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KISALTMALAR

MDB- Major Depresyon Bozuklugu

HCRTRL1- hipokretin (oreksin) reseptor 1

HCRTR2-hipokretin (oreksin) reseptor 2

DNA- deoksiribonukleik asit

PZR- Polimeraz Zincir Reaksiyonu

OxR1-oreksin reseptorii 1

OxR2-oreksin reseptorii 2

SNP- tek niikleotid polimorfizmi

GABA-y-Aminobutirik asit

SERT- serotonin transporter

MAOA-Monoamine oksidaz A

CSF- Beyin omurilik s1vist

VTA- ventral tegmental alan

L-DOPA- dopamine

NAc-niikleus akkumbens

mPFC- orta prefrontal korteks

REM- Hizl1 g6z hareketi

EEG- Elektro Ensefalo Grafi

Vi



VIl
GPCR- G proteini-eslesmeli reseptor
MRNA- Mesajc1 Riboniikleik Asit
LH- lateral hipothalamus
FOS- FBJ kemirgen osteosarkoma viral onkogen homologu (proto onkogen)
DMH- dorsomediyal hipotalamus
PFA- perifomikal alan
MAD- major duygu-durum bozuklugu olan hastalar
HAM-D- Hamilton Depresyon Olgegi
EDTA- Etilendiamintetraasetik asit
SYBR- Synergy Brands ( DNA ya baglanan floresan 1s1ma yapan boya)

SPSS- Sosyal Bilimler igin Istatistik Paketi



1. Ozet

Hipokretinler ~ (Oreksinler)  hipotalamus  noronlarinda  sentezlenen  endojen
noropeptidlerdir. Bu néropeptidler ve reseptorleri, beslenme sisteminde, sivi aliminda, enerji
homeostazinda, endokrin sistemde ve Major Depresyonda bozuk olan uyuma/uyaniklik
dengesinin diizenlenmesinde c¢ok biiyiikk bir rol oynarlar. Son yapilan c¢alismalarda
oreksinlerin Major Depresyon Bozuklugunun (MDB) néro-biyolojisinde biiyiik rolii oldugunu
savunulmaktadir. Calismamizin amaci, toplumun Onemli bir kesimini etkileyen major
depresyon hastaligina yatkinlik sebebi olabilecek, HCRTR1 ve HCRTR2 genlerindeki {i¢ tane

tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) sikliklarini ve hastalikla iligkilerini belirlemek.

Calismamiz, HCRTR1 geni rs10914456/ 1s2271933 ve HCRTR2 geni rs2653349
polimorfizmleri igin MD tanis1 konmus 75 hasta ve 87 saglikli kontrol grubu ile yapildi.
Polimorfizimler ‘Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ yontemi ile saptandi. MD

siddetini belirlemek i¢in Hamilton veBeck Depresyon 6l¢eklerinden yararlandi.

HCRTR1-rs10914456 genotip frekanslart MDB hastalarinda CC%33.3, CT %42.7 TT
%24, kontrol grubunda ise CC %56.3 CT %32.2 TT %]11.5 ve anlamli oldugu bulundu
(p=0.009). rs2271933 genotip frekaslart MDB hastalarinda CC %33.3, CT %40, TT %26.7,
kontrol grubunda ise CC %56.3, CT %32.2, TT %11.5 ve anlamli oldugu bulundu (p=0,006).
Hamilton skoru cinsiyet agisindan karsilastifinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Beck

skoru cinsiyet acisindan karsilastiginda, kadinlarda sinirda anlamli olarak yliksek

bulundu(p=0.059).

