyicilarina baglanarak hicre
icerisine alinirlar ve agil CoA sentetaz enzimi ile koenzim A’ya baglanmirlar. Hucre
sitoplazmasindan mitokondri igerisine gegebilmeleri icin dncelikle hidrofilik dzellikte olan
karnitin (B-hidroksi-y-trimetilamonyum bitirat) molekiltine gereksinim duymaktadir(24).
Karnitin yiksek enerjili ester bagi ile yag asidinin karboksilik asit kismina CPT1 enzimi ile
baglanir. Olusan agilkarnitin dis zardan gectikten zonra, mitokondrinin i¢ zarindan
acilkarnitin translokaz (CACT) yardimu ile geger. Matrikse gegmesi saglandiktan sonra,
karnitinin CPT2 enzimi ile serbestlesmesi saglamir. Serbestlesen karnitin, ayni zamanda
kendisinin hticre iginde birikimini saglayan CACT enzimi ile sitoplazmaya geri gonderilir.
Y ag asidinin tekrar koenzim A ile konjuge olmasi ile beta-oksidasyon islemi baslar(75).

19



tH;
}ch-i:‘lﬁlcoo-
CUH: < L
KARNITIN YAG ASIDT PLAZMA
DIS IFATp NEMBERANI
_ ——-._
'__::j ./ OCTN2 H  PEROKSISOM
ic _ Efb OH MIKROZOM
= o0
CHh

cuA%E:i* = ->

MEDILN CHAIN

Acyl-S-CoA DICARDOXYLIC ACTDS

Sekil 1.3 Y ag asidi oksidasyonu (75)

Mitokondriyal yag asidi oksidasyonunda baslica dizenleyici olan enzim CPT1
enzimidir(68). Bu o6zdligi, CPT1 inhibitori malonil-CoA’ya olan duyarliligindan
kaynaklanir(76). Aclik ve asirt egzersiz durumlarinda malonil-CoA miktar1 azalmakta ve
CPT1 Uzerindeki inhibitor etkisi ortadan kalkmakta ve yag asidi oksidasyonu artmakatdir.
Besin alma durumunda ise bu diizen tam ters olarak isler ve malonil-CoA, CPT1B’yi inhibe
eder(75).

22013.31-913.32'de lokalize oldugu FISH yontemi ile gosterilen(72) CPT1Bgeninin, c-
DNA'st ilk kez 1995 yilinda, genomik dizi analizi ise 1997 yilinda yapilmistir.(73). icerdigi
21 ekzondan 18 tanesi kodlama yapmaktadir. Y aklasik olarak 11 kb’ lik bir dizidir. Genin 5’
ucu analizinde CPT1B geninin ilk ekzonundan sadece 314 bp yukarsinda CHKB geninin
bulundugu gosterilmistir. Kodlanmayan ilk iki ekzonunun alternatif “splicing” islemi(77) ile
ayrica 13. ve 19. intron bolgelerindeki prosesler ile farkli m-RNA’larin olustugu tespit
edilmistir.(77) Ayrica UZYA tarafindan regule edilebilen 2 farkli promoter bdlgesi
gogterilmistir.(68)
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Sekil 1.4 CPT1B geninin genomik organizasyonu. CPT1B 19. intronunu splicing isleminden

koruyan, alternatif poliadenilizasyonu “*” isareti ile gosterilmistir. ici bos olan kutucuklar
ekzonlari, baglama ve  bitis  kodonlar1  kisa  oklarla  gOsterilmistir(22).

Beta-oksidasyonunun ve karnitin sisteminin uyku regulasyonunda yer aldigim bildiren
yayinlar bulunmaktadir. Bu yayinlarin basinda hayvan deneyleri gelmektedir. Karnitin
“knock out” olan Slc22a5 farelerde, narkolepsi fenotipine benzer olarak uyaniklik ve REM
sireclerinin  fragmente oldugu, lokomotor aktivitelerinin anlamli derecede azaldigi
gosterilmistir. Diger narkolepsi benzeri durum ise farelerin, narkolepsi tedavisinde kullanilan
baglica ilag olan modofinil verilmesi ile tekrar aktiflesmelerinin saglanmasidir(78). Ayrica bu
farelerde c-fos-pozitif hipokretin ndronlarimn yiizdesinde azalma, hipokretin ekspresyonunun
lateral hipotalamusta baskilandigi ve BOS'da hipokretin-1 seviyesinin - azaldigi
gosterilmistir(78,79). Baska bir calismada, beta-oksidasyonun ilk basamaginda rol alan
enzim olan agilCo-A dehidrogenez enzimi “knock out” olan farelerde REM uyku sirasindaki
teta frekansinin anlaml: derecede yavasladigi gosterilmistir.

rs5770917 SNP' sinin, CPT1B ekspresyonunuda azalmaya neden oldugunun saptanmis
olmasi, ekspresyonunun azalmasinin, beta-oksidasyonun azalmasina ve tum bunlarin

sonucunda hipokretin aktivitesinin diismesine neden olabilecegini distndirmektedir(67).
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Hagta-Kontrol Gruplar:n:n Belirlenmesi ve Periferik Kan Orneklerinin Alzm

Bu calismada, Dokuz Eylul Universitesi, Tip Fakiiltesi, Noroloji Anabilim Dali' na
bagvuran ve alinan anamnezler ile yapilan testler sonucu narkolepsi tamsi konulan kisiler
olgu grubunu olusturmaktadir. Tim hastalarin anamnezlerinin alinma islemi ve uyku testleri
ayni birim tarafindan yapmistir. Kontrol grubu evreni ise, herhangi bir uyku bozuklugu
olmadhig: belirlenen kisiler tarafindan olusturuldu.

Olgu ve kontrol grubunu olusturan tim bireylere, yapilacak olan ¢alismanin amaci ve
detaylar1 acik bir dille anlatildi. Dokuz Eylul Universitesi, Tip Fakiiltesi, Etik komitesinin
onay verdigi ve Ek-1'de sunulan bilgilendirilmis onam formlar1 imzalatilarak izinleri alind.
Izin alinan tim bireylerden, EDTA’l1 “ vacutainer” tiiplere ikiser ml periferik kan ornekleri
alindi. Alinan kan 6rnekleri islem gorecekleri gline kadar -20°C’ de muhafaza edildi.

2.2. Alznan Kan Orneklerinden DNA /zolasyonu

Periferik kan orneklerinden genomik DNA izolasyonu igin kit kullanilmistir(NucleoSpin®
Blood L, 740954.20). Buyuk hacimle calisilabilir ¢zellikte olan kit icerikleri ile 2ml kan
Orneginden DNA izolasyonunu yapild.

Kit iceriginde tammlanmis olan protokol, en yiksek miktarda DNA eldesini saglayacak
sekilde modifiye edilerek hasta ve kontrol periferik kan orneklerine uygulandi. Her bir
izolasyon islemi en fazla 10’ ar 6rnek ile yapildh.

Kit ile DNA izolasyon islemine baslamadan dnce kit icerigi asagidaki sekilde hazirlands;
Proteinaz K; Kit igerisinde bulunan liyofilize durumdaki proteinaz K, kit tarafindan saglanan,

3.15ml proteinaz tamponu ile ¢ozulda.
BQ2 Tamponu; 20ml konsantre durumda gelen BQ2 tamponu, kit tarafindan belirtilen
sekilde 80 ml saf etanol (Applichem, A3678) eklenerek seyreltildi

Kit icin gerekli hazirliklar yapildiktan sonra asagidaki protokol izlenmistir:

1. -20°C’ de saklanan kan 6rneklerinin, oda sicakliginda birakilarak ergimesi saglandi.
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2. Oda sicakligina gelmis olan kan ornekleri hafifce vortekslenerek homojenize edildikten

sonra 2ml kan ornegi alinip, 15 ml’lik steril tuplere aktarildh.

3. Her bir kan ornegine, Proteinaz K soliisyonundan 150ul eklenip tipler 10'ar saniye
vortekslendi.

4. Tuplere, BQ1 tamponundan 2ml eklenildi ve 30 saniye vortekslendi.

5. Vortekslenen tuplerin kapaklar1 parafilm ile sarildiktan sonra, ©nceden 56°C'ye
ayarlanmig olan su banyosunda 40 dakika bekletildi.

6. Tupler tekrar vorteksenerek oda sicakligina gelene kadar yaklasik 40 dakika bekletildi.

7. Oda sicakligina gelen tuplere, 2ml saf etanol eklendi ve 30 saniye vortekslendi.

8. Olusan lizattan 2ml alinarak, 15 ml’lik toplama tuplerinin igine yerlestirilmis olan kolona

aktarildi. Kolondan stizilmeyi saglamak icin, 4,500 rcf hizda 3 dakika santrif(j edildi.

(Santrifdj cihazi; Sorvall RC 3C, Heraus; Labofuge 4400R)

9. Kalan lizatta, kolon icerisine aktarildi ve tekrar 4,500 rcf hizda 5 dakika santrifiyj edildi.

10. Kolondan gegerek toplama tipiinde biriken lizat atildi.

11. Kolonlarin yikanmasi igin tzerine BQ2 tamponundan 2'ser ml eklendi ve 4,500 rcf
hizda 5 dakika santrifij edildi.

12. Yikama islemi BQ2 tamponundan her bir tiipe 2'ser ml eklenerek tekrarlandi.

13. Kolonlarin yikama isleminin ardindan kurutulmasi i¢in tipler 4,500 rcf hizda 10 dakika
santrif(j edildi.

23



14. Kolonlar yerlesik oldugu toplama tuplerinden cikarilarak yeni steril toplama tiplerine
yerlestirildi.

15. Yeni toplama tuplerine yerlestirilen ve DNA'nin tutuldugu kolonlara su banyosunda
Onceden bekletilerek 70°C’ye getirilmis olan eltisyon tamponundan 100 pl eklendi ve
4,500 rcf hizda 3 dakika santrifujj edildi.

16. Eltsyon tamponunun eklenme ve santrifuj islemi ayni sekilde bir kez daha tekrarlandi.

Toplam 200ul eliisyon tamponu igerisinde elde edilen DNA o6rnekleri, 1,5ml’lik steril
tiplere alinarak stok DNA’lar hazirlanmis oldu. izolasyonu yapilan DNA’larin miktar ve
saflikliklarimn belirlenmesi igin yapilacak spektrofotometrik olcimlere kadar Ornekler
+4°C’ de muhafaza edildi.

2.3. Izole Edilen DNA' n:n Konsantrasyonunun ve Safl:g:mn Saptanmas:

DNA'nin miktar: ve saflig1, spektrofotometre cihazinda 260 ve 280 nm dalga boylarinda
elde edilen absorbsiyon degerlerinin birbirlerine oranlar1 ile belirlenmektedir. DNA 260nm,
protein ise 280nm dalga boylarinda en yiksek absorbansi gostermektedir. Bundan dolay: saf
DNA’nIN A .5, Oran yaklasik olarak 1.80 olmalidr.

Optik dansitenin (OD), cift iplikli DNA igin 50 pg/ml’ ye karsilik gelmesi gbz oninde
bulundurularak her bir 6rnegin DNA konsantrasyonu su sekilde hesaplanmistir(80):

DNA konsantrasyonu(pg/ml) = 260 nm'deki Absorbans Degeri x Dilisyon Orant x 50
ug/ml

Elde edilen olgu ve kontrol grubu DNA’larinin miktarlarimn ve safliklarinin belirlenmesi
icin, eliisyon tamponu igerisinde bulunan DNA solisyonundan 10ul alinip, steril, distile su
ile 500ul’ye tamamlanarak, 1:50 oraninda diltie edildi. Olglim icin kullanilan kor ise, 10yl
elisyon tamponunin 490pl steril, distile su ile 500ul’ ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Toplam
hacmin 500l olmasimin nedeni kivetlerin en az 500ul hacimde o6lgim yapilmasim
saglamalaridir.
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Konulan korin absorbsiyon degerlerine kiyasla elde edilen dOrneklerin absorbsiyon
sonuglari, DNA miktarlar: ve safliklarimn belirlenmesi icin yukarida belirtilen formile gore
hesapland.

Daha sonra, tim DNA o6rnekleri, intakt olup olmadiklarint kontrol etmek igin %1’lik
agaroz jelde yuritulerek goruntilendi. (Jel elektroforezi icin detayli bilgi ileri bolumlerde
verilmistir.)

