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OZET

Tezin Bashgi: Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF) Genindeki Val66Met

Polimorfizminin Saglikli Popiilasyondaki Dagilimi1

Ogrencinin Adi: Oznur ERDOGAN
Damismani: Prof. Dr. F. Sirt CAM
Anabilim Dali: T1bbi Biyoloji

Amag: Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) geni Val66Met polimorfizmi,
psikiyatrik hastaliklara yatkinlik olusturmada sorumlu tutulan bir gen varyantidir. Bu
polimorfizmin prevalanst ¢esitli 1irklara ve etnik kokenlere gore farklilik
gostermektedir. Calismanin amaci, Tirkiye'nin batisinda yer alan saglikh

goniillillerden olusturulan bir 6rneklemde Val66Met genotiplerini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Bu arastirmaya 18 ile 55 yas arasinda, herhangi bir klinik
hastalig1 (metabolik, psikiyatrik, alkol bagimlilig1) olmayan ve farmakolojik tedavi
gormeyen 200 saglikli goniillii (116 erkek ve 84 kadin) dahil edildi. Katilimcilardan
saglanan kan Ornekleri BDNF Val66Met polimorfizmi agisindan incelendi.
Genotipler polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve sinirlayici enzim kesimleri ile

saptandi.

Bulgular: BDNF geni Val66Met polimorfizmine ait genotip frekanslar1t GG: %68,5
GA: %30,5 AA: %1,0 olarak bulundu. Bu polimorfizmin allel sikliklar1 ise G:
%83,75 ve A: %16,25 olarak saptandi.

Sonuglar: Bu ¢alismada, BDNF Val66Met polimorfizmi i¢in Tiirk populasyonu allel

ve genotip siklik degerleri Katkas 1rki ile benzerlik tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tek niikleotid polimorfizmi, BDNF, Val66Met, Saglikli

gontlli, Tiirk popiilasyonu



SUMMARY

Thesis Title: Prevalence of the Brain Derived Neurotrophic Factor Gene Val66Met

Polymorphism in a Healthy Turkish Population

Student name: Oznur ERDOGAN
Advisor: Prof. Dr. F. Sirr1 CAM
Department: Medical Biology

Objectives: Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) gene Val66Met
polymorphism is a gene variant that is implicated especially in terms of
neuropsychiatric diseases susceptibility. The prevalence of this polymorphism is
different in various races and ethnics. The aim of study was to investigate Val66Met

genotypes in a sample of healthy volunteers from the west part of Turkey.

Material and Methods: 200 healthy volunteers who were between 18 and 55 years
old were included in this study. They had no clinical diseases (metabolic, psychiatric
and alcohol dependency) and no pharmacological treatments. Blood samples were
recruited from this participiants have been examined in terms of the BDNF gene
Val66Met polymorphism. Genotypes were determined by polymerase chain reaction

(PCR) and restriction enzyme digestion.

Results: It was found that the frequencies of BDNF gene Val66Met polymorphism
genotypes were GG: 68.5%, GA: 30.5%, and AA: 1.0% respectively. The allel
frequencies of this polymorphism were for G allele: 83.75% and A allele; 16.25%.

Conclusions: In conclusion, this study demonstrates that the allel and genotype
frequency values for the BDNF gene Val66Met polymorphism in Turkish population

are similar to those in Caucasians.

Key words: Single nucleotide polymorphism, BDNF, Val66Met, Healthy volunteer,
Turkish population



1. GIRIS ve AMAC

Insan genom projesinin sonuglarma gére insanlarin genetik yapilar1 bakimindan
aralarinda 9%0,1°lik bir fark bulunmaktadir. Bu sayisal olarak 6nemsiz gibi goriinen
fark, aslinda ~3,2 milyar baz ¢ifti uzunlugundaki DNA dizisi diisliniildiglinde anlam
kazanmaktadir. Bu agidan tek bir bazin bile degismesi birgok durumda gen
ekspresyonunda onemli degisikliklere yol agabilmektedir. Bu nedenle genetik
varyasyonlar, insanlar arasindaki genetik farkliligin ve gesitliligin énemli bir unsuru

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Genetik varyasyonlar igerisinde 6nemli bir yere sahip olan tek niikleotit
polimorfizmleri (SNP-single nucleotide polymorphism) hastaliklarin olusmasinda
patolojik siireglerin anlasilmasinda iglevsel bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Kisiye
ve topluma 6zgii fenonotiplerin ayrimi hastalik ve saglik temeli tizerinde bu DNA
belirtegleri ile aragtirilabilmektedir. Giiniimiizde sinirli sayida tanimlamasi yapilan

SNP belirteci bulunmaktadir (Burchard ve ark. 2003).

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), son zamanlarda psikiyatrik hastaliklar
acisindan One c¢ikan bir biliylime faktoriidir. BDNF’nin kandaki miktar1 Stres,
depresyon, sizofreni, yas, egzersiz, Ogrenme, antidepresan tedavi gibi cesitli
durumlardan etkilenebilmektedir (Aydemir ve Deveci 2009; Bath ve ark. 2013).
BDNF’nin ifadesi ve salimmindaki degisimler anksiyete, duygu durum ve yeme

bozukluklar1 gibi mental hastaliklarin patolojisi ile iligkilendirilmektedir.

BDNF geni iizerinde bulunan SNP’lerden biri olan Val66Met polimorfizmi
(NCBI-dbSNP rs6265) siklikla g¢alisilmaktadir. Bu polimorfizm olgun BDNF’yi
etkilemezken BDNF’nin 6nciil formu olan pro-BDNF’yi etkilemektedir. pro-BDNF
bolgesini kodlayan dizide Guanin (G) niikleotidinin yerini Adenin (A)’in almasi ile
kodon valin (Val) amino asiti yerine metiyonin’i (Met) sentezleyerek pro-BDNF
yapisinda farkliliga neden olur. Bu farkliligin BDNF’nin sentez ve salinimini
etkileyebilecegi ¢esitli yaymlarda ifade edilmistir (Egan ve ark. 2003; Chen ve ark.
2004).



BDNF Val66Met polimorfizminin yapisal (hipokampal ve ventrikiiler hacim) ve
islevsel (bilissel islevler) beyin degisikliklerine neden olabilecegi beyin goriintiileme

caligmalarinda gosterilmektedir (Eker ve ark 2005).

Mutant alleli homozigot tasiyan Met/Met genotipine sahip bireylerin bellek
islevlerinde ve hipokampus aktivasyonlarinda azalmalar oldugu ¢esitli yayinlarda

belirtilmektedir (Toro ve ark. 2009).

BDNF Val66Met polimorfizmi major depresyon, bipolar, obsesif-kompulsif
bozukluk, sizofreni gibi c¢esitli psikiyatrik rahatsizliklar; obezite ve anoreksiya
nervoza gibi yeme bozukluklari; Alzheimer, Parkinson hastaligi, hipokampal iglev ve
hafiza bozukluklar tizerinde siklikla durulmaktadir (Licinio ve ark. 2009; Sklar ve
ark. 2002; Gratacos ve ark. 2007; Hall ve ark. 2003; Ribasés ve ark. 2004; Murer ve
ark. 2001; Egan ve ark. 2003).

BDNF Val66Met polimorfizminin popiilasyonlara gore allel ve genotip oranlari
farklilik gostermektedir. Bu polimorfizmin etnik farkliliklar1 yansitabilen bir genetik

ozellik oldugu ileri siiriilmektedir (Shimizu ve ark. 2004).

Genetik  hastaliklarda  gozlenebilen  fenotipleri, saglikli  bir  sekilde
degerlendirebilmenin temel mekanizmalarindan biri de toplumlarin genel (normal)

genotip frekansinin belirlenmesidir.

Bu tez arastirmasinda, iilkemiz i¢in BDNF genindeki Val66Met polimorfizminin
saglikli gruptaki (normal) oranlarinin saptanmasi amaglanmstir. Irk ve etnik yapiya
gore degisiklikler gosterebilen bu polimorfik noktanin Tiirk toplumuna 6zgii yonleri

calisma bulgular1 ve diger popiilasyon sonuglariyla karsilastirilarak yorumlanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. NOROTROFINLER

“Noron” (sinir hiicresi) ve “trophe” (Yunanca; beslenme) kelimelerinin
birlestirilmesiyle tiiretilen norotrofik faktorler ya da norotrofinler, hiicresel siirecleri

diizenleyen sinyalleyici aract molekiillerdir.