Sonug olarak bu g¢aligma Tiirk toplumunda MDB hastalarinda HCRTR1 rs10914456,
1s2271933 ve HCRTR2 152653349 gen polimorfizmlerinin ¢alisildigr ilk aragtirmadir. Bu
calismada MDB hastalarinda HCRTR1 rs10914456, rs2271933 polimorfizmleri kontrol
grubuna gore anlamli olarak farkli bulundugundan bu polimorfizmler Tiirk popiilasyonunda

depresyon hastalarinda marker olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Major depresyon, oreksin, hipokretin, polimorfizm, HCRTR1-2,



2. Summary

Hypocretins (Orexins) and their receptors are neuropeptides which are synthesized in
hypothalamic neurons. They play important role in feeding, in energy homeostasis and in
endocrinal system. Recent studies suggest that hypocretins plays role in improving the
balance of disturbed sleep, that is commonly seen during the major depression disorder
(MDD) neurobiology and disease. Aim of this study is to investigate the role of hypocretin
receptor genes in patients with MDD, evaluating HCRTR1 and HCRTR2 gene variants to
determine the relationship between the occurrence of the disease and clinical development.

In our study were used 75 patients diagnosed with MDD and 87 healthy controls.
rs10914456, rs2271933, and rs2653349 polymorphisms of HCRTR1 and HCRTR2 gene
respectively were determined with method of Real-time PCR. Hamilton and Beck depression

scales were used to determine the severity of MDD.

The patient and control groups were compared in terms of HCRTR1 rs10914456 genotype
as; in patients, CC%33.3, CT %42.7 TT %24 , in control group, CC %56.3 CT %322 TT
%11.5 and allele frequencies did differ significantly (p=0.009). rs2271933 genotype
frequencies in patients with MDD were determined as CC 33.3%, CT 40%, and TT 26.7%;
and in control group CC %56.3, CT %32.2, TT %11.5 and allele frequencies did differ
significantly (p=0.006). Beck scores encounters in terms of gender, in women’s were
significantly higher in borderline (p = 0.059).

As a conclusion, HCRTR1 rs10914456, rs2271933 and HCRTR2 rs2653349
polymorphisms are studied for the first time in patients with MDD in Turkish population.
According to our findings, HCRTR1 rs10914456, rs2271933 polymorphisms are found to be
significant in patients with MDD. So these polymorphisms can be used as markers in

depressed patients in Turkish population.

Keywords: Major Depression, orexin, hypocretin, polymorphism, HCRTR1-2



3. Giris ve Amag

Depresyon psikiyatrik bir bozukluktur. Insanin ruh halinin degismesi, nesenin kaybolmasi
ve karamsar diislincelerinin belirmesiyle karakterize bir ruh hastaligidir. Depresyona yol agan

cesitli faktorler vardir. Bunlar, yasama sartlari, stres, dis faktorler, genetik faktorlerdir.

Uyku diizeninin bozulmas1 Major Depresyonunun en énemli belirtilerindendir. Yasam ve
duygu durum igin 6nemli olan uyku diizenini kontrol eden mekanizmalar arasinda
Hipokretinler ve reseptorleri vardir. Hipokretinler hipotalamus noéronlarinda sentezlenen
endojen noropeptidlerdir. Bu ndéropeptidler, beslenme sisteminde, enerji homeostazinda,
endokrin sistemde ve major depresyonda bozuk olan uyku dengesinin diizenlenmesinde ¢ok
biiytik bir rol oynarlar. Hipokretin (Hypocretin)-1 ve -2 (ayrica oreksin-A ve -B olarak da
bilinir), preprohipokretin ortak oOnciiliinden islenen iki noéropeptiddir. Bu noropeptidlerin
baglandigi iki G-protein-esli reseptor tipi, HCRTR1 ve HCRTR2 olarak tanimlanmuistir.
Hipokretin reseptorlerinin Major Depresyon Bozuklugunun (MDB) ndro-biyolojisinde biiyiik
rolii oldugu savunulmaktadir. Bu reseptorleri sentezleyen genlerde bazi polimorfik niikleotid

degisimleri vardir. Bu degisimlerin depresyonda etkisinin olabilecegi bildirilmistir.