Miktarlart belirlenen tim stok DNA 0orneklerinden, polimeraz zincir reaksiyonunda
(Polymerase Chain Reaction, PCR) kullanilma sirasinda standarzisasyonu saglamak igin
25ng/ul konsantrasyonlu ara stoklar hazirlandi. Stok DNA o6rnekleri -20°C’de muhafaza
edilmistir. Arastoklar ise OCR’ da kullaniimak tizere +4C’ de muhafaza edildi.

2.4 PCR /e Belirlenen Gen Bélgelerinin Cogaltiimas:

Calismanin genelinde toplam 16 farkli primer ¢ifti kullanilmustir. 14 cift, CPT1B gen
bolgeleri icin diger 2 cift ise HLA DQB1*0602 allelinin varliginin belirlenmesinde
kullanlds.

2.4.1 PCR da Kullan:lan Komponentler

Kurulan tim reaksiyonlarin toplaminda asagida belirtilen malzemeler kullarld.
Kullanilan ttim malzemeler -20°C’ de muhafaza edildi.

DNA Tag Polimeraz Enzimi: (Fermentas, EP0402)

Reaksiyon igerisinde yeni UrUnlerin sentezini saglayan enzim olarak rekombinant
Ozellikteki DNA taq polimeraz enzimi kullanildi. Konsantrasyonu 5U/ul olan enzimden,
30ul’ lik reaksiyonaicin 1 tnite, 15pl reaksiyon icin ise 0,5 Unite olacak sekilde eklendi.

10X Taq Tamponu (NH ,) , SO, 't (MgCl , 'si2): (Fermentas, EP0402)
DNA Tag polimeraz enzimi ile birlikte gelen 10X Tag (NH4)2SO4' |G tampon

(MgCl2'siz), CPT1B gen bolgelerinin gogaltiilmasinda son konsantrasyonu 1X olacak
sekilde kullanldh.
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10X Taq KCI'li (MgCl ,’siz) Tamponu: (Fermentas, EP0402)
Bu tampon HLA DQB1*0602 allelinin ¢ogaltiimasi igin kurulan PCR reaksiyonlarinda
son konsantrasyonu 1X olacak sekilde kullamldi.

25 mM MqgCl, : (Fermentas, EP0402)
PCR optimizasyonu sirasinda farkli her primer cifti icin 1-4mM arasinda farkl
konsantrasyonlarda optimizasyon calismalari yapildi ve optimize konsantrasyonlari

reaksiyon icerisine eklendi.

dNTP Karzsime Hazrlanmas: (Fermentas, R0182)

100 mM konsantrasyonundaki her bir dANTP den (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 10’ar pl
alinip 460 pl steril distile su ile 500ul’ye tamamlanarak 2mM konsantrasyonlu dNTP
karisimi hazirlandi. 100'er pl kictk hacimlere bolinerek -20°C'de muhafaza edildi.
Reaksiyonundaki son konsantrasyonu 0,2 mM olacak sekilde eklendi.

DMSO (Dimetil Sulfoksit) (Applichem; A3672)

CPT1B geninin 11. ekzonun gogaltiimasinda, PCR optimizasyonunu saglamak igin
DM SO kullaniimigtir. Kalip DNA’nin olusturdugu ikincil yapilari gdzmesi ve tzellikle GC
oran yuksek olan hedef bolgelerin gogaltilmasinda verimliligi arttirdig: bilinmektedir.

2.4.2 Primerlerin Dizayn edilmes

CPT1B geninin, eksprese olan tim ekzonlarimn ve rs5770917 SNP'sinin dizi
analizlerini yapilabilmesi icin, belirlenen bolgeler PCR islemi ile ¢ogaltildi. Cogaltilacak
bolgeye spesifik olan tim primerler “Oligo” program kullamlarak dizayn edilmistir.
CPT1B geni icin kullamlan tim primerlerin listesi Tablo 2.1 de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1. Cogaltilan bdlgelerin ve kullanilan primer dizilerinin listesi

Cogalttig1 Bolge Primer Adh

Primer Dizis (5'-3')

PCR  (ridn
uzunlugu(bp)

rs5770917  Igeren
Bolge

2. Exon

3. Exon

4. Exon

5. Exon

6.-7. Exon

8.-9. Exon

10. Exon

11. Exon

12. ve 13. Exon

14.-15. Exon

16. Exon

17. Exon

18. ve 19. Exon

rs5770917F

rs5770917R
CPTE1F
CPTEIR
CPTE2F
CPTEZ2R
CPTE3F
CPTE3R
CPTEA4F
CPTE4R
CPTES-6F
CPTE5-6R
CPTE7-8F
CPTE7-8R
CPTESF
CPTESR
CPTE10F
CPTE10R
CPTE11-12F
CPTE11-12R
CPTE13-14F
CPTE13-14R
CPTE15F
CPTE15R
CPTE16F
CPTE16R
CPTE17-18F
CPTE17-18R

GCCCCGTGCTGTGTATGTAAC

TCTCCTCCTCCCCAAGTCCT
ACTGGCTGGGGGCGTCTCG

TTCCACAACCTGTACCGGGCAGAA

GGAGCCAGTTCCCAAGACTTC
CCCCGTGACTGCCAATG
CTTAGCCCTACATCCGCTCAT
CTGTCTGCCTCTCCCGTCTA
GGGAGTTGCTGGTTGGTT
CCCATTATTCTCAAGCCCTTA
GGTGGGAAGAGGATTAAGATA
CCACGGAAGCTGCTACTA
GCCCCCGAATAGATTGGTCCT
GAGACACTGGGGACGCTTGG
CCTGGTTTAGGACACACGGAT
CAATGCCCCTCCCCTAGTT
ACCCCACCCCCATCTCC
CCTGCACTCAAGTGATCCACC
AGGGTTAAAGGTTGGGGTTGC
TCCCTGAAGCCAGTTTGGACT
AACGTCATGCCTCCTAGACA
GCAGAAGTAAAGGGGTGAAGA
CACAGTCGTCGGGTGAGGT
GGATGTTGCTCCTGCTCAGTC
GCAGCTCACACAAGCCTTATG
CAGGTCTGGGGTTATGCTCTC
GGGCCCGTTCCTGCAACTCTT
GGACCTGCTGCCGGAGCTG

232

358

335

416

281

476

443

478

443

555

569

429

415

567
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2.4.3 Primerlerin Hazrrlanmas

Liyofilize olarak gelen primerler (TibMolbiol) c¢ozilecekleri gune kadar +4°C’'de
muhafaza edildi. Liyofilize primerler 100 pmol/ul konsantrasyonda olacak sekilde,
firmanin 6nerdigi miktarda steril distile su eklenerek ¢ozuldi. Tupler yaklagik 30 saniye
vortekdendi ve 30 dakika buzun Uzerinde bekletildiler. Primerlerin tamamen ¢ozulmesi
saglandiktan sonra, 100 pmol/pl konsantrasyondaki primer ana stoklari, 1:10 oraninda
dile edilerek 10 pmol/pl konsantrasyonlu ara stoklar hazirlandi. Hazirlanan ara stoklar
100’ er pl hacimlerde bolinerek ana stoklar ile birlikte -20°C’ de muhafaza edildi.

2.4.4 PCR' in Hazirlanus:

PCR reaksiyonu igin kullamlacak olan tim bilesenler 0,2ul hacimli steril ve tim
enzimlerden arindirilmis tuplere(Greiner; 683201) kondu. Farkli 6rneklerde ayni bolgelerin
cogaltiimas: durumunda bilesenlerden kalip harig digerleri karisim halinde hazirlamp daha
sonra kalibr 6nceden konmus PCR tuplerine bolindu. Kurulan her bir PCR grubu igin,
mutlaka negatif kontrol olarak kalip yerine suyun konuldugu resksiyon ile deney kontrol
edilmistir.

Reaksiyon karisimi hazirlamirken, tim bilesenler buz Gizerinde muhafaza edildiler. Taq
polimeraz enzimi karisima en son eklendi. Karisim iyice homojenize edildikten sonra
Onceden kalip eklenmis PCR tiplerine bolindikten sonra, reaksiyon karisimi ile kalibin
iyice karismas: saglandi ve daha sonra tupler otomatik sicaklik dongusli saglayan cihaza
yerlestirildi.

Her primerin optimizasyonu saglanirken, cihazin gradient 6zelligi kullanildi. Her kuyu
farkli annealing sicakligina ayarlandi ve bdylece en optimize annealing sicakligr kisa
stirede belirlenmis oldu.

2.4.4.1 CPT1B Gen Bolgelerinin Cogaltiimas::
DNA dizi analizi yapilacak olan CPT1B gen bolgelerinin ve rs5770917 SNP' sini igeren

bolgelerin cogaltilma islemleri icin total reaksiyon hacmi 30ul olacak sekilde hazirlandh.
CPT1B geninin eksprese olan tum ekzonlar: yani 2. ekzondan 20. ekzona kadar ekzonlarin
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her biri igin farkl primer ¢ifti kullamlarak gogaltildi. 11. ekzon hari¢ diger tum CPT1B
ekzonlar igin kurulan PCR reaksiyonlar: asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 2.2. CPT1B ekzonlarinin (11. ekzon hari¢) ¢ogatilmasi igin kurulan PCR isleminde
kullanilan bilesenler ve miktarlar:.

Bilesenler Tk Son 30pl
Konsantrasyon Konsantrasyon Reaksiyon(ul)

Tag Tampon 10X 1X 3

MqgCl2 25mM 25mM 3

dNTP Karisim 2mM 0,2mM 3

Taq Poimeraz Enzimi 5U/ ul 1U/30pl 0,2

Tleri Primer 10 pmol/ pl 0.6 pmol/pl 2

Geri Primer 10 pmol/ pl 0,6 pmol/pl 2

DNA Kalip 25 ng/pl 25 ng/pl 1

H,O(Streil nukleaz igermeyen) - - 15,8

Diger ekzonlardan farkli olarak 11.ekzonun PCR reaksiyonunda optimizasyon DM SO
kullanlarak gerceklestirilmistir ve Tablo 2.3’ de 6zetlenmistir. 11. ekzon icin kurulan PCR
reaksiyonu asagidaki gibidir.
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Tablo 2.3. CPT1B, 11. ekzonun gogaltilmas igin kurulan PCR igin kullanilan bilesenler ve

miktarlar.
ik
Bilesenler Enonsantrasy i%nn%ntrasyon ?I;Oel;Lsiyon(ul)
Tag Tampon 10X X
MgCl 25mM 25mM 3
dNTP Karisim 2mM 0,2mM 3
Taq Poimeraz Enzimi SU/ pl 1U/30ul 0,2
Ileri Primer 10 pmol/ pl 0.6 pmol/ul 2
Geri Primer 10 pmol/ pl 0,6 pmol/pl 2
DMSO - %2 0,6
DNA Kalip 25 ng/ul 25 ng/ul 1
H2O(Streil niikleaz
- - 15,2

icermeyen)

Optimizasyon sonuclarina goére belirlenmis sicakliklarda ve sirelerde PCR profilleri
kuruldu. Profiller Tablo 2.4’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.4 CPT1B gen bolgelerinin gogaltilmast igin kullamlam PCR profilleri.