Sinir sistemi hiicrelerini besleyen Norotrofik faktorlerin (polipeptit biiyiime
faktérlerinin) farkli bir sinifin1 olusturan norotrofinler; noronal ve néronal olmayan
hiicrelerin proliferasyonunu, farklilagsmasini, sag kalimini ve 6liimiinii etkileyebilen;
sinapslarin stabilizasyonunu saglayan; sinaptik plastisiteyi ve islevi kontrol eden;
akson ve dendrit dallanmalarini diizenleyen kii¢iik dimerik yapida iiyelere sahip bir
protein ailesidir (Yano ve Chao 2000). Ozellikle basta merkezi sinir sistemi (MSS)
olmak tizere gevresel sinir sistemi noronlar1 ve periferal dokularda bulunan non-

noronal bir¢ok hiicre tipinden sentezlenmektedir.

Bu ailenin ilk tanimlanan tiyesi sinir biiyiime faktorii (Nerve growth factor;
NGF) olmustur. NGF’nin “trofik” (hayatta kalma ve biiyiimeyi tesvik) etkileri
sempatik ve sensoriyal noronlar ilizerinde gosterilmistir. Bu gozlem, ayrica hiicre
biyolojisi i¢in sinyal iletiminde rol oynayan “biiyiime faktorii” kavraminin kesfine

onemli bir katki saglamistir (http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1986/

Erisim Tarihi, 22 Temmuz 2015).

Norotrofin ailesinin ikinci liyesi olan Beyin kaynakli ndrotrofik faktoriin (brain-
derived neurotrophic factor, BDNF) ise dorsal kok ganglionunda sinir hiicreleri
tizerinde etkili oldugu ve hayatta kalma siirelerini uzattigi gosterilmistir. Bu
gelismelerden sonra norotrofin ailesinin insanda bulunan diger tyeleri; Norotrofin-3

(NT-3) ve Norotrofin-4/5 (NT-4/5) tanimlanmustir (Binder ve Scharfman 2004).

Etkilerini farkli noron gruplart iizerinden gosteren NT’ler, bdylece homolog
yapilart ve benzer reseptorlere baglanmalari ile canlinin yasam dénemlerine ve

fizyolojik ihtiyaglarina gore gesitlenen hiicresel siireglere aracilik ederler.

Bu sinyal molekiiller, sinir sistemi igerisinde az miktarda bulunmalarina kars1

ndronlarin hayatta kalmasi igin gerekli ve esas molekiillerdir. Bununla birlikte sinir
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sisteminin gelisimi boyunca sentezlenen miktarlar1 ile olusan noéronlarin kontroliinii
yapmaktadir. NT’ler ayrica, néronlarin uyarimi ile dendrit sayisinin artmasinda ve
zay1f dendritlerin imha edilmesinde rol oynamaktadir. Bu sekilde noronlar arasinda
yeni iligskiler kurulabilmesine olanak saglayan NT’lerin, beyin hiicrelerinin

esnekligine katkida bulunarak 6grenme ve hatirlamayi etkiledigi savunulmaktadirlar.
2.1.1. Norotrofinlerin Sentezi ve Mekanizmasi

Norotrofinler, ilk olarak onciil protein (prekiirsor; pro-norotrofin) formunda
hiicre iginde sentezlenir. Pro-norotrofinin olgunlastirilmasi enzimler araciligiryla pro
kismin nérotrofinden ayristirilmasi ile olur. Olgun noérotrofin stabil, kovalent
olmayan dimerlerden olusan bir protein yapisina sahiptir. Pro- ve olgun nérotrofinler
biyolojik etkilerini baglandiklar1 reseptorler ilizerinden gostermektedir (Manadas ve
ark. 2007). Bu reseptorler; tirozin kinaz ailesinden Trk (tropomiyozin reseptor kinaz)

ile timor nekrdz faktor ailesinden p75NTR (pan-nérotrofin reseptdr, p75)°dir.

p75NTR’ye tiim olgun NT’ler baglanabilirken Trk reseptor kinaz igin segicilik
s0z konusudur. Trk reseptorleri Trk A, B ve C olarak isimlendirilen ii¢ tiyesi vardir.
Her norotrofin afinitesine gore secicilik gosterdigi reseptoriine (NGF, TrkA’ya,;
BDNF ve NT-4/5 TrkB’ye; NT-3 TrkC’ye) baglanir. (Sekil 2.1) Baz1 durumlarda ise
NT-3 daha disiik afinite ile TrkA ve TrkB’ye baglanabilmektedir (Allen ve Dawbarn
2006).

%

Sekil 2.1. Norotrofinler ve baglandiklari reseptorler

http://what-when-how.com, Erisim tarihi: 6 Haziran 2015

Trk reseptorlerinin aktivasyonu sadece sinir hiicrelerinin hayatta kalmasini ve

devamliligini ilgilendirirken p75NTR uyarimi ise hem yasam, hem de apoptotik yol



icin 6nem arz etmektedir. NT ler bu sekilde noronlarin hayatta kalma- ya da 6liim-
dongiilerini, aktive ettikleri sinyal yolaklarini diizenlemektedir (Lu ve ark. 2005)
(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Norotrofinlerin Yin ve Yang aktivitesi

Pro-norotrofinlerin ¢ogunun olgun ndrotrofinlere karsi zit biyolojik
etkileri vardir. Bu nedenle; pro-ndrotrofinlerin proteolitik
boliinmesi, bu norotrofinlerin gidisatin1 kontrol eden bir isleyise
neden olur.

Trk reseptorlerine 6zgiil NT nin baglanmasiyla aktiflesen reseptor dimerize ve
fosforile (otofosforilasyon) olur. Ozgiin tirozin residiillerinin fosforilasyonu ile 3
farkl1 yolak etkin hale gelmektedir. (Sekil 2.3)

Bunlarin ilki Ras aktivasyonu ile harekete gegen mitojen aktif protein kinaz
(MAPK) sinyal kaskadidir. Bu yolak ndronal farklilasmayr ve norit gelisimini
destekler. Ikinci olarak, Ras veya Gabl aracilityla aktiflesen fosfatidil inozitol-3
kinaz (PI3K) yolagidir. Bu kaskadin uyarimi1 néronal sagkalima ve gelisime aracilik
etmektedir. Ucgiincii olarak, FosfolipazC-yl (PLC-yl) aktivasyonu sinaptik
plastisiteyi destekleyen Ca*? ve protein kinaz C ile diizenlenen yolaklar1 aktive eder.
Bu baglanma noronal sag kalimi, farklilasmay1 ve sinaptik plastisiteyi saglamaktadir.
Boylece aktiflesen reseptorler sinyal iletimini baslatarak niikleusta transkripsiyon

faktorlerini uyarir. Gen ekspresyonu boylece kontrol edilmis olur.



Trk + p75 = Yiksek afiniteli bolge

MAPK, NF-xB
PI3K, JNK
PLC-y

Sekil 2.3. Norotrofin-reseptor kompleksi ve etkinlesen yolaklar

p7S5NTR tiimdr nekroz reseptdr iist ailesinin bir liyesidir ve bu reseptor ailesine
benzer olarak sitoplazmik bolgesinde “6lim” alani igermektedir. p75NTR-norotrofin
kompleksi, Niikleer faktor kappa B (NF-kB) ve Jun kinaz (JNK) olmak tizere iki ana

sinyal yolagini diizenlemektedir.

JNK yolagi ile uyarilan P53, néronal apoptosize yol agan genleri aktive ederken
NF-kB yolaginin sinyallenmesi ise noronal sag kalimi destekleyen bir¢ok genin

transkripsiyonuyla sonuc¢lanmaktadir.

2.1.2. Noroplastisite ve Norogenez

Sinir sisteminin gelisim siirecine bakildiginda gebeligin ilk haftalarinda ndronal
migrasyon (go¢) baslamakta ve ikinci ti¢ aylik donemin (trimester) sonuna dogru ise

noronlarin biliyiik bir kism1 olugsmaktadir.

Eskiden inanilanin aksine bugiinkii bilgiler 1s18inda nérogenezin dogum sonrasi
donemlerde de devam ettigi, bununla birlikte néronlarin kendilerini onarabildikleri
ve yenileyebildikleri kanitlanmistir (Uzbay 2004). Yetiskin beyninde ndrogenezin
varligi koku merkezinde (olfactory bulb) ve hipokampuste gosterilmistir. Norogenez;
zengin ¢evresel uyaran, 6grenme, egzersiz, dstrojen ile nérogenez artarken yas, stres,

opioidler, eksitatuar amino asitler ile azalmaktadir (Goniil ve ark. 2002).