Caligmamizda toplumun onemli bir kesimini etkileyen major depresyon hastaligina
yatkinlik  sebebi olabilecek, HCRTR1 ve HCRTR2 genlerindeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP) sikliklarini belirlemeyi planladik. Bu arastirma sonucunda elde
edilecek veriler major depresyon hastaliginin ¢ok fazla bilinmeyen genetik kokenine dair
ipuglar verebilecegi gibi major depresyona yatkinlikla iligkili olarak Tiirk toplumuna 6zgii
tek niikleotid polimorfizmlerinin de belirlenmesini saglayacaktir. Bu arastirmanin amaci,
hipokretinin MDB ile iligkisini anlamak, belirli HCRTR1 ve HCRTR2 hipokretin yolundaki
genlerin alellerini degerlendirerek hastaligin olusumu ve klinik 6zellikleriyle iliskileri olup

olmadigini incelemektir. Bunun i¢in major depresyonlu 75 hasta ve 87 saglikli kontrolden



Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Psikiyatri Béliimiinden kan almmistir.
Arastirma sonucunda hipokretin yolu genlerinin hastalikla iliskisi gosterilecek ve aym

zamanda Tiirkiye’de bu genin polimorfizminin siklig1 belirlenecektir.



4. Genel Bilgiler

4.1 Major Depresyon

41.1 Anlam ve tarihgesi

Depresyon sozciik olarak ‘¢cokme, algalma’ demektir. Burada, insanin biyo-psiko-
sosyal biitiinliigli i¢indeki yasamini en etkin bicimde yonlendiren ruhsal aygitin isleyisinde bir
bozulma ve buna bagli olarak da bireyin biyo-psiko-sosyal sisteminin gerek kendi i¢indeki,
gerekse dis diinya ile arasindaki islevsel dengede bir bozulma s6z konusudur (1). Tarihsel
belgeler depresyonun her zaman insanlhigin biiyiik bir saglik problemi oldugunu, insanin bu
hastalikla bas edebilmek icin etkili bir yontem bulabilmek i¢cin devamli ¢aba sarf ettigini

gostermektedir.

Depresyon ilk basta ‘Melankoli’ olarak isimlendirmistir. Melankoli ile ilgili ilk
yazilara 1.O0. 2. bin yilinda Mezopotamya’nin eski metinlerinde rastlanmaktadir. O
zamanlarda ruhsal hastaliklar insan ruhunun bir seytan tarafindan kontrol altina alinmasiyla
iliskilendiriliyordu ve rahipler tarafindan tedavi edilmekteydi. Diger fiziksel hastaliklar ise
doktorlar tarafindan tedavi edilirdi. Depresyon iizerindeki ilk anlayis da onun fiziksel bir

hastaliktan ¢ok ruhsal bir hastalik oldugudur(2).

Romalilar ve Yunanlar melankoliye neden olan sebepler hakkinda iki farkli goriise
sahiptiler. O zamanin yazilarinda ruhsal hastaliklara neden olarak ‘Ruhlar’ ve ‘Seytanlar’
oldugu yazilmaktadir. 1.O. 5. yiizyilda yunan tarihgisi Herodot bir yazisinda kétii ruhlar
tarafindan delirmis olan bir kral hakkinda sdz etmistir. Ilk olarak Babil’iler, Cinliler ve
Misirhilar ruhsal hastaliklart bir ‘Seytan zapti® olarak gdérmiislerdir ve bu seytanlart insan
viicudundan ¢ikarmak i¢in dovme, hapis ve aclik gibi degisik seytan c¢ikarma yontemleri

kullanmislardir. Buna karsin Romalilar ve Yunanlilar depresyonun psikolojik bir hastalik



oldugu kadar da biyolojik bir hastalik oldugunu diisiiniiyorlardi (3). O donemde depresyonun
semptomlarini hafifletmek i¢in jimnastik, masaj, 6zel diyetler, miizigi, banyo yapmak ve

degisik ekstreler kullanilmaktaydi.

Orta c¢agda, din inanglari, Ozellikle Hiristiyanlik, zihinsel hastaliklari agiklamada
egemen oldular. Insanlarin ¢ogu, ruhsal olarak hasta olan kisilerin seytanlar ve cadilar
tarafindan kontrol edildigini ve deliliklerini diger insanlara bulastirabilecegini diigiiniirlerdi.
Doktorlarin bazilar1 ruhsal hasatliklarin viicut sivilarmin (body humours) dengesizligi, fakir
diyetler ve kederden kaynaklandigina inanmaya devam ediyordu. Depresyonlu insanlar ¢ok

uzaklardaki timarhanelerde atilir ve kilitlenirlerdi.