Primerler CPTE1 CPTE2 CPTE3 CPTE4 CPTE5-6 CPTE7-8 CPTE17-18
Basamaklar Iss  Sire Isi(°C) Sire Isi(°C) Sire Isi(°C) Sire Isi(°C) Sire Isi(°C) Sure 1s1(°C) Sire
Baslangic

Denatirasyonu 95  7dk 95  7dk 95  7dk 95  7dk 95  7dk 95 7dk 95  7dk

Denatirasyon 95  30sn 95  30sn 95  30sn 95  30sn 95  30sn 95 30sn 95  30sn
Annealing 69  30sn 65  30sn 58  30sn 58  30sn 55  30sn 69 30sn 67  30sn

Uzaman 72  30sn 72  30sn 72  30sn 72  30sn 72  30sn 72 30sn 72  30sn
SonlanmaUzamasi2  7dk 72 7dk 72 7dk 72 7dk 72 7dk 72 7dk 72 7dk
Siklus 35 35 35 35 35 35 35
Primerler CPTE10 CPTE10 CPTE11-12 CPTE13-14 CPTE15 CPTE16 rs5770917
Basamaklar Isi(°C) Sire 1si(°C) Sure Isi(°C) Sure 1s(°C) Sire 1si(°C) Sure  1si(°C) Sure 1s1(°C) Sire

Baslangi¢ Denatirasyonu 95 7dk 95 7dk 95 7dk 95 7dk 95  7dk 95  7dk 95  5dk
Denatirasyon 95 30sn 95 30sn 95 30sn 95 30sn 95  30sn 9% 30sn 95  20sn

Annealing 62 30sn 67 30sn 64 30sn 65 30sn 65  30sn 58 30sn 63  20sn

Uzaman 72 30sn 72 30sn 72 30sn 72 30sn 72 30sn 72 30sn 72 20sn
Sonlanma Uzamast 72 7dk 72 7dk 72 7dk 72 7dk 72 7dk 72 7dk 72 5dk

Siklus 35 35 35 35 35 35 37
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2.4.4.2 HLADQB1*0602 Allelinin Cogalt:!imas

HLA DQB*0602 alelinin tasimip tasinmadiginin gosterilmesi igin, Mignot ve grubunun
calismasinda kullandigi primer ciftleri kullamilmistir(81). Bu primer allelin varlig:
durumunda bdlgeyi cogaltmakta, yoklugunda ise cogaltmamaktadir. Calismanin kontrollU
olmas: icin, pozitif kontrol olarak “Human Growth Hormone (HGH)” gen bolgesine
spesifik baska bir primer cifti daha reaksiyona eklendi. Multipleks PCR yapilarak her iki
bolgeye spesifik primer ciftleri son hacmi 15ul olan aym reaksiyon icerisinde kullanildh.
HLA DQB1 allelini tasiyan kisilerin jel goruntusiinde, 439bp ve 218bp uzunlugunda 2
bandin gorilmesi beklendi. Alleli tasimayan Kisilerin jel goruntilerinde ise sadece pozitif
kontrol amagl: bandin (439bp) gozlenmesi beklendi. Reaksiyonun optimizasyonu yapilarak
tum hasta ve kontrol grubunda reaksiyonlar kuruldu.

Allek bolgesi ve pozitif kontrol amagli kullnallan primer bilgileri Tablo 2.5'de
gosterilmistir.

Tablo 2.5. HLA DQB1*0602 alelinin ¢ogaltiimas: icin (602) ve pozitif kontrol olarak
kullanilan (HGH1) primerlerin listesi.

Cogalttig PCR ardn
DSdtlg Primer Ad Primer Dizis (5'-3) uzunlugu
Bdlge b
(bp)

HLA 218
DQB1*0602  602F CCCGCAGAGGATTTCGTGTT

602R AACTCCGCCCGGGTCCC
HGH gen bdlgesi 439
(+ kontrol) HGH1F CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA

HGH1R ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC

DQB1*0602 allelinin ¢cogaltilmasinda kullanilan reaksiyon bilesen bilgileri Tablo 2.6'da
ve profil bilgileri ise Tablo 2.7'de verilmistir.
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Tablo 2.6. DQB1*0602 allelinin ¢ogaltiimast i¢in kurulan PCR reaksiyonlarinda kullamilan

bilesenler ve miktarlari.

Ik Son 15 pl Reaksiyon
Bilegenler Konsantrasyon Konsantrasyon

1,5
Taqg Tampon 10X 1X
MgCl* 25 mM 2,5 mM 1,5
dNTP Karisimi 2mM 0,2mM 15
Taqg Poimeraz Enzimi 5U/ ul 1U/15ul 0,1
ileri 602 Primeri 10 pmol/ pl 0,3 pmol/ul 0,5
Geri 602 Primeri 10 pmol/ pl 0,3 pmol/ul 0,5
Ileri HGH1 Primeri 10 pmol/ pl 0.06 pmol/pl 0,1
Geri HGH1 Primeri 10 pmol/ pl 0,06 pmol/pl 0,1
DNA Kalip 25 ng/ul 25 ng/ul 1
H.O(Strell nikleaz 8.2
icermeyen) ’

Tablo 2.7. DQBL1 aleinin gogaltiimasi igin kullamlam PCR profili.

Primer 602 + HGH1

Basamaklar Iss  Slre

Baslangi¢ Denatlirasyonu 95  7dk
Denatlrasyon 95  30sn
Annealing 69  30sn
Uzama 72  30sn

Sonlanma Uzamasi 72 7dk
Siklus 35

2.4.5 PCR Urunlerinin Agoroz Jelde Goriintulenmesinde Kullarzlan Kimyasallar ve
Gerecler

5X TBE (Tris Buffer EDTA) Stok Tampon Haz:rlan:s::

1 It 5X TBE tamponu hazirlamak icin, 54 gr Tris- Base (Sigma, T6066), 27,5 gr Borik
Asit (Sigma, B6768) ve asagida ayrica hazirlamist anlatilan 0.5M EDTA (pH 8)
solisyonundan 20 ml kullanilch. Kati1 kimyasallar hassas terazi (Presica 205A SCS)
kullanilarak tartildi. Gerekli tim kimyasallar mezir igerisine konuldu. Mezure 1lt steril
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distile su eklenerek magnetik karistirict Uzerinde karstirillarak ¢ozeltinin homojenize

olmasi sagland:.

0.5M EDTA (pH:8) Hazrrlanu::

100 ml 0.5 M EDTA’'nin hazirlanmasi i¢in; 23,26 gr EDTA (Sigma, E5134) tartilarak
Uzerine 80 ml steril distile su eklendi. Magnetik karistirici Uzerinde ¢ozeltinin pH’ s1 8 olana
kadar yaklasik 2,5 gr NaOH pellet eklendi. pH olgimi, magnetik karistirict Uzerinde
karistirillan ¢ozeltinin icerisine daldirilan pH metre ile yapildi ve pH degisimine dikkat
edilerek ¢ozelti hacmi 100 ml’ ye tamamland:.

Agaroz Jelin Hazrlanis: ve Jel Elektroforez:

Agoroz jelin hazirlanmas: ve elektroforez tankinin(Biorad-Sub-Cell GT) doldurmast
icin 0.5X konsantrasyonlu TBE tampon hazirlandi. Bunun igin 5X konsantrasyonunda
hazirlananan stok TBE tamponu 1:10 oraminda seyreltildi. Tankin ici, jeli ortecek kadar
0,5X TBE tampon ile dolduruldu.

Agoroz jel ise yurutilecek nukleik asit 6zelligine gore degisik yuzdelerde hazirland.
izole edilen genomik DNA'min intakt olup olmachgim kontrolli icin %2'lik, PCR
drdnlerinin gosterilmesi igin ise %2’ lik agoroz jeller hazirlandh.

%2’'lik, 40 ml hacimli hazirlanan jel 6rnegi Uzerinden yapilan islemler anlatilacak
olursaz 40ml hacimli jel teknesi icin 40ml 0,5X TBE tampon ile 0,8 gr agaroz
tartilarak(Applichem, A2114) erlen icerisine konuldu. Mikrodalga yardim ile agarozun
tampon igerisinde tamamen ¢ozultp, sivi hale gelmesi saglandi ve oda sicakliginda el
yakmayacak kadar sogumasi saglandi. Daha sonra 3ul EB (Etidyum Bromir) ilave
edilerek, EB’nin tamamen dagilmasi i¢in erlen ¢alkalandi. Tamamen homojenize iken jel
yatagina dokuldu. Daha 6nceden konumlari jel yatagina gore ayarlanmis olan taraklar jel
teknesine yerlestirildi ve jel katilasana kadar oda sicakliginda yaklasik 10-15 dakika
beklendi. Katilasan jelden taraklar kuyulara zarar vermeden dikkatlice ¢ikarilip, 6rneklerin
yuklenmesi i¢in 0,5X TBE tampon ile dolu jel tankina yerlestirildi.

Yikleme Tamponu Hazrlanu::
10ml yukleme tamponu hazirlamast igin; 0,025 gr bromofenol Blue (BF Blue) ve 0,025
gr xylene cyanol FF (XCFF) 15ml steril tup icerisinde karistirilarak, tzerine 3 ml gliserol



(Applichem, A0567) eklendi ve karisim steril distile su ile 10 ml’ye tamamland:.

Homojenize olana kadar yiksek devirde vortekslendi.

PCR Uriinlerinin Agaroz Jele Yilklenmesi:

PCR Urunlerinden 5ul ve yikleme tamponundan 2ul karistirillarak ornekler kuyulara
yuklendi. PCR Urunlerinin uzunluklarinin kiyaslanmast agisindan PCR Urtinin uzunluguna
gore ise 50 bp (Fermentas, SM0613) ya da 100 bp (Fermentas, SM0241) DNA
belirteglerinden biri kullanildi. 1ul DNA belirteci, 2ul yikleme tamponu ve 4yl steril su ile
birlikte kuyulara yiklendi.

Jele yiklenen PCR drunleri, jel tank sistemi gi¢ kaynagina (Biorad PowerPac Basic)
baglanarak, 80-120 V arasi sabit gerilim ve 30-40mA arasi akim kosullarinda yaritaldo.
Sire PCR urunlerinin molekuler agirligina gore ve jelin konsantrasyonuna bagli olarak
ortalama 30-45 dakika arasinda yurituldu. Y orittilen PCR drUnleri ultraviyole 11k altinda

transiliminatdr ile goruntilendi

2.4.6 PCR Urinlerinin Sekans Analizeri

Dizi analizinin sorunsuz gerceklesebilmesi igin PCR drUnunlerinin hepsi  jel
elektroforezi sonucu goruntulendi ve bantlarin  temizligi  kontrol edildi. PCR
optimizasyonlar: temiz bant elde edilene kadar tekrarlandh.

CPT1B gen ekzonlar: ve rs5770917 polimorfizmini iceren bolgelerin PCR Urunlerinin
hepsinin 30pl son hacimde olacak sekilde hazirlandigr yukarida belirtilmistir. PCR
tuplerinin Uzerine yazilan hasta ve primer kodlar1 kontrol edildikten sonra kapaklar:
parafilm ile iyice sarildi. Ornekler “Macrogen” firmasinin Gliney Kore subesine kargo yolu
ile gonderildi ve bu gonderim ve dizi analizi hizmet aim ile karsiland:.

Her gonderilen PCR 0rtnt icin firma tarafindan ilk Once saflastirma islemi
gerceklestirilmesi  istendi. Ilk asamada; ileri primerler kullalarak dizi analizi
gerceklestirildi. Daha sonraki asamalarda ise rastlanan nikleotid degisimlerinden emin
olmak igin geri primerler kullamlarak tekrar dizi analizleri yapild.
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Orneklerin Kore'ye gonderiminden sonra, 2 hafta sire icerisinde, firma tarafindan
elektronik posta yolu ile sekans sonuclari gonderildi. Sonuclar; pdf, gif, ve metin
formatlarinda gonderildi. Dizi analizi icin sirast ile asagidaki yontemler uyguland:

2.4.6.1 Kargilastirma (BLAST) Analizi
Her hastanin gelen sekans sonuclari, "NCBI/Blast” veritaban kullanilarak tim genom

dizisi ile karsilastirildi ve istenilen bolgenin PCR ile ¢ogaltilip ¢ogaltiimacdigi dogruland:.
Bu islem igcin FASTA formatinda gelen dizi ve www.nchi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqgi

internet adresi kullanildi. Nukleotid dizeyinde yapilan bu karsilastirma islemi ile
homozigot veya heterezigot baz degisikliklerinin saptanmas saglandi.

2.4.6.2 Dizi Analiz Programn:n Kullandmas

Gelen kromotogram sonuglarimin analizini saglayan “ChromasPro Version 1.34”
programi kullamildi. Kromotogram goruntulerindeki piklerin goz ile tek tek kontrol
edilmesi, heterezigot baz degisimlerinin bulunmasi saglandi. Bu yontem ile heterezigot baz
degisimleri yakalamrken, homozigot baz degisimlerini gdzden kagirmamak icin blast
islemi de mutlaka yapildi.
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3. BULGULAR

3.1 Olgu Grubunun Olusturulmas:

Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi, Noroloji Anabilim Dalr'na bagvuran ve aynm
anabilim dal1 tarafindan narkolepsi tamisi konulan bireyler olgu grubumuzu olusturdu.
Calismada olgu grubunu olusturan bireylerin tum klinik bilgilerine hasta dosyalarindan,
kisiler ile yUz ylze ya da telefon araciligi ile yapilan konusmalar aracilig: ile ulasildh.
Kompleks bir uyku bozuklugu olmasi nedeni ile hastaligin tamisimin konmast igin yapilan
testlerin yam sira hastalardan alinan anamnezler de bir o kadar 6nemlidir.