Sinir sisteminin ¢evresel degisikliklere uyumunda néronlarin sinaptik etkinligi
rol oynamaktadir. Bu sekilde cesitli ¢cevresel uyaranlara karsi adaptif bir yanit olarak
olusan néroplastisite, beyinde noronlar ve olusturduklart sinapslar iizerinden yapisal

ve islevsel degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisiklikler stres kaynakli olarak
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uzun donem depresyona (LTD) yol agabilecegi gibi 6grenme siire¢lerinde uzun

donem potansiyalizasyonu (LTP) saglayabilmektedir.

Noroplastisite Ozellikle 6nemli santral islevlerin gelisebilmesinde ve sinir
sistemi ile iligkili hastaliklarin tedavisinde (hasarin geri ¢evrilmesi ile) 6nemli bir
etkiye sahiptir (Uzbay 2004). Boylece uyarilma ve inhibisyon arasindaki dengeyi
saglayarak santral sinir sisteminin 0zgiin parcalarmin yeniden diizenlenmesine

katkida bulunmaktadir.

Noroplastisite ya da noral esneklik, sinir sisteminin kendini yenileme yetenegi,
cevresel uyarilara gore sinir hiicre ve sinaps olusmasi ile 6grenme, hatirlama ve

unutma yetilerinin sekillenmesi seklinde de tanimlanabilir (Giirpinar ve ark. 2007).

Beyinde noroplastik degisiklikler hipokampus basta olmak iizere korteks,
septum ve amigdalada goriilmektedir (Uzbay 2004). Hipokampiisiin gelismesinin,
dendritlerin gelismesi, sinapslarin yeniden yapilanmasi gibi siireglerin hayatin ilk
yillarinda en fazla olmakla beraber, erigkinlikte de devam ettigi gosterilmistir (Kotan

ve ark. 2009).

Hipokampus; duygudurum kontroliinden sorumlu limbik sistem iginde yer alan
ayrica 6grenme ve bellekle ilgili islevlerle iliskili bir yapidir. Ayrica neokortekste
kisa siireli bellegin uzun siireli bellege doniistiiriilmesi islemi olan bellek
birlestirilmesinde de 6nemli bir rolii vardir (Wittenberg ve Tsien 2002; Aydemir ve
Deveci 2009).

Sol hipokampus o6zellikle epizodik hafiza ile iliskili iken, sag hipokampus
spasyal hafiza ile iligkilidir. Her tiirlii zihinsel egzersiz ile hipokampiis hacminde ve
norogenezde artma goriiliirken Major Depresif Bozukluk (MDB) ve stresle iligkili
durumlarda hipokampiis hacminde ve norogenezde azalma oldugu cesitli

goriintliileme yontemlerinde gosterilmistir (Eker ve ark. 2005).

Ozellikle korteks ve hipokampal noéronlar tarafindan iiretilen BDNF, sinaptik
transmisyon ve hiicresel uyarilabilirligi etkileyerek LTP gibi sinaptik degisiklikleri
modiile etmektedir. Depresyonda noroplastisitenin bozulmasi, BDNF diizeylerindeki

azalma ile iligkilendirilmektedir (Yulug ve ark.2009).



Hipokampus ve kortekste yliksek miktarda salinan ve ndronal farklilasma
(noroplastisite) acisindan 6nemli olan BDNF’nin stres kosullarinda serumda ve

hipokampusta azaldig1 bulunmustur (Kotan ve ark. 2009; Karege ve ark.2002).

Noroplastisite ile beyin dinamik ve sekillendirilebilir bir durumdadir. Santral
sistemin yeniden yapilanmasi, molekiiler ve hiicresel seviyede baslar ve santral sinir

sisteminin tiimiinde degisikliklere neden olabilir.

Son yillarda elde edilen bazi1 bulgular, BDNF’ nin ndronal plastisiteyi ¢ift yonli
olarak diizenleyebildigini gostermektedir. Bu durum, noérotrofik faktorlerin
depresyonun hem patofizyolojisinde, hem de tedavisinde etkin oldugunu
gostermektedir (Giimrii ve Aricioglu 2012). Yapilan birgok ¢alisma major
depresyonda BDNF serum ve plazma seviyelerindeki azalmadan bahsetmektedir
(Karege ve ark. 2002; Shimizu ve ark. 2004). (Sekil 2.4)

@ Antidepresan
@ Tedavi
-
HIPOKAMPUS

Noronal cogalma,
Hayatta kalma &

Plastisite

=
Hipokampal
Islev
~
Duygu
durumu

Sekil 2.4. Stres ve antidepresan tedavinin zit etkisi

Gelen uyarinin siddeti ve siiresi ile merkezi sinir sisteminde primer olarak yanit
verecek bolgenin ozelliklerine bagli olarak bu degisikliklerin biri, birkaci veya hepsi
ortaya cikabilir. Sonucta olusan noroplastisitenin niteligi ve ortaya cikaracagi

yeniden sekillenme de bu etkenlere baglidir (Kotan ve ark. 2009).

Hipokampus, ndroplastisitesi en yiiksek beyin bolgelerinden biridir. Zihinsel
egzersiz ile hipokampal hacimde ve yeni ndron olusumu anlamina gelen
norogenezde artma goriilebilirken, siirekli stres durumlari hipokampal hacimde ve

hipokampal norogenezde azalmaya neden olur (Duman ve Monteggia 2006).
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2.2. BEYIN KAYNAKLI NOROTROFIK FAKTOR (BDNF)

BDNF, beyin gelisimi ve plastisitesi i¢in gerekli bir bliylime faktoriidiir. Yapilan
in vitro deneylerle ilk olarak BDNF’nin duyusal noéronlarda biliylimeyi tetikledigi
gosterilse de daha sonrasinda yapilan c¢alismalar ile BDNF’nin motor ndronlar,
kolinerjik noronlar, GABAerjik, dopaminerjik, ganglion ve duyusal néronlarin da

biliylime ve sag kalimini destekledigi belirlenmistir.

BDNF geni 247 amino asitlik proteinini kodlar ve 13 kDa agirligindadir.

Beyinde ozellikle serebral korteks ve hipokampiiste yaygin bulunmaktadir (Giirpinar
ve ark. 2007).

66.166 bazdan olusan bu gen, 11. kromozomun kisa kolu (p) tizerinde; (11p14.1)
bulunur ve yaklasik 67 kb biyiikligiindedir. Bu kromozomda 27.654.893 ile
27.722.058 baz ¢iftler arasina lokalize olarak bulunur (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=BDNF, Erisim tarihi Haziran 2015).

chrtt (o4, 1) [ [IGIET B TR CEIE | DENE Noi4 il FERD e N ESE W OES

Sekil 2.5. BDNF geni kromozom yerlesimi
(www.psychiatry.som.jhmi.edu, Erisim tarihi 7 Haziran 2015)

Insan BDNF geni 11 ekzon ve her biri gelisimsel olarak diizenlenen ve dokuya
0zgii dokuz fonksiyonel promotor bolgesine sahiptir. Bu promotor bolgesi, dort kisa
5’ ekzona ve olgun BDNF proteinini sentezleyen 1 tane 3’ ekzondan olusmaktadir

(Pruunsild 2007).

ORF

Ekzon| Ekzonll Ekzon |V Ekzon VI Ekzon IX
_.—"'j
—
5" ekzonlan 3' ekzonu

Y

BDNF transkriptleri

+
BDNF

Sekil 2.6. BDNF gen yapisi1 ve transkript olusumu

Insan BDNF geni sekiz tanesi 5’-ekzon (gri kutular) ve bir adet 3’-ekzon
(noktali kutu) olmak tizere dokuz ekzondan olugmaktadir. 3’-ekzon (Ekzon
IX) acik okuma ¢ergevesine (open reading frame; ORF) sahiptir. Sekilde
BDNF’nin major ekzonlar1 (Ekzon I, II, IV ve VI) ile promotorlar1 okla
gosterilmistir (Hu ve ark. 2010).
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Insan BDNF geni, her biri kendine 6zgii promoter bolgesine sahip; ancak farkli
derecelerde tek bir 3' terminal eksona baglanan (splays) en az alt1 tane 5' eksona
sahiptir. 3' terminal kodonu, farkli BDNF pre-mRNA’ larin birlesmesine olanak
saglayan tek islevsel splays akseptor bolgesini icermekte ve olgun mRNA’nin tim
sekansini kodlamaktadir. Boylece, BDNF ekspresyonunu transkripsiyon diizeyinde

diizenleyebilecek biiyiik bir potansiyel olusmaktadir (Lu ve ark. 2003).