20. ylizyilda teknolojinin ilerlemesi ve genetik hakkindaki bilginin artmasiyla artik
depresyonun kalitsal olabilecegi diisiincesi hakim olmaya basladi (4, 5). Bu yiizyilda
depresyon hakkindaki diislinceler ve tedavisi i¢in kullanilan yontemler dramatik bir sekilde
degisti (6). Artik ¢ok agir olmayan hastalar evlerinde gesitli ilaglar verilerek tedavi edilmeye

baglandi. Toplum daha fazla bilinglendi ve hastalara olan destek giderek artmaya basladi.

4.1.2  Cesitleri

Duygu durum bozuklugu; kisinin diislince, duygu ve davraniglarinin neredeyse
tamamini etkileyen, uzun siireli ve bozuk bir duygusal durumdur. Bir sendrom olarak
depresyonda, degersizlik ve sucluluk duygulari, timitsizlik, caresizlik, ilgisizlik, isteksizlik,
intihar disiinceleri anksiyete gibi belirtilerin yani sira istahsizlik, kilo degisiklikleri, kabizlik,
psikomotor retardasyon ya da ajitasyon, bas agrist ve diger bedensel belirtilerle giden bir tablo

ortaya ¢ikmaktadir (1).



Depresyonun birka¢ c¢esidi vardir. Cevre kosullarindan, yasam olaylarindan
etkilenmeyen ya da az etkilenen depresyon endojen (igsel) depresyon denir. Bazen sikici,
izlicli yasam olaylari, olumsuz ¢evre kosullar1 kisiyi depresyona iter; buna reaktif (tepkisel)
depresyon denir(7). Burada beyindeki biyokimyasal degisiklikler yasanan olaylara sonug
olarak gelisir, ancak kisinin depresyona yatkin olup olmadigina gore depresyona girip

girmeme olasilig1 degisir.

Baz1 depresyonlar mevsimseldir, her yil ya da birka¢ yilda bir asagi yukart ayni
zamanlarda tekrarlar. Bunlar dongiisel depresyonlardir. Depresyonun agir sekline “Major
Depresyon” denir. Major depresyonda kisinin yasam enerjisi iyice azalmistir, hasta bulundugu
yerden ¢ikmaz, kimseyle goriismez, agir sucluluk duygulari ve siklikla giiclii intihar fikirleri
vardir. Tehlikeli bir durumdur; intiharla 6lim olgularin bir bolimii majér depresyon

sonucudur (8).

Major depresif bozukluk; en az iki hafta boyunca devam eden kotii duygu halinde
olma, hi¢bir seyle ilgilenmeme ve yaptiklarindan higbir keyif almama durumunu tanimlar.
Buna ek olarak kiside asagidaki semptomlarin en az dordii olmali: Yemek yemek, uyumak,
diistinmek, konsantre olmak ve karar vermekle ilgili problemler; enerji eksikligi, intihar

diistinceleri ve kendini degersiz veya suglu hissetme.

Duygu durum bozukluklarinin nedenleri biyolojik ve psikolojik olmak tizere iki ana
baglikta inceleyebiliriz. Bu etkenlerin birbirini etkilemesi duygu durum bozukluguna neden

oldugu diistiniilmektedir.

Biyolojik nedenler

1- Genetik: Yapilan aile calismalari, 6zellikle bipolar bozukluk olmak iizere duygu

durum bozukluklarinda genetik gegisin olduk¢a 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir.
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Yapilan aile ¢aligmalarinda depresif bozuklugu olanlarin birinci derecede yakinlarinda
depresyon riski normal kontrollere gore 2-3 kat fazla bulunmustur (57).

Uyku bozukluklari: Major Depresyonda o6zellikle uyku elektroensefalografisinde
(EEG) bazi degisikliklere rastlanmaktadir. REM evresinde (hizli goz hareketleri
evresi) kisalma, uyku baslangicinda REM yogunlugunda artis, ilk REM periyodunun
uzamasi, uyku baglangicinin gecikmesi ve delta uykusunun azalmasi gibi degisiklikler
goriiliir (58).