Calismada, olgu grubuna 30 narkolepsi hastasi, kontrol grubuna ise 50 saglikli birey
dahil edildi. Olgu grubunun 14'G (%46.7) kadin, 16'st (%53.3) erkek bireylerden
olusmaktadir.

Olgu ve kontrol grubundaki tim bireylerden EDTA’l1 tUplere alinan 2'ser ml kan
ornekleri, DNA izolasyonuna kadar -20°C’ de muhafaza edildi. izolasyonularimn ardindan,
spektrofotometrik olctimleri yapilip konsantrasyon ve safliklar: belirlenen DNA 6rnekleri
%1’ lik (w/v) agaroz jelde yarGtullp transiliminator ile de goruntilenip teyid edildi.

3.2 PCR Uriinlerinin Olusturulmas: ve Goruntiilenmesi

Spektrofotometrik olcumleri yapilip, jel gorunttleri elde edilen DNA 6rneklerinden

25ng/ul konsantrasyonlu ara alikatlar hazirlamp, PCR igin ara alikatlardan kalip DNA

kullanildi Tim PCR sonuglar1 %2’ lik (w/v) agoroz jelde yuritaldd.

3.2.1 Cogaltilan CPT1B Gen Bolgelerinin Jel Gorintdleri

CPT1B genininin okunan tim ekzonlar1 ile ekson-intron sinirlart ve rs5770917 SNP sini
iceren bolgeler PCR ile cogaltilch. Cogaltilan bolgelerin jel goruntlleri Sekil 3.1'de

gosterilmistir.
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A
1 gcccegt get gt gt at gt aacacaat aaacaagcttcttcttcccaccct gt cct ggeccc
61 tctgagcagcagcagaaagt accaaaccgagcagt acacacaaagggact cttcagt gc
121 ttgggattgaaagt ggttagcgttcat gct gccagtt ggggt cccccat ccct ccccag
181 tcccctggcet gcaget t agaat aat aaat act aggact t ggggaggaggaga

B

M El E2 E3E4 E5 E6 E7 E§ E? (O

300hp - 2
Wiy e W - - -

100bp

Sekil 3.1 rs5770917 SNP' sini iceren bdlgenin ¢ogaltiimast. A, Cogaltilan bolgenin genomik
dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir B, Cogaltilan bolgenin
elektroforez jel gorunttleri. M; 100bp’lik DNA belirteci, (-); Negatif Kontroli, K1-K9;
kontrol 6rnek numaralarint gostermektedir.

1 act ggct gggggegt ct cggcgeggcet ggcggeggggecggect aagcgecgeccgegeac
61 ccatctgcccccgt cct agGTIrGCCGACCAACCCCCAGGATGECCGAAGCT CACCAGECCG
121 TGGECCTTCCAGT TCACGGT GACCCCAGACGEEGT CGACT TCCGECTCAGT CGEGAGECCC
181 TGAAACACGTCTACCTGICTGGGATCAACT CCTGGAAGAAACGCCTGATCCGCATCAACY
241 Tgcgcacaggt gcttct cccagagcgt aggcagaggccggct gt cagcet gtt aagecgctt

301 tgttagggtccctcactgcectccttggcet ggecactt ct gccecggt acaggt t gt ggaa

. 358hp

200bp — . o
=
100bp ——

Sekil 3.2 CPT1B, 2. ekzon igeren bdlgenin ¢ogaltiimast. A, Cogaltilan 2. ekzonun genomik
dizisi. Alt1 cizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bdlgeleridir. Golgelendirme ile
yazilan dizi baslama kodonudur. B, Cogaltilan bolgenin jel goruntileri. M; 100bp’lik DNA
belirteci, N; Negatif Kontrolt, N19-N26; hasta 6rneklerinin numaralarin gostermektedir.
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1 ggagccagttcccaagactt cacaggcaggct aacct cccgecttccggcet ccat aaggg
61 cgcctgtttct gcccacagAATCECATCCT CAGEEECGT GTACCCT GECAGCCCCACCAG
121 CTGGCTGGTCGICATCATGGCAACAGT GGGT TCCTCCTTCTGCAACGTGGACATCTCCTT
181 GGGCECTGGTCAGI TGCATCCAGAGATGCCTCCCTCAGG gt aaggagt gaaact ggaagg
241 Ccacaggt gccaccagggagggct gggcccagct cccaaggct gaggtt cct gagct ggg
301 cagat acaggacagcagccatt ggcagt cacgggg

BRI N20 TN21 TN22 TN2Z3 TN24 TN2S TN2a IN27T (-)

S00bp =

— I35
200bp — D S D S T — bp

100bp |

Sekil 3.3 CPT1B, 3. ekzonunu igeren bolgenin cogaltiimas.. A, Cogaltilan 3. ekzonun
genomik dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir B, Cogaltilan
bolgenin jel goranttleri. M; 100bp’lik DNA belirteci, (-); Negatif Kontrol, N20-N27; hasta
Ornek numaralarint gostermektedir.

A
1 cttagccctacat ccgcetcatttgat gcagt cagacat gagt gt gcccagggaggttctt

61 Ccccttggtgtctcccctgagacagttcacagccacccgaggct ggecct caagaggaccce
121 cctgcagcccttgecccct ct ccaat agGlGIrGECCCCTACCAGACCCCGCAGACCCEEEC
181 ACTTCTCAGCATGGCCATCTTCTCCACGEECGT CTGEGT GACGGECATCTTCTTCTTCCG
241 CCAAACCCTGAAGCTGCTTCTCTGCTACCATGGEGTGGATGT TTGAGATGCATGGCAAGAC
301 CAGCAACTTGACCAGGATCTGEXCTgt gagcagcagccagt ggaggggt t caggcacct g
361 ggttgagactctttggactcctttggggttct gagct agacgggagaggcagacag

M N20 N2l N22 N23 N24 N25 N26 DN2T ()

S00hp — :
3uuhpg--"-.--- 416kp

100hp

Sekil 3.4 CPT1B, 4. ekzon igeren bblgenin ¢ogaltiimast. A, Cogaltilan 4. ekzonun genomik
dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir B, Cogaltilan bolgenin
jel goruntuleri. M; 100bp’lik DNA belirteci, (-); Negatif Kontroll, N20-N27; hasta 6rnek
numaralarint gostermektedir.
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A
1 ggagttgectggttggtttccattttttccactggctcccaccccagecact ctgct ct gt
61 acccccagATGIGTATCCGCCTTCTATCCAGCCGECACCCTATGCTCTACAGCTTCCAGA
121 CATCTCTGCCCAAGCT TCCTGT GCCCAGGGT GTCAGCCACAATTCAGCGEgt gagggcect
181 Cgcttgggcat cccagt gggcaggggaggt t ggat t caggagat gttt ccaaat at aagg
241 ttctgtgcaaagagtggccttaagggctt gagaat aat ggg

B

BT M20 IN21 MN22IN23 IN24 IN25 N26 MN2T ()

S00BP o g w— - — e - 231Dbp
2000p

100bp

Sekil 3.5 CPT1B, 5. ekzon iceren bolgenin ¢ogaltiimasi. A, Cogaltilan 5. ekzonun genomik
dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir B, Cogaltilan bolgenin
jel goruntuleri. . M; 100bp’'lik DNA belirteci, (-); Negatif Kontrolt, N20-N27; hasta drnek
numaralarint gostermektedir.

A

1 ggt gggaagaggatt aagat agaggcagccctt gccat ct ggccccacggt gat gat aac
61 t ggct ggacagTACCTAGAGI CTGIGCGCCCCT TGT TGGATGATGAGGAATAT TACCGCA
121 TGGAGTTGCTGGCCAAAGAAT TCCAGGACAAGACT GCCCCCAGGCTGCAGAAATACCT GG
181 TGCTCAAGTCATGGTIGGECAAGTAACTATgt aagt t cct gcccct gggcet cact gt cacc
241 tgccatgtgtcctgget Gcacccgecccagcet ct aaccttccacct ccccacagGTrGAGG
301 ACTGGTGGGAAGAGTACATCTACCT TCGAGGCAGGAGCCCTCTCATGGT GAACAGCAACT
361 ATTATGICATCgt at gaact agagcccccaggt ccccgcacgt get cagcet ct gt cccag

421 ctccaaggcaagggat ct ggaggacagcccagagct ct agt agcagctt ccgt gg

SO0hp | — . AT Ghp
= —— e — — — —

1 00bp

Sekil 3.6 CPT1B, 6. ve 7. ekzonu igeren bolgenin cogaltiimasi. A, Cogaltilan bolgenin
genomik dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir. B, Cogaltilan
bolgenin jel goruntisi. M; 100bp’lik DNA belirteci, N16-N21; hasta 0rnek numaralarin
gostermektedir.
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1 gcccccgaat agatt ggt cctt gggt cagcaagact caggt gacacccagacagaggccc
61 ccaccccgcgggctctgttcct ct gt agGACCT TGTGCTCATCAAGAATACAGACGTGCA
121 GGCAGCCCGCCTGGEGAAACATCATCCACGCCATGATCATGTATCGCCGTAAACT GGACCG
181 TGAAGAAATCAACCCTgt gagt t gcgt cagggt t gaaggt gggat gggaggggagacct G
241 agtctgagccat gct gggcectt ccct cagGTGATGGCACTGEECATAGTIGCCTATGIGCT
301 CCTACCAGATGGAGAGGATGT TCAACACCACT CCGATCCCGEECAAGGACACAGL aact
361 gagccccct cgcet get acct gt gggecat ct gget gget cget geect cct gect get ca

421 tcaccaagcgtccccagtgtctc

LI TN2Z0 INZ21 TN22 N2 TN2Z4 TNZES (-)

4uumpl!!*ll-.gll - 443bp
— -
100hp

Sekil 3.7 CPT1B, 8. ve 9. ekzonu igeren bolgenin cogaltiimasi. A, Cogaltilan bdlgenin
genomik dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir. B, Cogaltilan
bolgenin jel gorintlisi. M; 100bp’ lik DNA belirteci, , (-); Negatif Kontrolt, N20-N25; hasta
Ornek numaralarint gostermektedir.

A
1 cctggtttaggacacacggat cccat ccagggggcaggaaggcccaggcagaggccgagce
61 Aaaacagggt ct gcaggggt cacct agt gcat gggaggt gggccctt cccaggat gt age
121 tgggggccccgcect cagett geccgt ggect gt at cacagATGIGCTACAGCACCTCTCA
181 GACAGCCGGCACGTGGCTGICTACCACAAGCGACCCTTCTTCAAGCTGTGCCTCTATGAG
241 GCCGCCCGTCTGCTCAAGCCT CAGGATCTGGAGATGCAGT TCCAGAGGATCCTGGACGAC
301 CCCTCCCCACCTCAGCCT GGEGAGGAGAAGCT GECAGCCCT CACT CCAGGAGGAAGYt at
361 tggcct ct aggaagggact gt ccccaccct gagt t cagggcet ccgt gaggagaggagcegt
421 ggccctgectgeccaccct ggaact ggaggct ggaggcacaact aggggaggggcattg

M N20 N21 N22 N23 N24 N25 N26 N27 ()

S00BP “ " - . W% e w78

200hp
100y

Sekil 3.8 CPT1B, 10. ekzonu igeren bolgenin gogaltilmasi. A, Cogaltilan bdlgenin genomik
dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir. B, Cogaltilan bolgenin
jel goruntusti. M; 100bp’lik DNA belirteci, (-); Negatif Kontrolt, N20-N27; hasta 6rnek
numaralarint gostermektedir.
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A
1 accccacccccat ct ccaggt ccagccaggccct cagaggcaccct cat cccaagt ccac
61 gtgcccactgcttaccctgccccat get t cagGGTGGAGT GGGCGCAGGCACGCCAGECC
121 TTCTTTAGCTCTGGAAAGAATAAGCECTACCT TGGAGECCATCGAGCGTGCCACTTTCTTC
181 GIGECCCTGCGATGAGGAATCCTACTCCTATGACCCCGAAGATGAGECCAGCCTCAGCCTC
241 TATGGCAAGGCCCTGCTACATGGCAACTGCTACAACAGYE acggcagecccagecccaca
301 ggttacagcttaaggttaaaagttagggttat ggttagaggatt aaagat aaaagaaggt
361 agggtt at gagct gggt gcagt ggcacacacct gt gat cct agcact t t gggggccaagg

421 caggtggatcacttgagtgcagg
B

Sekil 3.9 CPT1B, 11. ekzonu igeren bolgenin gogaltilmasi. A, Cogaltilan bdlgenin genomik
dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir. B, Cogaltilan bolgenin
jel goruntusti. M; 100bp’lik DNA belirteci, (-); Negatif Kontrolt, N20-N27; hasta 6rnek
numaralarint gostermektedir.