Ekzon 4; en ¢ok akciger ve kalpte eksprese olurken, ekson 1,2,3 transkriptleri en
¢ok beyinde bulunur. Ekzon 3 igeren transkript, hipokampus ve kortekste noronal
aktivite kontrolinde 6nemli etkiye sahiptir. BDNF geninde coklu promotorlarin
bulunmasi, BDNF’nin ekspresyonunu, transkripsiyonunu, mRNA stabilitesini,
translasyonunu, hiicresel tasinim ve dagilimini kontrol etmektedir (Egan ve ark.

2003).

BDNF sentezinin ilk asamasinda proBDNF kovalent olmayan dimer seklinde
baghdir. Post-translasyonel modifikasyonlarla bu onciil proteinin proteolitik enzim

kesimi gergeklestirilerek 27 kDa’luk olgun protein elde edilmektedir. (Sekil 2.7)

Sekil 2.7. pro- ve olgun BDNF salinimi

Olgun ve proBDNF olarak sinyal iletiminde farkli yolaklarin aktiflesmesine
aracilik ederler. pro-BDNF, p75 nérotrofin reseptoriine baglanmaktadir. Bunun
sonucunda aktiflesen reseptorii apoptotik hiicresel siiregleri baglatmaktadir. Uyarilan
NF-xB ve JNK yolaklar1 néronlarin dentritik budanmasinda etkili olmaktadir. Olgun
BDNF ise TrkB reseptoriine baglanarak farkli sinyal yolaklarimi aktiflestirir (Chao
2003).
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Prondrotrofinlerin ve olgun norotrofinlerin biyolojik aktiviteleri Sekil 2.8’de

gosterilmektedir.

p7SNT®

Plazmazan

m
Se?
Coro il
Hiicre dist
P MAPK
.- L
l Apoptoz l Noronal sag kalim

Dendritik budanma

Farklilagma
Sinaptik Plastisite

Sekil 2.8. pro- ve olgun BDNF sinyal yolaklari

BDNF-TrkB etkilesimi noronal sag kalim, farklilasma ve sinaptik plastisite gibi

sinir hiicrelerinde yasamsal faaliyetlerin yiiriitilmesini saglamaktadir (Sekil 2.8).

Ozellikle Ras/MAPK ve PI3K/Akt yolaklar bir dizi bilyiime ve sag kalimi etkileyen

hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 uyarmaktadir (Reichardt 2006). BDNF, hiicre sag

kalimimi desteklemesinin yani sira, norotransmitter modiilatorii olarak da noronal

plastisitede yer almaktadir.

TrkB
reseptoril

I -=

BDNF

— m —>  Hayatta kal

v

@ H@ —> Bilyiime
N . By

R

» Gen Ekspresyonu

Sinaptik
Plastisite

=

Sekil 2.

9. BDNF ve TrkB etkilesimi
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BDNF, TrkB reseptoriine baglandiginda oncelikle reseptdr dimerize olur ve
ardindan reseptoriin kendini fosforillemesi ile aktivasyon gergeklesir. TrkB’nin
sitoplazmik kistmindaki tirozin residiillerinde gerceklesen fosforilasyon 3 Onemli

yolagin sinyallemesini yapar (Sekil 2.9).

1- MAPK yolagi: Noronal farklilasma, norit geligimi
2- PI3K yolag:: Hiicre sag kalim
3- PLC yolag:: sinaptik plastisite

BDNF’nin etkiledigi sinyal yolaklar1 ve sistem diisiiniildiigiinde, bu faktoriin
saliniminin azalmast ya da bozulmasi durumu 6zellikle psikiyatrik hastaliklara konu

olmaktadir (Autry ve Monteggia 2012).

2.2.1. BDNF ve Hastaliklarla iliskisi

Beynin tecriibe ve gevresel kosullara kendini adapte edip degistirme yetenegi
uzun ve kisa vadede sinaptik baglantilara baglhidir. Noronal aktivite tarafindan
sinapslarin sayisinin ve dayanikliliginin degistirilebilecegi kanitlanmistir. Sinapslarin
aktivite-bagimli degisimi, beyinin biligsel kisimlarinda ve gelisiminde kritik rol
oynar. BDNF mRNA’smin, felce ugratilmis deney hayvanlarinin hipokampiisiinde
ciddi miktarda artisi, BDNF geninin aktivite-bagimli transkripsiyonunu ilk
destekleyen gozlem olmustur. Sonrasinda BDNF mRNA ekspresyonunun 6grenme

ve hafizayla iliskisinin arastirilmasi olduk¢a 6nem kazanmistir.

Noronal aktivitenin, sinaptik esneklikte 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir.
Sinaps aktivitesi, esnekligi ve norotrofik regiilasyon arasindaki iliskinin halen bazi
belirlenmemis kisimlart bulunmasina ragmen, arastirmalar biiyilk bir hizla
ilerlemektedir. En baskin hipoteze gore; Aktivite-bagimli sinaptik degisimler,
norotrofinler araciligiyla gergeklesir. BDNF yi ele alacak olursak, ndronal aktivite ile
BDNF geninin transkripsiyonu, mRNA’smin taginmasi, BDNF proteininin

dendritlere gegisi ve salgilanmasi kontrol edilir (Egan ve ark. 2003).

Fiziksel aktivite, kosma, diyetsel kisitlamalar, uyku, sirkadiyan ritmi gibi
fizyolojik durumlar BDNF gen ekspresyonunu etkiler. Bununla beraber, ndronal
aktiviteyi etkileyen Alzheimer, iskemi, depresyon, stres gibi gesitli patolojik

durumlarda da BDNF'nin mRNA seviyesi etkilenir.
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Ayrica BDNF’nin diger gorevleri de; ndronal canlilik ve farklilagma, sinaptik
iletisim ve esneklik, transmitter sentezi, metabolize edilmesi ve salgilanmasi, post-
sinaptik iyon kanali akisi, dopaminerjik ve serotonerjik ndronlarin geligimi ve

canliliginin saglanmasi seklindedir (Jonsson ve ark. 2006).

BDNF, ozellikle Dopamin 2 reseptor ailesine dahil olan D3 reseptdriiniin
ekspresyonunu da kontrol eder. Boylece beynin kortikal bolgesi, BDNF ve dopamin

mekanizmasi arasindaki iliski olduk¢a dnemlidir. (Guillin ve ark. 2007)

Son dénem yapilan caligmalar, BDNF seviyelerinde meydana gelen degisimin
bagimlilikla iligkili mekanizmalarda 6nemli bir modiilator olarak yer alabilecegine
deginmektedir. BDNF noroadaptasyon stireglerine de katkida bulunarak bagimliligin
gelisimine yardimei olur (McGough ve ark. 2010).

BDNF geni olmayan [homozigot BDNF (-/-)] ratlarda bazi periferik duyu
noronlarmin  gelismedigi ve bu hayvanlarin 3 haftadan daha uzun siire
yasayamadiklari, heterozigot ratlarin ise obez olduklari, ndbet esiginin ylikseldigi ve
uzamsal Ogrenmenin (spatial learning) bozuldugu gosterilmistir (Binder ve
Scharfman 2004). Beyinde en fazla BDNF eksprese edilen bolge olan hipokampiiste
yapilan ¢aligmalarda, BDNF’nin ndron fonksiyonundaki roliinii gosteren ¢ok fazla
bulgu ag¢iga cikarilmistir. Hipokampal kesitlere BDNF uygulanmasinin spontan
presinaptik atesleme orani ile post-sinaptik akimlarin sikligimi ve amplitiidiini

onemli sekilde artirdig1 gosterilmistir (Levine ve ark. 1995).

Bu siiregler i¢inde en ¢ok degerlendirilenler ise dopaminerjik ve serotonerjik
sistemlerdir (Matsushita ve ark. 2004). Aile temelli bir iliskilendirme ¢alismasinda
BDNF'nin bipolar bozukluk igin potansiyel bir yiiksek risk alleli oldugu
belirlenmigtir (Sklar ve ark. 2002).