Biyolojik aminler: Depresyonda etkili oldugu diisiiniilen nérotransmitterler vardir.
Bunlar, serotonin, ndradrenalin, dopamin ve Oreksindir. Depresyon bu aminlerin
dengesinin bozulmasiyla ortaya c¢ikar. Genellikle miktarlar1 azaldiginda ortaya
depresyon ¢ikmaktadir.

Noroendokrin sistemler: Depresyonda 6zellikle hipotalamus-hipofiz-adrenal, tiroid

gibi akslarda sorun oldugu gésterilmistir (9, 10, 11).

Psikolojik nedenler

1-

2-

Yasam olaylari: Cevresel stres ve yasam olaylar1 duygu durum bozukluklarinda etkili
olduklar1 diisliniilmektedir. Bunu sonucu ndrotransmiter diizeylerinde azalma veya
artma gibi degisiklikler meydana gelmektedir. Mesela yalniz yasayan kisilerde
depresyon olma sikligi daha yiiksek olmaktadir (1).

Hastalik oncesi kigilik: Hastalik oncesi kesin bir kisilik tipi belirlemesi yapilmamakla
beraber hangi kisilik yapisinda olursa olsun tiim insanlar uygun sartla altinda
depresyona girebilirler. Ancak belli basl 6zellikleri tagiyan bireyler depresyona daha
yatkin hale gelirler. Genel olarak takintili, bagiml, titiz, genellikle kimseyi
incitmemeye egilimli, sorumluluk duygusu gli¢lii, miikemmeli arayan, onurlarina

diiskiin, 6fke durumlarin1 disar1 vuramayan, 6z-saygili ve 6z-giivenleri igin gevreden
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desteklere ihtiyag duyan kisiler ve bu agidan yeterli destek alamadiklar1 zaman
depresyona yatkin hale gelirler (2)

Benlik (ego) psikolojisi: Bu kurama gore benligin degerli ve sevilen biri olmak, gii¢lii
ve lstiin olmak, iyi ve seven olmak gibi {i¢ alanda 6zsever amaglar1 vardir. Eger ki
yasamda bu istekler engellenir ve gerceklestirilemezse benlik kaygi ve catismaya
girer. Ozsayginin diismesini saglayan 6zseverin engellenmesi sonucunda depresyon
gelisir.

Psikoanalitik kuram: Psikoanalitik kurama gore depresyonda bir sevgi nesnesi
kaybindan bahsedilmektedir. Cocukluk donemlerinde anne-g¢ocuk iligkisini bozuk
olmas1 nedeniyle sevgi nesnesine karsi ikili duygular gelismistir. Bu sevgi nesnesi
Ozsever desteklerin saglandigi bir nesnedir. Ayni1 zamanda bu kisiler cezalandirici
iistbenlikleri (siiperego) ve kati-acimasiz olan kisilerdir. Bu nesneye karsi bir kayip
duygusu yasandiginda (bilingdis1 veya gercek), kayiptan dogan gerginligi azaltmak
icin sevgi nesnesi ice atilmaya baslar. Sevgi nesnesine karsi olan ikili duygular kisinin
kendisine yonelerek 6zsaygisi azalir, kendini degersiz ve suclu gérmeye baslar ve
bunun sonucunda depresyon gelisir.

Biligsel (kognitif) kuram: Biligsel psikoloji bilgileri nasil isledigimiz, depoladigimiz,
geri cagirdigimizla ve biligsel siireclerin davranislarimizi ne sekilde etkiledigiyle
ilgilenmektedir. Biligsel gelisme biyolojik olgunlasmadan kaynaklanan zihinsel
stireglerin ve ¢evresel deneyimin ilerleyen yeniden yapilanmadir. Hayatimizin erken
doneminde Yyasanan biitlin deneyimler sonucunda bazi temel diislince ve inang
sistemleri olusmaktadir. Bunlar kisinin eriskin yasaminda davranislarini, kendine ve
diinyaya bakisin1 bicimlendirmektedir. Bazi kat1 diislince ve inanglar degisime karsi

direngli ve asirilik 6zelliklerini tasimaktadirlar. Bu kati1 diisiince ve inanglar biligsel
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hatalar sonucunda diinyaya, kendine ve gelecege karsi olumsuz diisiinceleri ortaya
cikarir ve sonug olarak depresyon gelisimine neden olur.