A
1 agggt t aaaggt t ggggt t gcaggt caggcacct ct ggacattcccagectttggttcttc
61 atgtgtctactcttcctgcagGTGETTTGACAAATCCTTCACTCTCATTTCCTTCAAGAA
121 TGECCAGI TGGGTCTCAATGCAGAGCAT GCGTGEGCAGATGCTCCCATCATTGEECACCT
181 CTGGGAGgt aat agcct t gcagagggaacct gcagggcaggct gt aggggat gaggccag
241 cctctcagtctcatcctctccct gcagTTTGICCTGEGCACAGACAGCTTCCACCTGEEC
301 TACACGGAGACCGEGCACTGCCTGEECAAACCGAACCCTGCGCTCECACCTCCTACACEG
361 CTGCAGIGGGACATTCCAAAACAGQE gggt t ggaagct cccagagcaggt gt gagaccac
421 aaagcagcaggt gggt acagccccgacgaggect gagect cct cct cccct get ggectc
481 actgcct ggcccagecct cgggaaggcacagggcacgt ct caggat acct gt agagt cca
541 aactggcttcaggga

M Nl6 NIT NMI8 N19 MN20 M21 M22 DN23 MN24 N5 N26 N27 (-)

—
gg%&'---"----.-- 555hp

| —
Z00hp

Sekil 3.10 CPT1B, 12. ve 13. ekzonlarini igeren bdlgenin gogaltiimasi. A, Cogaltilan bolgenin
genomik dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir. B, Cogaltilan
bolgenin jel gorantisi. M; 100bp’lik DNA belirteci, (-); Negatif Kontroll, N16-N27; hasta
Ornek numaralarint gostermektedir.
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61
121
181
241
301
361
421
481
541

Aacgt cat gcct cct agacat gacccagagt cct get t ggagagcecct accct caget ga

cccttcccat gt ct t ggcagTGCCAGECAEGT CATCGAGAGT TCCTACCAGGT GGCCAAGG

CGT TGECAGACGACGT GGAGT TGTACTGCT TCCAGT TCCTGCCCT TTGGCAAAGGCCTCA

TCAAGAAGT GCCCGACCAGCCCTGATGCCTTTGT GCAGAT CGCGCTGCAGCTGECTCACT
TCCGgt aggagccccgcect cccgcet gct gagagggcagggt ggt accagggt ccacct g

ccagat t cacccct ct gt at at cccag GACAGEGGTAAGT TCTGCCTGACCTATGAGECC
TCAATGACCA GAATGI TCCCGGAGGGACGGACT GAGACTGTGCGT TCCTGTACCAGCGA
GICCACAGCCTTTGT GCAGECCATGATGGAGGEGTCCCACACAgt aagt gt cct ct gecc

At gt gggggt cacagt cgt cgggt gaggt gccccct ct gect cct gt ct gcct ggaggge

cagggct act cttcacccctttacttctgce

M N1l M2 M3 M4 NS Mo MNT N8
S00bp .-"*“-—ﬂﬂlﬁﬁmm

100byp

Sekil 3.11 CPT1B, 14. ve 15. ekzonlarini igeren bolgenin gogaltiimasi. A, Cogaltilan bolgenin
genomik dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir. B, Cogaltilan
bolgenin jel goruntisi. M; 100bp’lik DNA belirteci, N16-N27; hasta 0rnek numaralarin
gostermektedir.

A

61
121
181
241
301
361
421

1 cacagt cgt cgggt gaggt gccccct ct gecct cct gt ct gecct ggagggccagggcet act
cttcacccctttacttct gccccgcagAAAGCAGACCT GCGAGATCTCTTCCAGAAGECT
GCTAAGAAGCA CCAGAATATGTACCGCCT GGCCATGACCGGGEECAGEGATCGACAGCECA
CCTCTTCTGCCTTTACTTGGTCTCCAAGTACCTAGGAGT CAGCTCTCCTTTCCTTGCTGA
Ggt cagcaccgttgttgggt gt gt ccttt gt cccact gcecct cct acacgcagggcettgg
gccat ct cat gat ggagcacggcctgttttcct ggcttgct cccct gaagcet ccct ggag

t gct gggccagcetttcccgeccacaccccacct gggect gt ggt cct gggact gagcagg
agcaacat cc

™ML T2 ()

420hp

:
(0 *

100bp

Sekil 3.12 CPT1B, 16. ekzonu igeren bdlgenin gogaltilmasi. A, Cogaltilan bolgenin genomik
dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir. B, Cogaltilan bolgenin

jel gorunttsi. M; 100bp’lik DNA belirteci,

numaralarin  gostermektedir.

(-); Negatif Kontrol, N1-N2; hasta 6rnek
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1 gcagct cacacaagcctt at gt ggcat gat gcacaggggaccacggggt ggt ggccaggg
61 Agctcctgcaccct cagcagaaccgt gt ct ggct cagagt aggt cgcagacaccacgt gt
121 tggacaggtgctttgggt at gt ggcct ct gaccagct gt ggcct ccatt gcagGIrGCTCT
181 CGGAACCCTGCECGTCTCTCCACCAGCCAGATCCCCCAATCCCAGATCCGCATGTTCGACC
241 CAGAGCAGCACCCCAATCACCTGGEGECGCTCGGAGGTGECTTTGECCCTgt gagt get cet g

301 aagggggt gggt gggcagcaccagggccct gagggt t t cagt ggcgagt gcaggcecct ga
361 ggt cagacgagaggcaggagcacctt gctt agaggagagcat aaccccagacct g

Nl N2 N3 N4 N5 N6 N7 M

41%““*_. S00kp
. r -

Sekil 3.13 CPT1B, 17. ekzonu igeren bdlgenin gogaltilmasi. A, Cogaltilan bolgenin genomik
dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin oturma bolgeleridir. B, Cogaltilan bolgenin
jel gorunttst. M; 100bp’lik DNA belirteci, N1-N7; hasta 6rnek numaralarini gostermektedir.

A
1 gggcccgttcct gcaact ctt gt gggaagaacaagt acaat at cagctt ggcttt cagat
61 cttcaaggtttgatttatgccttcttcacccttcttgttgecct cagGTAGCAGATGATG
121 GCTATGGAGTTTCCTACATGATTGCAGGCGAGAACACGATCTTCTTCCACATCTCCAGCA
181 AGTTCTCAAGCTCAGAGACHt gagt ct cct gccacagct caggcct gaggaaggggt gc
241 cacctggggct gcccaggaacacaggt gt cttt ggct ggggaggcat ccttgett gt ggg
301 aacagaggggt gggt acat at ct gaaggt gcat ct gaact ct t ggct cccacagAACGCC
361 CAGCGCTTTGGAAACCACAT CCGCAAAGCCCTGCTGGACATTGCTGATCTTTTCCAAGT T
421 CCCAAGGCCTACAGCTGAAGQt t ggagaaat gccagcet gececctttcgtccccacactgtg
481 gaggaagggacct gt ggcagct cacaggcat gaggggt ggccgt gcacaggt gcccaggce
541 tccaaggacagct ccggcagcaggtcc

DI N21 IN22 N23 N24 N25 MN26 N27 (-)

50%!------_— S56Thp

100bp

Sekil 3.14 CPT1B, 18. ve 19. ekzonlar1 igeren bdlgenin gogaltiimasi. A, Cogaltilan bolgenin
genomik dizisi. Alt1 gizili olarak belirtilen dizi primerlerin  oturma bolgeleridir.
Golgelerndirme ile yazilan bolge ise bitis kodonudur. B, Cogaltilan bolgenin jel gorintusi.
M; 100bp’lik DNA belirteci, (-); Negatif Kontrol, N1-N2; hasta 6rnek numaralarin
gostermektedir.



3.2.2 Cogalt/lan HLA DQBL Allelinin Jel Goritiisil

HLA DQB1*0602 allelinin hasta ve kontrol grubunda ka¢ kiside pozitif oldugunu
belirlemek icin bu bdlge PCR ile gogaltiimistir. PCR’ da internal kontrol amagli olarak
Insan Biyiime Hormonu (Human Growth Hormone, HGH) gen bdlgesine spesifik
primerler de kullanilmistir. DQB1* 0602 allelinin tasiyan bireylerde kontril kontrolli 439bp
ve 218bp uzunlugunda iki bant gorulmes beklendi. Allelin olmamas: durumunda ise
sadece internal kotrole ait 439bp’ lik bant gozlendi.

A

1 CccgcagAGGATTTCGIGI TCCAGI TTAAGGGCATGI GCTACT TCACCAACGGEGACGCGAG

61 CGCGTGCGTCTTGTGACCAGATACAT CTATAACCGAGAGGAGT ACGCGCGCT TCGACAGC

121 GACGT GEEEGET GTACCGCGCEET GACGCCCGCAGEEECEECCT GATGCCGAGTACTGGAAC
181 AGCCAGAAGGAAGT CCTGGAGEEGACCCGEECEEAGT T

1 CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTATCCAGGCTTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCAT
61 CGICTGCACCAGCTGECCTTTGACACCTACCAGGAGTI TTgt aagct ctt ggggaat gggt g
121 Cgcat caggggt ggcaggaaggggt gactttcccccgct gggaaat aagaggaggagact a
181 Aggagctcagggtttttcccgaagcgaaaat gcaggcagat gagcacacgct gagt gaggt
241 Tcccagaaaagt aacaat gggagct ggt ct ccagcgt agacctt ggt gggcggtccttctc
301 ct agGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACC
361 TCCCTCTGITTCTCAGAGICTATTCCGACACCCT CCAACAGGCGAGGAAACACAACAGAAAT
421 CCgt gagt ggat

C
M 1 2 3 4 5 6 ()
=
S00hp EH—"-_— 439hp
- — -— 218 hp
100hp

Sekil 3.15 HLA DQB1*0602 alelinin gogaltiimasi. Alt1 cizili olarak belirtilen dizi
primerlerin oturma bolgeleridir. A, Cogaltilan DQB1 (218) allelinin genomik dizisi. B,
Pozitif kotrol amagli c¢ogaltilan HGH (439bp) gen bdlgesisinin genomik dizisi. C,
Cogaltilan bolgenin jel goruntisi. M; 100bp’lik DNA belirteci, (-); Negatif Kontrol, 3. ve
5. kuyular; DQB1*0602 alleli pozitif olan 6rnekleri gbstermektedir. 1, 2, 4, 6 nolu kuyular
ise alelin tasinmadigim goster.
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Katapleksili ve katapleksisiz narkolepsi hastalarindan olusan olgu grubunda ve
saglikli bireylerden olusan kontrol grubunda HLA DQB1*0602 allelinin varliginin
belirlenmesi, katapleksili ve katapleksisiz narkolepsi hastalar1 arasinda ki farkin ve kontrol

grubunda ki ytizdesinin gosterilmesi amact ile yapilmistir.

DQB1*0602 allel pozitifliginin ve hastalarin katapleksili olup olmadiklar: Tablo 3.1' de

gosterilmistir.
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Tablo 3.1 Katapleksili ve katapleksisiz narkolepsi hastalarinda DQB1*0602 allel
pozitifligi.