2.2.2. BDNF Val66Met Tek Niikleotit Polimorfizmi

BDNF beyinde striatal ndronlarin hayatta kalmasini1 saglayan temel etkenlerden
norotrofin ailesine iiye bir proteindir (NCBI:627). Sinir sistemi ve 0zglin ndron
popiilasyonlar1 tizerinde etkili olan bu protein islevsel olarak enerji metabolizmasi,
davranig, ruh sagligi, 6grenme, bellek, stres, agri ve apoptoz gibi siirecler igin

gereklidir.
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BDNF geninde 40°tan fazla tek niikleotid polimorfizmi (SNP) saptanmistir. Bu
SNP’ler arasinda BDNF Val66Met polimorfizmi (NCBI-dbSNP:rs6265 ya da
G196A) siklikla ¢alisiimaktadir (Kaymaz ve ark. 2013). Islevsel bir SNP olan bu
polimorfizm kodlanan gen bdlgesinde yer almaktadir. mRNA iizerinde 66. kodonda
bulunan bu varyant proBDNF’yi olusturur. Bu polimorfizmin yabanil tipi; Val (G;
Guanin) allelini, mutant tipi ise Met (A; Adenin) allelini olusturmaktadir.

Met66 varyanti proBDNF nin isleyisini ve ndronlar aktivite bagimli salinimini
etkilemektedir (Egan ve ark. 2003). Ancak, BDNF’deki bu degisiklik kendini olgun
proteinden proteolitik yikim ile ayrilan prekiirsor peptidinde (proBDNF) gosterdigi
icin, olgun BDNF proteininin biyolojik aktivitesini etkilememektedir.

Egan ve ark. larinin in vitro ve in vivo yaptiklar1 ¢aligmalar ile met allelin,
BDNF'nin uyarima bagli saliniminm1 ve intraselliiler fonksiyonlarini etkileyerek,
anormal hipokampal fonksiyon ve daha zayif sozel epizodik hafizaya neden
olabilecegini ifade etmislerdir (Egan ve ark. 2003). Karsilastirmali olarak hayvan
modelleri ve insanda BDNF polimorfizmlerinin sinaptik plastisite lizerine etkilerinin

paralleligini vurgulayan ¢alismalar yapilmistir (Chen ve ark. 2004).

BDNF Val66Met polimorfizminin motor 6grenmeye etkisinin arastirildigi bir
calismada, 6grenme becerileri dort giin boyunca test edilen bireyler arasinda mutant
allel (Met) tasiyanlarin polimorfizm tasimayan bireylere oranla daha fazla hata
yapma sayilarina sahip oldugu goriilmiistiir (McHughen ve ark 2010). Boylece kisa
stireli 6grenme ve hatirlama becerileri lizerinde bu polimorfizmin etkili olabilecegi
tizerinde durulmus, beyinde motor sistem isleyisi ve kisa siireli plastisite agisindan

farkliliklara yol agabilecegi gosterilmistir.

A allelinin, 6grenme (zeka) gibi biligsel beyin faaliyetleri azalttigi; bagimlilik,
ice kapanma ve intihar egilimi gostermede arttirdigi yoniinde c¢aligmalar vardir

(Marinos ve ark. 2014).

Gratacos ve arkadaglarinin yaptiklart meta-analiz ¢alismasinda duygudurum
bozukluklar1 ile BDNF polimorfizminin iligkisinin incelenmis ve genel olarak beyaz
irktan  Amerikali ve Avrupalilarin  yer aldigi arastirmalarda Val66Val
polimorfizminin, Asyalilarin yer aldig1 calismalarda ise Val66Met polimorfizminin

agirlikli olarak saptandigini bildirmektedir (Gratacos ve ark. 2007).
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Sklar ve ark.larinin aile tabanli 136 kiside yaptiklari c¢aligmada bipolar
bozuklukta Met allel frekansinin daha diisiik oldugu ifade edilmistir (Sklar ve ark.
2002).

Hiinnerkopf ve ark.lar1 tarafindan yapilan bir calismada met/met genotipi ile
nevrotik yapi arasinda daha diisiik bir iligki oldugu ve dolayisi ile val allelinin
depresyon ve anksiyete bozukluklari igin artmis risk sebebi olabilecegini One

stirilmistiir (Hiinnerkopf ve ark. 2007).

Miyajima ve ark.larmin ¢alismasinda ise tiim kognitif testlerde met allel
varliginda kognitif performansin azaldigi ve met allellerinin non demansif bireylerde

koruyucu roliiniin olmadig1 gosterilmistir (Miyajima ve ark. 2008).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez arastirmasi; Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hafsa Sultan
Hastanesi, Tibbi Genetik Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Hasta grubu
icermeyen ve tek grupta yiiriitillen bu tez arastirmasina, rastgele segilen 18-55 yas
arasindaki 86 kadin ve 116 erkek birey olmak tizere 200 saglikli kisi katilmistir.
Katilimeilarn se¢imi ve numunelerin toplanmasi islemleri; Celal Bayar Universitesi

Tip Fakiiltesi, Yerel Etik Kurul onayinin alinmasi ile baglamistir.

Normal popiilasyonun (saglikli) drneklenmesinde ¢alismaya katilim Celal Bayar
Tip Fakiiltesi ¢alisanlari, 6grencileri ve Kan Merkezine basvuran bagis¢ilar arasindan
saglanmistir. Her katilimcidan arastirma i¢in hazirlanan aydinlatilmis onam formlari

imzalatilarak riza beyanlar1 alinmistir.

3.1. GEREC

Molekiiler genetik yontemlerinden PCR-RFLP (Polimeraz zincir reaksiyonu-
sinirlayict fragman uzunluk polimorfizmi)’nin uygulandigi bu calismada biyolojik
materyal olarak saglikli goniillillerden toplanan ven6z kan ornekleri kullanilmistir.
DNA izolasyonu, PCR, restriksiyon enzim kesimi, elektroforez ve jel goriintiileme
asamalar i¢in gerekli kimyasallar, malzemeler ve cihazlar asagidaki alt bagliklarda

listelenmistir.

3.1.1. Kimyasallar

- Qiagen DNA izolasyon Kiti

- dNTP Mix (SolisBioDyne)

- Primer (Metabion; F ve R)

- Hot Start Taq DNA Polmeraz (5 unite/pl)
- Taq DNA polimeraz (SolisBioDyn)

- MgCl; (SolisBioDyne)

- Agaroz (Bioshop)

- TBE Buffer (10X Gibco)

- 100 b¢ DNA Ladder (Solis Bio Dyne)
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DNA loading dye (Solis BioDye)
Etidyum Bromiir

PCR Buffer (SolisBioDyne)
Restriksiyon Enzimi (NEB)

Pmil 5°... CAC|GTG...3’
3’... GTG1CAC...5’

Tamponlar

TBE (Tris-Borik Asit-EDTA), agaroz jel hazirlamak i¢in 1X ve elektroforez

tamponu olarak kullanmak i¢in 10X olarak hazirlanir.

10X TBE hazirlanist;
TBE tamponu (10X) ; 108 g Tris baz, 55 g Borik asit, 9.3 g EDTA
108 gram Tris baz + 55 gram Borik asit + 9,3 gram EDTA; tartilarak hepsi bir

kaba konur ve tizerine son hacim 100 ml olacak sekilde distile su eklenir.

1X TBE hazirlanist;
TBE tamponu (1X); 100 ml 10X TBE tampona 900 ml distile su eklenerek

derisim 10 kat seyreltilir.

Agaroz Jel

%2’lik agaroz jel hazirlamak i¢in ticari toz agarozdan 2 g tartilir.

Erlende 100 ml 1X TBE tamponuna 2 g toz agaroz ilave edilerek mikro dalga
firinda eritilir.

Homojen bir eriyik haline gelen karisim, iliklastiktan sonra 5 pl Ethidyum
Bromiir (EtBr) eklenerek calkalanir.

Karisim yilikleme kuyularini olusturacak taragin da takili oldugu jel tablasina
(tray) dokdiliir.

Jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikarilir.