6- Davranis¢t kuram: Depresyonun bir 6grenilmis ¢aresizlik durumu olmasi yagsamimizin
erken donemindeki kisilerin ¢esitli davranis bigimlerini 6grenmesi ve yasamlarinda

uygulamalaridir (3).

4.2 Hipokretin ve Reseptorii

1998’lerin basinda birbirinden bagimsiz iki arastirma grubu dorsal ve lateral
hipotalamusun noéronsal perikaryasinda bulunan iki hipotalamik noropeptit tanimlamislardir
(12, 13). 1998’lerin sonuna dogru oreksin A ve oreksin B olarak tanimlanan bu iki
noropeptitin 6nceden bilinen orphan G proteini-eslesmeli reseptér (GPCRs) i¢in endojen
ligand olarak tanimlandig1 ve oreksinlerin disinda preprooreksin ile OX1R ve OX2R oldugu
saptanmugtir (14). Oreksinler orphan G proteini-eslesmeli reseptorleriyle yakin iligkili olan
OXI1R ve OX2R’yi aktive ederler. OX1R memelilerde ratlara gore % 94, OX2R ise% 95

homologdur (15).

Oreksinlerin  ratlarda yiyecek alimmi uyardigi, oOreksin mRNA’nin  aglikla
diizenlendigi ve a¢ birakilan hayvanlarda preprooreksin mRNA diizeyinin yiikselmesiyle
orantili olarak yiyecek tiikketiminin arttig1 gozlenmistir. Tiim bunlar gergevesinde bu peptitlere
Yunanca’da istah anlamina gelen“orexis” kelimesinden dolay1 oreksin ismi verilmistir.
Terminolojide, sekretinle hipotalamik yerlesiminin benzer oldugu disiinildigi i¢in

hipokretin (hypocretin) olarak da kullanilabilmektedir (9, 13).

Yapisal olarak ‘secretin’ hormonuna yakin olduklari i¢in ve goriiniise gore
hipotalamusta bol miktarda iiretildikleri i¢in DeLecea ve arkadaslari peptidi ‘hypocretin’ diye

adlandirmistir(9). Bilim g¢evreleri hangi ismi kullanacagi konusunda heniiz bir ortak karara
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varmamistir. Zaman iginde peptidlerin beslenmedeki rollerinin ¢ok kii¢iik oldugu ancak uyku

tizerindeki etkilerinin ise daha 6nemli oldugu anlasilmistir(16).

Oreksinler hipotalamik néronlarinda sentezlenen endojen noropeptitlerdir. Beslemede,
endokrin  fonksiyonlarda ve ‘major depresyonda’ ¢ok gorillen uyuma/uyaniklik

diizenlenmesinde biiyiik bir rol oynarlar (17).

Oreksin A 33 amino-asit igerir. N-terminal ucunda piroglutamil radikalini ve iki tane
zincirler arasi di-siilfit bag1 igerir. Oreksin B ise lineer olup 28 amino-asit icerir. Bu iki
peptitin ikisi de oreksin-1 (OxR1) ve oreksin-2 (OxR2) reseptorlerinin gii¢lii antagonistleridir.
Oreksin A her iki oreksin reseptdriine de (OxR1 ve OxR2) baglanabilir. Oreksinlerin ve
reseptorlerinin yapist memelilerde son derece korunmustur. Oreksin A dizisi birgok memelide
benzerlik gosterir (insan, fare, sigan, inek ve domuz). Intra-serebro-ventrikiiler oreksin-A
besin alimini ve enerji tiiketimini arttirir. Oreksinler ayn1 zamanda narkolepsinin patolojisinde

onemli rol oynarlar (18).