Hasta No HLA DQB1*0602 Katapleksi Cinsiyet

1 Negatif - Kadin

2 Negatif - Erkek

3 Negatif - Kadin
4 Negatif - Erkek

5 Pozitif + Kadin

6 Negatif - Erkek

7 Negatif - Erkek

8 Pozitif - Erkek

9 Negatif - Kadin
10 Pozitif + Erkek
11 Negatif - Erkek
12 Negatif - Kadin
13 Negatif - Kadin
14 Negatif - Kadin
15 Negatif - Erkek
16 Pozitif + Erkek
17 Negatif - Erkek
18 Pozitif + Kadin
19 Pozitif - Kadin
20 Negatif + Kadin
21 Negatif - Kadin
22 Pozitif + Erkek
23 Pozitif + Erkek
24 Pozitif + Erkek
25 Negatif - Kadin
26 Negatif - Kadin
27 Pozitif + Kadin
28 Pozitif + Erkek
29 Pozitif + Erkek
30 Negatif - Erkek

3.3DNADiz Analiz Verileri

Tiam olgu ve kontrol grubu bireylerin DNA dizi analizi degerlendirmesi sonucu bulunan
SNP sonuclar1 Tablo 3.2'de verilmistir. Bu sonuclara gore, olgu grubunda daha 6nceden
tammlanmis olan toplam 13 SNP saptand:.

Bu SNFP'lerden 4 tanesi ekzon uzeride bulunup, amino asit degisikligine neden
olmaktadir. Diger 6 tane SNP gen ekzonlar1 arasindaki intron bolgelerinde, 2 tanesi ise

genin baslangi¢ kodonunundan yaklasik olarak 1000bp yukarisinda bulunmaktadr.
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Tablo 3.2 Dizi analizi yapilan bolgelerde saptanan SNP ler.

. Amino Asit . . .. . . Nukleotid Kromozomal
rsNumaras Tip Kodon Pozisyonu Amino Asit Degisimi Degisimi Pozisyon
rsb770917 5'ucu - . A<G 49364219 (-)
rs8137478 5'ucu - - C<G 49364162 (-)
rs3213446 intron - - G<A 49362540 (-)
rsl31759 intron - - C<T 49362347 (-)
rs2269383 missens GGC = GAC 320 Gly[G] —» Asp[D] C<A 49359641 (-)
rs131760 intron - - A<G 49359641 (-)
[ 8142477 missens TCC = TGC 427 Sers] _, Cys[C] C<G 49358242 (-)
rs5770911 intron - - G<A 49358107 (-)
rs2073604 intron - - C<T 49355791 (-)
rs2073605 intron - - C<T 49355716 (-)
rs12160714 intron - - C<T 49354987 (-)
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Toplam 7 ekzon ( ekzon 3, 11, 8, 9, 12, 13, 17 ve ekzon-intron sinirlari) ve rs5770917
iceren gen bolgesi hem olgu grubunda hem de kontrol grubunda gogaltilmistir. Dolayist ile bu
bolgeler icerisinde saptanan toplam 9 SNP (rs5770917, rs8137478, rs3213445, rs3213446,
rs2269383, rs8142477, rs5770911, rs2073604, rs2073605) hem olgu hem de kontrol
grubundaki sikliklar1 saptanmis oldu ve Tablo 3.3' de Gzetlendi.

49



Tablo 3.3 SNP lerin olgu ve kontrol grubundaki genotip ve allel ylzdeleri.

rsNumaras Say1  Genotip Genotip Genotip Allelik Frekans
rs5770917 A<G A/A (%) GIG (%) AIG (%) A (%) G (%)
Hasta 30 27(90) 1(3.3) 2(6.7) 56 (93.3) 4(6.7)
Kontrol 50 47(94) - 3(6) 97 (97) 313
rs8137478 C<G C/C (%) G/IG (%) CIG (%) C (%) G (%)
Hasta 30 26(86.7) 1(3.3) 3(10) 55(91.7) 5(8.3
Kontrol 50 46 (92) - 4 (8) 96 (96) 4 (4)
rs3213445 A<G A/A (%) GIG (%) AIG (%) A (%) G (%)
Hasta 27 23(81L2 1(3.7) 3(11.1) 49 (90.7) 5(9.3
Kontrol 50 44 (88) - 6 (12) 94 (94) 6 (6)
rs3213446 G<A GIG (%) A/A (%) G/A (%) G (%) A (%)
Hasta 27 22(8l5) 1(3.7) 4(14.8) 48 (88.9) 6(11.1)
Kontrol 50 44 (88) - 6 (12) 94 (94) 6 (6)
rs131759 C<T C/C (%) T/T (%) CIT (%) C (%) T (%)
Hasta 30 11(36.7) 6 (20) 13 (43.3) 35(58.3) 25(41.7)
Kontrol - - - - - -
rs2269383 G<A GIG (%) A/A (%) G/A (%) G (%) A (%)
Hasta 30 29(96.7) - 1(3.3) 59(98.3) 1(1.7)
Kontrol 49 47 (95.9) - 241 96 (98) 2
rs131760 A<G A/A (%) GIG (%) AIG (%) A (%) G (%)
Hasta 29 8(27.6) 10 (34.5) 11 (37.9) 27 (46.6) 31(53.4)
Kontrol - - - - - -
rs8142477 C<G C/C (%) G/IG (%) CIG (%) C (%) G (%)
Hasta 27 20 (74.1) 1(3.7) 6 (22.2) 46 (85.2) 8(14.8)
Kontrol 50 40 (80) - 10 (20) 90 (90) 10 (10)
rs5770911 G<A GIG (%) A/A (%) G/A (%) G (%) A (%)
Hasta 30 27(90) 1(3.3 2(6.7) 56 (93.3) 4(6.7)
Kontrol 50 48 (96) - 2(4 98 (98) 2(2)
rs470117 G<A GIG (%) A/A (%) G/A (%) G (%) A (%)
Hasta 30 12(40) 6 (20) 12 (40) 36 (60) 24 (40)
Kontrol - - - - - -
rs2073604 C<T C/C (%) T/T (%) CIT (%) C (%) T (%)
Hasta 30 26(86.7) 1(3.3) 3(10) 55 (91.7) 5(8.3
Kontro 48 44\(91.7) - 4 (8.3 92 4
rs2073605 C<T C/C (%) T/T (%) CIT (%) C (%) T (%)
Hasta 30 25(83.4) 1(3.3) 4(13.3) 54 (90) 6 (10)
Kontro 48 43 (89,6) - 5(10.4) 91(94.8) 5(5.2
rs12160714 C<T C/C (%) T/T (%) CIT (%) C (%) T (%)
Hasta 30 28(93.3 - 2(6.7) 58 (96.7) 2(3.3
Kontrol - - - -
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Dizi analizi yapilmak istenen ve PCR ile gogaltilmis tim bolgeler Macrogen firmasina
gonderildikten sonra elektronik-posta yolu ile ulasan dizi analiz sonuglarimin kromotogram
goruntuleri incelenerek, SNP'ler ve diger nukleotid degisiklikleri saptandi. Saptanan tim
SNP lerin heterezigot olarak bulundugu kromotogram ornekleri asagida sunulmustur.

Amino asit degisikligine neden ola 4 SNP nin kromotogram gorunttleri Sekil 3.15-3.18
arasinda verilmistir.

Wal Wal  HedéWal et Ala

GTCGTCTCATGGCA

Sekil 3.16 rs3213445 SNP sinin heterezigot durumda kromotogram goruntust.

Ser Tyr Serd27Cys Tyr Asp
G
T C C T 4 C T Cc|lc T &4 T G & C

Sekil 3.17 rs8142477 SNP sinin heterezigot durumda kromotogram goruntst.
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Wal Te Slus31Lys Ser Ser

L
GTCATCAGAGTTCC

Sekil 3.18 rs470117 SNP' sinin heterezigot durumda kromotogram goruntusi.

Poelmorhiey: G & G C T |&| G G C A G
MormalDim: ¢ &4 6 © TI|e| 6 6 € & G

Sekil 3.19 rs3213446 SNP sinin heterezigot durumda kromotogram goruntust.

FPolmeorfiem: 2 & G O O TTGCC
Mormal: C & G

WAAM

Sekil 3.20 rs131759 SNP' sinin heterezigot durumda kromotogram goruntis




Pohno:ﬁm:CCCGGHCﬁﬂGG
[ES

Mormal C C C G G C L L G G

Sekil 3.21 rs2269383 SNP sinin heterezigot durumda kromotogram goruntust.

Folimorfizm: Z < T C T |GG & &8
INMortmal: c© © T © T |a|lGc G & &

Sekil 3.22 rs131760 SNP' sinin heterezigot durumda kromotogram goruntusi.

Polimorfiem™® T T A © |G| & T T T A
C

Mormal: & T T & G G T T C &

Sekil 3.23 rs8137478 SNP sinin heterezigot durumda kromotogram goruntust.
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Tolimorfizn & T & o O A A COC 3 A G
Maormal G T &4 Cc Cclala A& ©c o & & G

Sekil 3.24 rs5770917 SNP sinin heterezigot durumda kromotogram goruntust.

Folimorfizm: & O & 3 |A A T T A LY
Hommal: & 5 a4 6 |G 4 T T a & &

Sekil 3.25 rs5770911 SNP sinin heterezigot durumda kromotogram goruntust.

Sekil 3.26 rs2073604 SNP sinin heterezigot durumda kromotogram goruntust.



Po]jmor‘ﬁmICTGGGCCT
Nottnal: ¢ T & LTd g &

Sekil 3.27 rs2073605 SNP sinin heterezigot durumda kromotogram goruntust.

Polimorfizm: @ & © T T T T T CoA
FMormal: G C C T T |[C

Sekil 3. 28 rs12160714 SNFP' sinin heterezigot durumda kromotogram goruntisi.
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4TARTISMA

Narkoleptik bireylerin 2/3'G araba kullamirken uyuya kalmakta, %781 ise is
performanslarinda dusUsten sikayet etmektedir(82). Hastalarin %50’ sinde ise depresyon
gbzlenmektedir(83). Hastaligin beraberinde getirdigi zorluklar dogrultusunda bireylerin
sosyal yasamlar1 son derece kotu etkilenmekte, calisma hayatlarinda aksamalar, sosyal
ortamlarda barinamama ve daha da 6nemlisi istem dis1 uyku ve katapleksi ataklari nedeni
ile hayatlarint tehlikeye atici durumlar yasamaktadirlar. Tedavi slrecinin  sadece
semptomatik olmast ve kullanilan ilaglara kars: toleransin gelisebilmesi, hastaligi daha da
zor hale getirmektedir.

Narkolepsi ile yapilan aile calismalarinda, hastaligin mekanizmasinda genetik gecisin
rol oynadig1 6ne stirilirken net kanitlarin elde edilememesi ve ikiz ¢alismalarinda saptanan
distk korkordans cevresel faktérlerinde hastaligin olusumunda 6nemli roli bulundugu
gogermistir(3). Ozetle narkolepsi oldukca kompleks ve multifaktoriyel bir uyku
rahatsizliktir. Bu hastaligin segilmesindeki hedef bodyle kompleks olan bir hastaliga katkida
bulunabilecek sonuglar elde etmektir

Narkolepsinin genetik temelinin ortaya ¢ikarilmast igin son yillarda narkolepsili
bireylerde yapilan assosiyasyon calismalar: siklasmustir. Bu ¢alismalardan biri olan, Japon
ve Kore populasyonunda yapilan genom boyu assosiyasyon calismasinda, CPT1B ve
CHKB genleri arasinda yerlesimi bulunan rs5770917 SNP sinin katapleksili narkolepsiye
yatkinlik sagladigi 6ne strdlmistir. Yine bu galismada rs5770917 SNP' sinin, rs5770911
SNP'si ile guclt linkage disequilibrium (LD) gogterdigi belirlenmistir. Y apilan es zamanli
kantitatif PCR (RT-PCR) ile polimorfizmi heterezigot bulunduran bireylerde CPT1B
ekspresyonunun anlamli olarak disuk oldugu gosterilmistir(67). Bu calismamn buyuk
sayil gruplarla yapilast ve CPT1B geninin uyku regulasyonunda rol aldigimt gosteren
yayinlarin varligi, bu gen ile calismamizi tetiklemistir(78, 79, 67).