Ethidyum Bromiir

10 mg/ml stok soliisyon elde etmek igin, 1 g etidyum bromid 100 ml steril distile

suda ¢oziiliir ve karanlik ortamda 4°C’de saklanir.
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3.1.2. Cihazlar

- Buzdolabi1 ve derin dondurucu (+4°C, -20°C)

- Hassas terazi

- Sogutmali santrifiij (Hettich)

- Sogutmal1 mikrosantrifiij (Hettich mikro 120)

- Mikrodalga firin (Premier)

- Etiiv (Niive EN 500)

- Isitic1 blok (Giosan-Dry block)

- Vortex (Biosan Combispin)

- DNA Thermal Cycler (NyxTechnik ve SensoQuest)
- Nanodrop (Maestro Gen)

- Yatay elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (NyxTectik)
- Jel Gortintiileme Sistemi (NyxTechnik)

3.1.3. Diger Arac ve Geregler

- Steril ependorf tiipler

- Steril PCR tiipleri

- Otomatik pipetler

- Steril plastik pipet uglari

- Steril eldiven

3.2. YONTEM

Saglikli bireyler; birbirleri akrabalik iligskisi bulunmayan, kronik herhangi bir
hastaligi olmayan (sistemik, psikiyatrik, alkol bagimliligi) ve farmakolojik tedavi

almayan goniillii katilimcilar arasindan segildi.
3.2.1. DNA izolasyonu

Kan ornekleri 5 ml’lik EDTA’l1 tiiplere alinarak, +4°C’de muhafaza edildi.
Toplanan numunelerin DNA izolasyonlar1 ayni giin igerisinde yapildi. Kandan DNA
saflagtirma islemi “QIAamp DNA Blood Mini Kit” ile asagida belirtilen protokole
uygun olarak gergeklestirildi.
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Kan 6rneklerinin alimindan hemen sonra DNA izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen

DNA ornekleri ise sonraki islemler i¢in -20°C’de kaldirilarak saklandi.

ek

Lizis

Baglanma

Yikama
Buffer AW1

Yikama
Buffer AW2

-3 O -9 e -9 o — <= —

Aynistima

c:mi:t:-—}cﬁﬁiﬁm

Saf DNA Eldesi

Sekil 3.1. DNA izolasyon
basamaklari

DNA izolasyon Protokiilii (Spin Protokol)

- 200 pl kan 6rnegi tiiplere alinarak igerisine AL Buffer ve 20 ul
Proteinaz K ilave edildi.

- Tipler 10-15 sn vortekslendikten sonra 56°C’de 15 dk 1sitici
blokta bekletildi. inkiibasyona birakildi.

- 210 pl ethanol (%96) ilave edildi ve 10-15 sn siiresince vorteks
yapildi.

- Tiplerin igerigi spin kolonlara aktarildi ve 8000 rpm’de
(rotatory per minute) 1 dk santrifiij edildi.

- Kolondaki alt faz atildiktan sonra filtreli kisim yeni tiipe
aktarilarak 500 ul AW1 wash buffer ilave edildi ve 8000 rpm’de 1
dk santrifiij edildi.

- Tekrar aym sekilde filtreli kisim steril tiipe aktarilarak 500 pl
AW?2 wash buffer ilave edildi ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
- Filtreli kisim steril tiipe alinip {izerine bir sey koymadan 14000
rpm’de 2 dk santiirfiij edildi.

- Spin kolon 1,5 ml’lik yeni steril ependorf tiiplerine
yerlestirildikten sonra ayr1 yerde sicakligi 56°C olacak sekilde
1sitict blokta bekletilen eliisyon tamponundan (elation buffer; AE
Buffer) 200 pl ilave edildi.

- Sonrasinda ise ependorf tiipleri 14000 rpm’de 1 dk santrifiij
edildi ve spin kolonlar atildi.

- Ependorf tiipiinde kalan (siiziilen) igerik ile DNA izolasyon

1slemi tamamland.
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3.2.2. DNA’min Cogaltilmasi (PCR)

BDNF geni 2.ekzonda yer alan VVal66Met polimorfizmini (NCBI-dbSNP rs6265)

belirlemek i¢in kullanilan ileri ve geri primerler Tablo-1’de yer almaktadir.

Tablo 1. Kullanilan primerler

Primerler (5°—3 Sekans)

Ileri primer (F); 5' ACT CTG GAG AGC GTG AAT GG 3'

Geri primer (R); 5' AGA AGA GGA GGC TCC AAA GG 3'

BDNF’nin hedef bolgesini c¢ogaltilmada segilen primerler icin PCR
reaksiyonlarinin kosullar1 asagida belirtildigi gibi uygulandi;

- PCR buffer (1X); 3 ul

- MgCl; (1,5mM) ;1,8 ul

- dNTP mix (0,2mM); 0.3 ul

- Primerler (ileri/Geri); (0,3uM); 0.45 ul

- Hot Tag DNA Polymerase (2,2 U); 0.44 pl
- Genomik DNA; 4 ul

- Distile su; 19,56 pul

PCR grade su ile 30 pl ye tamamlandi ve PCR islemini gergeklestirmek icin,
PCR cihaz1 (SensoQuest) asagida belirtilen sicaklik ve siirelere gore ayarlandi. Tiim
islemler, tepkimenin dogru gergeklesmesi i¢in buz istiinde yapildi. Bu sekilde elde
edilen karigim Tablo-2’de gosterildigi gibi PCR cihazma yerlestirilerek tepkime
gerceklestirildi. Tepkime sonunda; rs6265 i¢in 197 bg¢ uzunlugunda PCR iiriinii elde
edildi.
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Tablo 2. PCR reaksiyon kosullari

PCR basamaklari Sicakhk Siire Dongii
Basglangi¢ Denatiirasyonu 95 °C 13 dk 1
Denatiirasyon asamasi 95 °C 30 sn 38
Hibridizasyon (Baglanma) 57 °C 30 sn 38
Sentez (Uzama) 72 °C 33 sn 38
Son sentez 72 °C 7 dk 1

PCR reaksiyonlar1 ile elde edilen amplifikasyon sonuglarinin kontrolii i¢in, PCR

{iriinleri agaroz jel elektroforezi ile izlendi. Islem basamaklari su sekildedir;

%?2’lik agaroz jel hazirlanarak igerisine 1,5 cm kalinlikta olacak sekilde
traye dokiildii.

Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in en az 1/2 saat beklendi.
Polimerizasyon sonrasi tarak ¢ikarildi.

1X TBE igeren yiiriitme tamponu ilave edildi. Ornekler ilk kuyucuga 10
ul marker (100 bg¢'lik DNA Ladder) ve 10 pl 6rnek + 6 ul DNA Loading
dye olacak sekilde jel kuyucuklarina yiiklendi.

Yiikleme tamponu ig¢inde bulunan ve elektrik alanda hareket eden brom fenol

mavisi ve ksilen siyanol boyalarinin yiiriidiikleri mesafe takip edilerek 90 volt

akimda 100 dk elektroforez cihazinda yiiriitiildii. Siire sonunda jel c¢ikartilarak

elektroforez goriintiileme cihazinda UV 15181 altinda goriintli alind1.

3.2.3. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Uriinler her enzime uygun olmak iizere, 10X NE Buffer tampon ¢ozeltisi, enzim,

PCR iiriinii ve steril distile su ile total reaksiyon voliimii 50 pl olacak sekilde

hazirlandi. Val66Met polimorfizmi i¢in PCR iirlinleri uygun 1s1 ve siirelerde inkiibe

ve inaktive edildi (Tablo 3). Daha sonra kesim iiriinleri agaroz jelde yiiritiiliip,

goriintiilendi ve kaydedildi.
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Tablo 3. RFLP igin kullanilan enzim, distile su ve PCR firiinii miktarlari

PCR NE

Enzim Griind. buffer Su Inkiibasyon Inaktivasyon
0.8 ul 10ul 37°C, 65°C,
16265 puii pNa M 2320 g 20 dk

PCR iirtiniinde kesim i¢in PmII enzimi kullanildi.
5’... CAC|GTG...3’
3’... GTG1CAC...5’

Yabanil P rn II Mutant

CACGTG CACATG

GTGCAC Yada GTGTAC

72 be 125 be 197 b
Sekil 3.2. Restriksiyon enzim kesim bolgesi

Enzim yabanil allelin oldugu (G; Val) diziyi kesmektedir. PCR driinleri %2'lik
agaroz jelde yiritilerek UV 1s1k altinda degerlendirildi. Her iki allelinde bu
mutasyonu tasityan homozigot bireylerde (AA; met/met) kesilmemis PCR f{iriinii tek
band (197bg-197b¢); baz degisimini tek allelde tasiyan GA (val/met) igin heterozigot
bireylerde biri kesilmemis PCR {irlinii seviyesinde ve digerleri onun altinda iki band
(197bg-125bg-72bg); GG (val/val) igin homozigot 72 bg/125bg-72bg/125b¢ kesim

lirlinii tespit edildi.

Kesim iriinlerinin kontrolii igin agaroz jel elektroforezi uygulandi. Agoroz jel
hazirlandiktan sonra elektroforez tankina konarak iizerine 1X TBE ilave edildi. Tlk
kuyucuga 10 ul marker (100 bg lik DNA Ladder), sonrakilere ise 10 ul érnek + 6 ul
DNA Loading dye yiiklendi. Yiikleme tamponu iginde bulunan ve elektrik alanda
hareket eden brom fenol mavisi ve ksilen siyanol boyalarinin yiiriidiikleri mesafe
takip edilerek 100 volt akimda 100 dk elektroforez cihazinda yiiriitiildii. Stire
sonunda jel ¢ikartilarak elektroforez goriintiileme cihazinda UV 1s1ginda goriintiisi

alindi.
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1 KD

500 bg =
400 b¢ —

300 bg —

200 b¢ 1  —mm

100 BC =i

Sekil 3.3. BDNF geni rs6265 polimorfizmini i¢ceren agaroz jel goriintiisii

1 : DNA markir: 100 bg

2 AA met/met: 197 bg-kesilmemis PCR tirtinii
3 :GAval/met: 197 bg/125 bg, 72 bg

4  :GGvallval: 125,72 bg

Elektroforez sonrasinda elde edilen bant bolgeleri ladder'a gore analiz edildi ve
polimorfizm tasiyip tastmamalarina gére mutant, heterozigot ve yabanil olarak tespit
edildi. Veriler kayit altina alinarak istatistiksel analizle allel ve genotip frekanslar

belirlendi.

3.2.4. istatistiksel Analiz
Hesaplanan BDNF Val66Met genotip frekanslarimin Hardy-Weinberg esitligine
uygunlugunu kontrol etmek igin ki-kare iyi uyum testi (chi square goodness of fit

test) kullanildi. Degerlendirmelerde p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.

Hesaplamalarda SPSS programinin 11.0 stirimii kullanilmistir.
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4. BULGULAR

BDNF Val66Met polimorfizminin saglikli popiilasyondaki dagilimini inceleyen
bu c¢alismada 200 birey yer almistir. Genotip verileri jel goriintiilerinin

yorumlanmasiyla toplanmastir.

Genotip dagilimi; 137 kiside GG (%68,5), 61 kiside GA (%30,5) ve 2 kiside AA
(%1) olarak saptanmistir. Allel frekanslari ise: G alleli i¢in %83,75 ve A alleli i¢in
%16,25 olarak bulunmustur (Tablo 4).

Tablo 4. Genotip ve allel frekanslari

Saglikls kisiler BDNF genotip siklig1 Allel siklig
Val/Val Val/Met Met/Met G (Vval) A (Met)
GG AG AA
Toplam (n= 200) 137 (%68,5) 61 (%30,5) 2 (%1) 83,75 16,25
Kadmn (n= 84) 54 (%64,3) 29 (%34,5) 1(%1,2) 81,5 18,5
Erkek (n=116) 89 (%76,7) 26 (%22,4) 1 (%0,9) 87,9 12,1

*G= Val/Val ve Val/Met,
**A= Met/Met ve Val/Met

Calismaya dahil edilen katilimcilarin 84’1 kadin (%48), 116’s1 erkek (%52)
bireyden olusmaktadir. BDNF genindeki Val66Met polimorfizmi cinsiyet yoniinden
incelendiginde Val (G) allel frekansinin kadinlarda %81,5 ve erkeklerde %87,9
olarak belirlenmistir. Polimorfizmin cinsiyete bagli bir dagilim gostermedigi
gorilmiistiir. Ayrica genotip oranlar1 Hardy-Weinberg esitligine (HWE) uyum
agisindan gozlenen ve beklenen genotip oranlart kiyaslanmistir (Tablo 5). Calisilan
bu toplumda genotip dagilimi p>0,05 ile Hardy-Weinberg esitligine uydugu
saptanmustir. (x2 =0,407, df=1; p= 3,841)

Tablo 5. BDNF Val66Met genotiplerinin dagilimi

Genotip  n (200) Gozlenen F?:E;ige(gm)
Frekans (%) 12 =0,407
GG (val/val) 137 68,5 70,14
GA (val/met) 61 30,5 27,22
AA (met/met) 2 1 2,64
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5. TARTISMA

Saglikli goniilliilerle yapilan ve toplam 200 bireyin dahil edildigi bu ¢alismada
incelenen BDNF geni, rs6265 veya G196A olarak bilinen, Val66Met polimorfizmine
ait allel frekans1 Val (G) alleli i¢in %83,75 ve Met (A) alleli igin %16,25 olarak

saptanmistir.

Ulkemizde Kaymaz ve ark.lari tarafindan yapilan bir calismada; BDNF
Val66Met polimorfizmi 376 saglikli (kontrol) bireyde mutant AA genotipinin
dagilimi %1,6 ve A allel sikligi ise %15 olarak belirlenmistir (Kaymaz ve ark. 2013).

Bulgularimiz bu ¢alisma verileri ile ortiismektedir.

Petryshen ve ark.larinin farkli popiilasyonlarda BDNF Val66Met polimorfizmini
incelemeleri ile Met allel frekansinin cografyaya ve etnik yapiya gére %0 - %72

arasinda dagilim gosterdigini ifade etmislerdir (Petryshen ve ark. 2010).

Ozdemir ve ark.lar1 tarafindan {ilkemizde yapilan bir calismada saghkli grupta G
allel frekans1 %86; A allel frekans: ise %14 olarak saptanmustir (Ozdemir ve ark.
2013). Yine iilkemizde yapilan diger bir ¢alismada ise bu degerler sirasiyla G alleli
icin %87,1 ve A alleli igin %12,9 olarak bulunmustur (Soziigiizel ve ark. 2008).

Eker ve ark.larinin 28 saglikli goniilliide gri madde degisimini inceledigi bir
calismada katilimcilarin 20’sinde GG, 8’inde ise GA genotipi saptanmis olup AA

homozigot mutant genotipine rastlanmamistir (Eker ve ark. 2005).

100 saglikli Koreli bireyin incelendigi bir ¢alismada A allelini tasiyan bireylerin
GG yabanil genotipine sahip bireylere gore daha diisiik serum BDNF diizeylerine
sahip olduklar1 gosterilmistir (Bhang ve ark. 2011).

556 Hirvat ve 244 Koreli saglikli goniillii lizerinde yapilan bir ¢calismada BDNF
Val66Met polimorfizminin Korelilerde: 57 kiside Met/Met (AA %23.,4), 112 kiside
Val/Met (GA %45,9) ve 75 kiside Val/Val (GG %30,7); Hirvatlarda ise: 19 kiside
Met/Met (AA %3,4), 180 kiside Val/Met (GA %32,4) ve 357 kiside Val/Val (GG
%64,2) saptanmistir (Pivac ve ark. 2009).
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Harrisberger ve ark.lar tarafindan 2014 yilinda isvigre’de saglikli géniilliiler
tizerinde yapilan bir ¢alismada 413 Val/Val genotipi (GG %64,2), 204 Val/Met
genotipi (GA %31,7) ve 26 Met/Met (AA %4,1) genotipi saptamislardir.

Karnik ve ark.larinin ABD’de Avrupali 116 kisi iizerinde yaptiklar1 bir
calismada G allel frekansi1 %82,8 ve A allel frekansi ise %17,2; Huang ve ark.larinin
yine ABD’de Avrupali 128 kisi lizerinde yaptiklart bir calismada G allel frekansi
%86,4; A allel frekans1 ise %13,6; Goodyer ve ark.larmm Ingiltere’de 401 kisi
tizerinde yaptiklari bir calismada G allel frekans1 %80,5; A allel frekansi ise %19,5;
Lemos ve ark.larinin Portekiz’de 287 kisi lizerinde yaptiklart bir calismada G allel
frekanst %80,3; A allel frekansi ise %19,7; Dmitrzak-Weglazz ve ark.larinin
Polonya’da 585 kisi tizerinde yaptiklari bir calismada ise G allel frekans1 %81,2; A
allel frekansi ise %18,8 olarak saptanmustir (Kokaeva ve ark. 2013) (Tablo 6).