Bu calismada, olgu grubu bireylerinde CPT1B geninin okunan ekzonlar ile bahsedilen
calismadailiskisi oldugu gosterlien rs5770917 ve rs5770911 SNP lerini iceren bolgeler, PCR
ile cogaltildi. Cogaltilan gen bolgelerinin dizi analizi sonuglarinda, rs5770917 ve rs5770911
de dahil olmak tizere toplam 13 SNP saptand: (Tablo 3.2).

ilk gonderilen PCR drinlerinin dizi analizleri sonuglarina bagli olarak, 7 ekzon ve
rs5770917 igeren bolgeler hem olgu grubunda hem de kontrol grubunda ¢ogaltilip dizi analizi
yapildi. Diger bir degisle saptanan 9 SNP' nin (rs5770917, rs8137478, rs3213445, rs3213446,
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rs2269383, rs8142477, rs5770911, rs2073604, rs2073605) hem olgu hem de kontrol
grubundaki genotip ve allelik frekanslar1 hesaplandi(Tablo 3.3).

Y aptigimiz ¢alisma narkolepsi hastalarinda rs5770917 SNP'sinin ve CPT1B genindeki
nukleotid degisikliklerinin birlikte arastirilmasi agisindan bir ilkdir. Su ana kadar boyle bir
yayina rastlanmamgstir. Daha dnce, rs5770917 SNP sinin, essential hipersomniya (EHS)
hastalarinda genotiplenmesi sonucunda, bu SNP' nin EHS nin gelisiminde genetik risk
belirteci oldugu gosterilmistir(84). Katapleksili narkolepsi hastalarinda oldugu gibi,
rs5770917'nin EHS hastalar: ile iliskili bulunmasi ev EHS nin GAUE semptomunu
barindirirken katapleksiyi barindirmamasi, rs5770917 SNP sinin, GAUE ile iliskili iken
katapleksi ile iligskisinin olmadig1 yorumlarin akla getirmektedir(84).

Elde edilen dizi analizleri sonuclar1 ve yapilan yorumlar ileriki kisimlarda her bir SNP
icin ayr1 ayr1 yapil mistr.

Narkolepsi ile iliskisinin oldugu 6ne surtlen rs5770917A<G polimorfizminde normal
genotip (A/A) frekanst olgu grubunda 0.900, kontrol grubunda 0.940 olarak saptanmustir.
Heterezigot genotip (A/G) fekanst olgu grubunda %6.7 bulunurken, kontrol grubunda %6
bulundu. Homozigot genotip (G/G) frekansi olgu grubunda %3.3 iken, konrol grubunda
homozigot polimorfizm genotipine rastlanmadi. A ve G alelik frekanslar: ise sirasiyla olgu
grubunda 0.560, 0.067 iken kontrol grubunda yine sirasiyla 0.970 ve 0.030 olarak saptand:.

Narklepsi ile iligkili olabilecegi Onesirilen diger bir SNP olan rs5770911G<A
polimorfizminde normal genotip (G/G) frekansi olgu grubunda 0.90, kontrol grubunda 0.960
olarak saptandi. Heterezigot genotip (G/A) fekakansi olgu grubunda %6.7 bulunurken,
kontrol grubunda %4 bulundu. SNP nin homozigot (G/G) frekansi olgu grubunda (%3.3)
iken, konrol grubunda homozigot polimorfizm genotipine rastlanmadi. Ayrica G allelik
frekans olgu grubunda 0.933, kontrol grubunda 0.980 bulunurken, A allelik frekansi olgu
grubunda 0.670 iken kontrol grubunda 0.020 olarak saptand:.

Yukarida frekanslari verilen rsb770917 ve rs5770911 SNFPlerinin aym hastalarda
gorildugt  belirlenmistir(Tablo4.1). Heterezigot ve homozigot olarak polimorfizmin
bulunmas: agisindan da hastalar aynidir.
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Tablo 4.1. Polimorfizmlerin goruldigu Hastalar

Polimorfizmi Tasiyan Hasta Numaralari
rs Numaras Heterezigot Homozigot
rs5770917 8. 10 o5
rs8137478 8. 10,24 o5
rs3213445 8, 10, 24 o5
rs3213446 8, 10, 17, 24 25
rsl31759 | 1,3,4,6,7,8,9, 10, 15,

19, 24, 26, 30 2,5,17, 20, 22, 27
rs2269383 24 -
rs131760 1,3,4,6,7,12,13,18, |2, 8,10, 17, 19, 20, 22,

21, 23, 26 24, 25, 27
rs8142477 8, 10, 21, 23, 24, 29 25
rs5770911 8,10 25
rs470117 1,3 4,6,7,809, 15,19

24, 26, 30 2,5, 17, 20, 22, 27
rs2073604 8, 10, 24 25
rs2073605 8, 10,11, 24 25
rsl2160714 19,21 -

rs8137478 C<G polimorfizminde normal genotip (C/C) frekansi olgu grubunda 0.867,
kontrol grubunda 0.920 olarak bulundu. Heterezigot genotip (C/G) fekansi olgu grubunda
0.100, kontrol grubunda 0.08 bulundu. SNP nin homozigot (G/G) frekanss: olgu grubunda

(%3.3) iken, konrol grubunda homozigot polimorfizm genotipine rastlanmad.

58



Ayrica C allelik frekans olgu grubunda 0.917, kontrol grubunda 0.960 bulunurken, G allelik
frekanst olgu grubunda 0.083 iken kontrol grubunda 0.040 olarak saptand:.

rs3213446 G<A polimorfizminde normal genotip (G/G) frekansi olgu grubunda 0.815,
kontrol grubunda 0.880, heterezigot genotip (G/A) fekansi olgu grubunda 0.148 bulunurken,
kontrol grubunda 0.120 bulundu. homozigot (G/G) frekansi olgu grubunda 0.037) iken,
konrol grubunda homozigot polimorfizm genotipine rastlanmadi. Ayrica G allelik frekans
olgu grubunda 0.889, kontrol grubunda 0.940 bulunurken, A alelik frekansi olgu grubunda
0.111 iken kontrol grubunda 0.060 olarak saptanmustir.

rs2073604 C<T polimorfizminde normal genotip (C/C) frekansi olgu grubunda 0.867,
kontrol grubunda 0.917 olarak saptandi. Heterezigot genotip (C/T) frekansi olgu grubunda
0.100 bulunurken, kontrol grubunda 0.083 saptandi. SNP’ nin homozigot (T/T) frekanss olgu
grubunda (%3.3) iken, konrol grubunda homozigot polimorfizm genotipine rastlanmadi.
Ayrica C allelik frekans olgu grubunda 0.917, kontrol grubunda 0.920 bulunurken, T allelik
frekansi olgu grubunda 0.083 iken kontrol grubunda 0.040 olarak bulundu.

rs2073605 C<T polimorfizminde normal genotip (C/C) frekansi olgu grubunda 0.834,
kontrol grubunda 0.896 olarak saptanch. Heterezigot genotip (C/T) fekanst olgu grubunda
0.133, kontrol grubunda 0.104 bulundu. SNP nin homozigot (T/T) frekanssi olgu grubunda
(%3.3) iken, konrol grubunda homozigot genotipine rastlanmadi. Ayrica C allelik frekans
olgu grubunda 0.900, kontrol grubunda 0.948 bulunurken, T allelik frekansi olgu grubunda
0.010 iken kontrol grubunda 0.052 olarak saptand:.

Ekzon igerisinde bulunan ve aminoasit degisimlerine neden olan 4 farkli SNP
tanimlanmistir(Tablo 3.2). Bu polimorfizmler missens 0Ozellikte olup, amino asitlerde
degisiklik meydana getirmektedirler. Amino asit degisklikleri dolayisylada rastlanan bu tip
SNF ler, enziminin kimyal ve 3 boyutlu yapisinda degisiklige neden olabilir. Yapisal olarak
degisen enzimin aktivitesinde de degisiklikler olup islevini bozabilir.

Genin 3. ekzonunda bulunan rs3213445 (A<G) SNP'si amino asit degisimine neden olan
SNF lerden biridir. Normal genotip (A/A) frekanst olgu grubunda 0.812, kontrol grubunda
%88 olarak bulundu. Heterezigot genotip (A/G) fekansi olgu grubunda 0.111, kontrol
grubunda 0.120 bulundu. Homozigot (G/G) frekansst olgu grubunda 0.037 iken, konrol
grubunda homozigot polimorfizm genotipine rastlanmadi. Ayrica A allelik frekans olgu
grubunda 0.907, kontrol grubunda 0.940 bulunurken, G allelik frekansi olgu grubunda 0.093
iken kontrol grubunda 0.060 olarak bulundu.
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Bu SNP, 66. konumdaki izoldsin amino asidinin valine degisimine neden olur. Her iki
amino asitte hidrofobik 6zelliktedir. CPT1, proteinin N-ucunda bulunan iki transmembran
domaini ile membram gegmektedir. Hem N-ucu hem de C-ucu, sitozolik tarafa bakmaktadir
ve C-ucu enzimin aktif tarafi olarak dusunilmektedir(70,71). CPT1 enziminin membrandaki
yeri Sekil 4.1 de gogerilmistir. N-ucu domaininde bulunan 66.amino asidindeki
degisikliginin  aminoadidin hidrofobik 0Ozelligini  degistirmediginden dolayr enzim
bitinluguni  etkilemeyecegi olasiliklar arasindadir. Insan disindaki tim memelilerde
(fare,sican koyun) valin amino asidi olarak korunmustur. Fakat bu residi insanlarda izolGsin
olarak bulunmaktadir. Bu ytizden dolay: insandaki bu amino asit degisikligi enzim yapisim
etkiliyor olabilecegi dustinilmektedir(85).

LC-agil CoA ‘ LC- agil -CoA
+ +
E arnitin
CACT —— HSCoA +
HeCoa + [.O- acil karnitin = |- apd karnitin
‘ Mebranlar Aras Alan CITII
SITOZOL DIS i(;!
MEMBEAN MEMBEAN
MITOKONDRI

Sekik 4.1 Karnitin poloyiltransferaz sistemi(22).

rs2269383 G<A normal genotip (G/G) frekansi olgu grubunda 0.967, kontrol grubunda
0.959 olarak bulunmustur. Heterezigot (G/A) frekansi olgu grubunda 0.033, kontrol
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grubunda 0.041 bulundu. Homozigot (A/A) genotipiner hem olgu grubunda hem de kontrol
grubunda rastlanmadi. G allelik frekans olgu grubunda 0.983, kontrol grubunda 0.980
bulunurken, A allelik frekansi olgu grubunda 0.017 iken kontrol grubunda 0.020 olarak
bulundu

Bu SNP, glisin olan 320. amino asidin asparjine dontsmesine neden olur. Glisin apolar
(hidrofobik) Ozelliktedir. Asparjin ise polar yuksiz Ozelligini tasimaktadir. Amino asidin
Ozdlliginin kimyasal Ozelliginin degismesinden dolay: bu degisikligin enzimin yapisinada
yansiyip enzim fonksiyonunda degisikliklere neden olabilir.

rs8142477 C<G normal genotip (C/C) frekansi olgu grubunda 0.741, kontrol grubunda
0.800 bulundu. Heterezigot (C/G) fekans olgu grubunda 0.222, kontrol grubunda 0.200
bulundu. Homozigot polimorfizm (G/G) genotipi olgu grubunda 0.037 iken kontrol grubunda
homozigot genotipe rastlanmadi. C allelik frekans olgu grubunda 0.852, kontrol grubunda
0.900 bulunurken, G allelik frekansi olgu grubunda 0.148 iken kontrol grubunda 0.100 olarak
bulundu.

Insanda serin olarak bulunan 427. amino asit, fare ve sicanda sistein, koyunda ise histidin
olarak bulunmaktadir(85). rs8142477 SNP'si, serin amino asidinin sistein ile degistigi
gogterilmistir. Sistein amino asidinin, proteinin ikincil yapisinde yer alan distlfid baglarinin
olusumunda 6nemli rol oynamasindan dolay: bu farklilik enzim yapisinda degisiklige neden
olabilir(85). Ayrica CRAT enziminin kristal yapist baz alinarak, CPT1A enziminin Ug
boyutlu yapisinin éngorildiigii bir calismada, CPT1A min His*®  ve Asp*” residisiiniin
enzimin katalitik aktivitesinde rol aldigint 6ngérilmistir(86). Bu bdlge aym zamanda
CPT1B enziminde de korunmus bir bolgedir. CPT1B ile CPT1A’ nin korunan bolgeleri Sekil
4.2’ de gogterilmistir. Bundan dolayr CPT1B enzimi iginde aymi gorevi Ustlenmis olabilecegi
dustnulebilir. 427. amino asitte meydana gelen SNP katalitik olan bu bdlgeye yakin olmasi
nedeni ile enzimin katalitik aktivitesinde rol alan bir bolge olabilir.

rs470117 SNP'si 531. amino asit olan glutamik asidin lisin amino asidine donusmesine
neden olmaktadir. Fare, sican, koyun ve insanda bu bolge glutamik asit olarak
korunmustur(85). Glutamik asit polar asidik Ozellikteyken, lizin polar bazik 6zelliktedir.
Amino asitlerin degisimi ile yuk degisimi de gergeklesmektedir ve bu durumda enzimin
yapisini degistirebilir. CPT1A ve CPT1B’ de korunmus olan Ser® ve Thr *® residiilerinin

karnitin ve palmitoyil-CoA’'nin baglanmasi ve transferinde rol alan residuler oldugu one
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surdlmistar(86). Bu bolge 531. amino asidin oldugu yere yakindir ve bu islevini
etkileyebilecegi distinulebilir.