Tablo 6. Diger Popiilasyonlardaki allel oranlar

Ulke Yayin Aalleli | G alleli
Rusya n=204 Kokaeva ve ark. 2013 0,265 0,735
Almanya n=153 Marziniak ve ark. 2008 | 0,239 0,761

USA (Washington) n=116 Karnik ve ark. 2010 0,172 0,828

Biiyiik Britanya n=401 Goodyer ve ark. 2010 0,195 0,805

Portekiz n=287 Lemos ve ark. 2010 0,197 0,803
USA(Teksas) n=128 Huang ve ark. 2007 0,136 0,864
Polonya n=585 Dmitrzak ve ark. 2010 0,188 0,812
Almanya n=445 Musil ve ark. 2012 0,207 0,793

Asya toplumunda Cin ve Japon gruplarinda yapilan iki ¢aligmada ise, polimorfik
met (A) allelinin siklig1 sirasiyla %61,6 ve %37,2 olarak bulunmustur (Matsushita ve
ark. 2004).

1000 Genom projesinde rapor edilen faz-III sonuglarina gére; BDNF Val66Met
polimorfizminin toplum geneli frekans degerleri; Avrupa toplumunda val (G) alleli
icin %80,3 ve met (A) alleli i¢in %19,7 oldugu gosterilmistir (Tablo 7) (Sekil 5.1.)

(www.ensembl.org, Erisim tarihi 3 Haziran 2015)
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Tablo 7. rs6265’in 1000 Genom projesinin Faz-1I1 sonuglari

Popiilasyon | Allel: frekansi (kisi) | Genotip: frekans (kisi say1)
HEPSI G: 0,799 (4000) G|G: 0,667 (1669)
A: 0,201 (1008) GJA: 0,264 (662)
AJA: 0,069 (173)
AFR G: 0,989 (1308) C|C: 0,979 (647)
A: 0,011 (14) C|A: 0,021 (14)
AMR G: 0,847 (588) C|C: 0,718 (249)
A: 0,153 (106) C|A: 0,259 (90)
AJA: 0,023 (8)
EAS G: 0,512 (516) C|C: 0,270 (136)
A: 0,488 (492) C|A: 0,484 (244)
AJA: 0,246 (124)
EUR G: 0,803 (808) G|G: 0,642 (323)
A: 0,197 (198) GJ|A: 0,322 (162)
AJA: 0,036 (18)
G: 0,798 (780) G|G: 0,642 (314)
SAS A: 0,202 (198) GJ|A: 0,311 (152)
AJA: 0,047 (23)

Kisaltmalar; AFR: Afrikali, AMR: Amerikali, EAS: Dogu Asya, EUR: Avrupali,
SAS: Gliney Asya

HEPSI AFR AMR EAS EUR SAS
‘ » A: 20% » A 1% ‘ » A:15% » A:49% ‘ » A:20% ‘ » A:20%
» G: 80% » G: 99% » G:85% » G: 51% » G: 80% » G: 80%

Sekil 5.1 Major Popiilasyon gruplarinda G ve A allelinin dagilinu
(1000 Genom Projesi)

BDNF genotipi agisindan olgularimizda polimorfik A allelinin oldukga diisiik
oldugu gorilmiis, Avrupa toplumu ile daha yiliksek oranda uyumlu oldugu
gosterilmistir. Diger ¢aligmalarla karsilastirildiginda bulgularimizin Avrupa ve beyaz
irktan Amerikalilarla yapilan calismalarin verileriyle daha biiyiik benzerlik gdsterdigi
gorilmektedir. Bununla birlikte her ne kadar 6rneklem grubu ayni cografi bolgede
yasayan insanlardan olugsa da, etnik kokenlerinin sorulmamis olmasi ¢alismamiz

acisindan bir kisitlilik olarak goriilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Mental bozukluklarin patofizyolojisine noérotrofinlerin etkileri ve sinaptik

plastisite deregiilasyonlar1 sonucu olustugu artarak kabul goéren goriisler arasindadir.

Toplumumuzda ve literatiirde ilk c¢alisma olmasi dolayisiyla elde edilen
bulgular1 saglikli olarak karsilagtirabilecek yeterli veri bulunmamakta ve bu bulgulari

literatiire kazandirmis olmaktadir.

Bu alandaki yapilan ¢alismalarin, daha genis hasta grubu ve farkli dokulardaki
ifadelerini  ve incelemeye dahil edilerek gelistirilmesi ve kapsaminin
genisletilmesiyle BDNF geni iizerindeki eksik kalan kisimlarin aydinlatilacagi bu

baglamda 6ngoriilebilir.
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EKLER EK-1

ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCIN AYDINLATILMIS
ONAM FORMU

ARASTIRMANIN ADI:

Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF) Genindeki Val66Met Polimorfizminin Sagliklt
Popiilasyondaki Dagilimi

Bu arastirma Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 yiiksek lisans tezi
icin yapilacaktir. Hafsa Sultan Hastanesine bagvuruda bulunan  “saglikli” kriterlerine uyan
goniilliilerin katilacagi bir calismadir. Bunlara uygun olabileceginiz 6ngoriildiigl icin bu calismaya
dahil edildiniz. Bu arastirma calismasina katilmanmz istenmektedir. Bu form arastirmamiz hakkinda
bilgilendirilmeniz ve kendi isteginizle katilmay1 kabul ettiginizi beyan etmeniz i¢in hazirlanmistir.

Arastirma Konusu:

Beyin kaynakli biiylime faktorii (BDNF), beyin hiicrelerinin biiylimesi, farklilagsmasi, yasamlarin
stirdiirmesinde rol oynayan 6nemli bir bityiime faktortidiir. Bu proteinin psikiyatrik hastaliklarda kan
diizeyinde belirgin azalmalar gostermesi bu genin 6nemine isaret etmektedir. Ayni zamanda sinir
sistemini ve insan zihinsel sagligini koruyan bu protein, sentezlendigi BDNF gen yapisinda farkliliklar
gostermesi ile etkisini bireyler arasinda bazi hastalik/lara kars1 duyarli olmalar1 agisindan genetik risk
olusturdugu diisiiniilmektedir. Basta depresyon olmak iizere bir¢ok noropsikiyatrik hastalikta bu gen
iizerinde durulmakta ve suclanmaktadir. Projenin amaci bu genin farklilik gosterdigi bir noktanin
(Val66Met polimorfizmi) saglikli bireylerde saptanmasi ile Tiirk toplumunun normal bireyleri
arasindaki dagilimimi ve oranlarini belirlemektir. Arastirmada toplam 200 kisiden kan 6rnegi alinip
calisilacaktir.

Goniillii haklar:

- Arastirmaya katilmayi red etme hakkina sahipsiz.

- Arastirma sirasinda istediginiz anda haber vererek calismadan ¢ekilebilir ya da arastirmact
tarafindan gerek goriildiigiinde aragtirma dis1 birakilabilirsiniz.

- Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmeyeceksiniz. Ayrica c¢alismada yapilacak islemler icin size herhangi bir 6deme
yapilmayacaktir.

- Yapilacak galisma herhangi bir tedavi yontemi degildir.

- Sizden (goniilliiden) damar yolundan kan alinacak ve bu kan 6rneginden DNA ayristirilarak
sadece “Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF) Genindeki Val66Met Polimorfizminin
Saglikli Popiilasyondaki Dagilimi" adli calismada kullanilacaktir. Size uygulanacak islemde
herhangi bir saglik riski bulunmamaktadir.

- Calisma i¢in sizden talep ettigimiz kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Calisma sonunda elde
edilecek bilgiler baska sahislarla (ligiincii sahis ya da sirket/kurumlara) paylasilmayacaktir.

Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida goniillitlye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni okudum. Bunlar
hakkinda bana yazil1 ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu arastirmaya kendi rizamla
hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Katihmer  Adi, soyad: Imza:
Tel. Adres.
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Beyin Kaynakli Norotrofik Fakior (BDNF) Geninindeki Val66Met Pohmotﬁummn
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Etik Kurulumuzon karan yukarda belirtilmigtic. Aragtirma Bagvuru Formunun Taahhitname - ootu
kisminda belirtilmig olan hususlann dikkate akinarak istenilen bilgilerin Etik Kurulumuza 2amaninda
konusunda bilgilerinizi ve geregini rica ederim.
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