Y ukarida amino asit degisimine neden olan polimorfizmlerin 3 tanesi (166V, $427C ve
E531K), metabolik bir bozukluk olan ve genel bitkinlik ile gozlenen Raynaud Sendromu’ na
sahip olan kisilerde de gozlenmistir. Raynaud, el ve ayak parmaklarina giden kan akiminda ki
bozulma ile karakterize bir klinik durumdur. Bu U¢ polimorfizmin enzim aktivitesine olan
etkileri arastirilmis ve anlamli fark bulunamamustir(85).

Kontrol grubunda dizi analizi yapilmayan gen bolgelerindeki polimorfizmlerin sadece
olgu grubundaki genotipik ve allelik yizdeleri belirlendi.

131759 C<T olgu grubundaki normal, heterzigot, homozigot genotip frekanslari sirasiyla
sOyledir: %36.7, %43.3, %20. C alelik frekanst %58.3, T alelik frekansi %41.7 olarak
bulundu. rs131760 A<G olgu grubundaki normal, heterzigot, homozigot frekanslar1 sirasiyla
sOyledir: %27.6, %37.9, %34.5. A alelik frekanst %46.6, G allelik frekansi %53.4 olarak
bulundu. rs470117 G<A olgu grubundaki normal, heterzigot, homozigot frekanslar: sirasiyla
sOyledir: %40 %20, %40. G dlelik frekansi 0.60, A allelik frekansi 0.40 olarak saptandh.
rs12160714 C<T olgu grubundaki normal, heterzigot frekanslar: sirasiyla sOyledir: %93.3,
%6.7, homozigot genotip ise saptanmistir. C allelik frekanst 0.967, T allelik frekansi 0.0330
olarak saptand:.

Kontrol gruplarinda da genotip ve allelik frekanslari bulunan polimorfizmler “HapMap
CEU” ile yapilan genotip ve allelik frekanslarla karsilastirildiginda birbirlerine oldukga yakin
frekanslarin bulundugu gozlenmistir. HapMap ile yapilan frekans calismalar: Tablo 4.1' de
toplanmustir(http://www.nchi.nlm.nih.gov/projects SNP/snp_ref.cqi2s=5770917,

http://www.nchi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp ref.cgi?rs=5770917).
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Tablo 4.2 Hap Map ile belirlenen, SNP'lerin Avrupa populasyonundaki genotip ve allelik
frekanslari.

Populasyon
rsNumaras Genotip  Genotip Genotip  Allelik Frekans(%) E:HEaS)IVIap
rs5770917 A<G  A/A (%) GIG (%) AIG (%) A (%) G (%) Avrupa

0.915 - 0.085 0.958 0.043 Avrupa
rs3213445 A<G A/A (%) GIG (%) AIG (%) A (%) G (%) Avrupa
0.816 - 0.184 0.908 0.092 Avrupa
rs3213446 G<A G/G (%) A/A (%) G/IA (%) G (%) A (%) Avrupa
0.917 - 0.083 0.958 0.042 Avrupa
rs2269383 G<A G/G (%) A/A (%) GIA (%) G (%) A (%) Avrupa
0.842 - 0.158 0.921 0.079 Avrupa
rs8142477 C<G CI/C (%) GIG (%) CI/IG(%) C (%) G (%) Avrupa
0.867 - 0.133 0.933 0.067 Avrupa
rs5770911 G<A G/G (%) A/A (%) G/IA (%) G (%) A (%) Avrupa
0.814 - 0.186 0.907 0.907 Avrupa
rs2073604 C<T C/C (%) TI/T (%) CIT (%) C (%) T (%) Avrupa
0.917 - 0.083 0.959 0.042 Avrupa
rs2073605 C<T C/C (%) TI/T (%) CIT (%) C (%) T (%) Avrupa

Belirlenen polimorfizmlerde olgu ve kontrol gruplari arasindaki genotip ve allelik
frekanslar arasinda buytk farklar gozlenmemistir. Dikkati ¢eken bir nokta kontrol grubu
calisilan SNP' lerden rs2269383 harcindeki diger SNP’ lerin, hastalarda homozigot genotipine
rastlanirken, kontrol grubunda homozigot polimorfizm genotipine rastlanmamustur.

2 Y N ) T ) N K
LY Y N N2 YN K KT
CRAT |mitochondrial warlant) IE]| 1” :“]| 5“ EH ?lEH |L| 1IJH 11|| 13“ u|

Sekil 4.2 CRAT ve CPT'nin protein benzerliklerine bagli olarak ekzonlarinda korunan
bolgelerin gosterimi. Koyu olarak golgelendirilmis kisimlar korunan ksumlar: temsil
etmektedir(22).
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Narkolepsinin, HLA DR2 ile iligkili oldugu 1983 yilinda Japon populasyonunda bulunmustur
ve bu calismada tim hastalar DR2 pozitif iken kontrol grubunda ise %33 pozitiflik
gozlenmistir(49). Daha sonraki calismalarda HLA DQ bolgesinin de narkolepsi ile iligkisi
oldugu gosterilmistir(51). Tekralanan ve farkli etnik gruplarda yapilan calismalarda,
DQB1*0602 nin farkli etnik gruplar arasinda narkolepsinin en specific belirteci oldugu
ortaya konmustur(17).

Normal populasyonda DQB1*0602 nin pozitifligi %12-38 arasinda iken katapleksi-
narkolepsi hastalarinda bu oramin %90 oldugu gosterilmistir(52,3). Katapleksisiz narkolepsi
hastalarinda ise oran dustik olup %41’ dir(3).

Bizim ¢alismamizda, bulunan sonuglar yukarida Ozetlenen literatir ile paralel olmustur.
Olgu grubunda DQB1*0602 pozitif olan hastalarin oram %40, kataplesili-narkolepsi hasta
orant da %40’ dr.

Tablo 3.1'de 6zetlendigi gibi, olgu grubundaki, 11 katapleksili narkolepsi hastalarinin, 10
tanesinde yani katapleksili narkolepsi hastlarimin %90.9'unda DQB1*0602 alleli pozitif
olarak bulunmustur.

Olgu grubunda DQB1*0602 allelini tastyan 12 olgunun 10 tanesi katapleksili-narkolepsi
hastasidir yani HLA DQB1*0602 pozitif olan hastlarin %83.3'U katapleksili narkolepsi
hastasidir.

Bu oranlar literaturde bulunan DQB1*0602 alleli ve katapleksili narkolepsi arasinda
bulunan iliskiyi dogrulamaktadir.

Kontrol grubunda, 50 kisiden 7 taness HLA DQB1*0602 pozitif bulundu yani HLA
DQB1*0602 pozitifligi %14’ dir. Normal populasyonda %12-38 arasinda bulundugunu
gosteren yayinlarlar ile benzer sonuclar elde edilmistir.

Turk populasyonunda nadir yapilan narkolepsi arastirmalarindan birinde, toplam 8 erken
baslangi¢li katapleksi narkolepsi olgusundan 7 (%87.5) tanesinin DQB1 0602 pozitif oldugu
gosterilmistir(87). Buldugumuz sonuglar bu ¢alismay: da desteklemektedir.

Hastalarda rs5770917 SNP'si ile DQB1*0602 pozitifligi arasindaki iliskiye bakildiginda,
SNP'yi heterezigot olan tasiyan hastalar (No:8 ve 10) DQB1*0602 pozitifitir. Fakat bu
polimorfizm ile birlikte diger bircok polimorfizmi de homozigot olarak bulunduran
hastada(N0:25) DQB1*0602 alleli yoktur. Bu bulgulara gore; rs5770917 SNP sinin DQB1

alelinin varligi ile bir iligkisisin oldugu ¢ikarilabilir.



Literatire gore, CPT1B geninde narkolepsi ile iliskili bulunan SNP'ler ve gendeki diger
niikleotid degisikliklerinin arastirildig: en kapsamli arastirmadhr.

Tasinan HLA alt tiplerinin populasyonlar arasi farklilik gostermesi ve narkolepsi
semptomlarimin ayirict olmasi, narkolepsi ile HLA allel iligkilerinin farkli popoulasyonlarda
tekrarlanmas: geregini dogurmaktadir. Ulkemizde de oldukca az bulunan bu calismalara,
narkolepsi ile HLA DQB1*0602 allelinin pozitifligi arastirilarak, kompleks olan narkolepsi
bilgilerine katki saglanmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Narkolepsi, hastaliga sahip bireylerin yasamlarii tim yonleriyle olumsuz yodnde
etkileyen bir uyku bozuklugudur. Yillardir “Neden uyuyoruz?’ sorularina karsilik olarak
birgok teori ortaya konmustur fakat yasamumizin 1/3'ini gegirdigimiz bu siireg hala tam
olarak cozulememistir. Dolayist ile uyku bozukluklarimin gogunun net temelleri
bilnememekte ve kompleks rahatsizliklar olarak arastirilmaya devam edilmektedir.

Narkolepsi prevalans sonuclarinin  belirlenenden daha yiksek oldugu tahmin
edilmektedir. Bircok insanin semptomlert hafif siddette yasamalari ya da bhilgi
eksikliginden kayaklanan agiklik ile bunun gelip gegici bir durum oldugunu distinmeleri
nedeni ile tam almamis vakalarin fazla oldugu diistnulmektedir. Ulkemizde narkolepsi igin
yapilms bir prevalans ¢alismast bulunmamaktadir.

HLA allellerinin narkoleps ile ilskili bulunmalari, narkolepsinin otoimmin temelli
olabilecegini  dustindirmektedir. Ayrica BOS hipokretin-1 seviyelerinin  narkolepsi
hastalarinda distik bulunmas:t ve ardindan hipokretin Ureten néronlarin hipotalamusta
sayilarimin azalmasinin nedeninin otoimmiin reaksiyonlar sonucu oldugu distnulmektedir.
Net olarak immanite ile ilgili bir kamta rastlanamamis olsada, immun sistemde rol alan
birgok genin narkolepsi ileiliskilerinin olup olmadig: arastirilmaya devam edilmektedir.

HLA alt tiplerinin farkli populasyonlarda farkli siklikta ve farkli alleller seklinde
tagindig: ve farkl klinik 6zelliklere neden oldugu gosterilmistir. Y aptigimiz ¢alisma, HLA
DQB1*0602 allelinin sikliklarinin literattrt dogrulamasi ile farkl: etnik gruplarda klinik
Ozellikler ve genetik olarak kompleks bir bozukluk olan narkolepsinin tanmisina katki
saglayacaktir.

HLA allelleri ve CPT1B geninin ve belirlenen SNP lerin narkolepsi ile iligkisinin tam
anlamiyla ortaya cikarilabilmesi icin daha ileri dizeyde genis hasta gruplarindaki
calismalar ile narkolepsinin genetik temelleri Uzerine daha net bilgiler edinilecegini
disinmekteyiz. Narkolepsi rahatsizligini yasayan Kisilerin, Turkiye'de ne kadar siklikta
oldugu bilinmemektedir. Elde edilen sonuglarin daha iyi yorumlanabilmesi igin, ilk olarak
prevalans ¢aligmalarinin yapilmasimn gerekliligi agiktir. Diger tum kompleks hastaliklarda
oldugu gibi narkolepside de, yapilan her bir ¢alisma daha sonraki calismalarin ve tedavi
protokollerinin gelistirilebilmesi dnemli olacaktir.
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