Son caligmalar oreksin sisteminin uyuma/uyaniklik, beslenme davraniglarinda ve igsel
stireglerde kritik bir rol oynadigini ortaya c¢ikarmistir (19). Oreksin yetersizligi sonucu
insanlarda, kopeklerde ve kemirgenlerde narkolepsinin ortaya ¢ikmasi, oreksin sisteminin
uyanikligin siirdiiriilmesinde ayr1 bir 6nemi oldugunu gostermektedir. Ayrica, oreksin
eksikligi enerji homeostazinda ve noral sistemlerde bozukluklara da yol agmaktadir (20).
Oreksin, uzun ve saglam bir uyanik donemi siirdiirebilmek i¢in, hipotalamus ve beyin sap1
bolgelerinde uyanmay1 aktif kilan monoaminerjik ve kolinerjik ndronlarini aktiflestirir.
Oreksin nodronlar1 limbik sistemden bolca sinyal alirlar. Oreksin noronlart ayni zamanda
beslenmeyi diizenleyen hipotalamik yaysi ¢ekirdegiyle de karsilikli baglar1 vardir (11, 21).
Ayrica oreksin néronlarinin leptin ve glikoz gibi ¢evresel metabolik isaretleyicilerine karsi

cevap verebilmesi, enerji homeostazi ve uyaniklik konumu arasindaki baglantiy1 saglamada
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bu noéronlarin 6nemli bir rol oynadiklarini diisiindiirmektedir (22). Oreksin noronlar1 ventral
tegmental niikleonundaki dopaminerjik uyarma sistemiyle de bir baglantis1 vardir. Bu
bulgular oreksin sisteminin uygun uyaniklik durumunu siirdiirmek i¢in duygu, uyarma ve
enerji homeostazini diizenleyen sistemlerle etkilesime girdigini diisiindiirmektedir(23, 24). Bu
nedenle, bu sistem, uyku bozuklugu, obezite, duygusal stres ve bagimlilik tedavisi i¢in

potansiyel olarak 6nemli bir terapotik hedef olmaktadir(25).

Hipokretinler ¢esitli fonksiyonlarda is goriirler; bunlar beslenme, sivi alimi, uyku
uyaniklik devresi, kardiyovaskiiler fonksiyonlar, hormon salgilanmasi, agr1 iletimi ve otonom
fonksiyonlardir(18, 19, 26,). Ayrica hipokretinlerin uyusturucu bagimliliginda da 6nemli rol
oynadiklar1 belirtilmistir (23, 24). Yukarida belirtilen fonksiyonlar depresyonlu hastalarda
onemli derecede bozulmustur. Insanlarda yapilan bazi arastirmalar hipokretinin
depresyondaki iliskisine yogunlagmistir. 24 saatlik serebrospinal sivida (CSF) eksojenik
kaynakli hipokretin-1 konsantrasyonu, depresyonlu hastalarda saglikli olanlara gére anlamli
olarak artis gosterdigi gozlenmistir(27). Farkli teshisi olan ve intihar etmeyi denemis
hastalarda spesifik psikiyatrik belirtiler ile CSF-hipokretin A konsantrasyonu arasinda anlaml
iliski bulunmustur(28, 29). Hastalarda artmis halsizlik ve hareketlerde yavaslama ve azalma
diisiik oreksin seviyeleri ile iliskilendirilmistir. Bu gibi semptomlar 6zellikle depresif
bozuklugu olan psikiyatrik hastalarda ortaktir. Ayn1 makalede 6reksin nérotransmisyonunun
gelecekte psikiyatrik semptomlarin tedavisi i¢in potansiyel bir tedavi edici hedef olacagi

belirtilmektedir(28).

Oreksin ile ilgili ilk ¢aligmalar oreksin noronlarmin ventral tegmental alaninin (VTA)
noronlarindaki dopamini (DA) etkiledigi gostermistir(30). Oreksinlerin, Medialprefrontal
korteksin (Mpfc) yan1 sira Nucleus accumbens (NAc) ve amigdala gibi VTA ve
mezokortikolimbik hedef bolgelerine etkili ilag gelistirme galigsmalart yapilmistir (31).Kosten

ve arkadaglarinin (32) galismalarinda, mikrodiyaliz arastirmalari ilag suistimalinin hiicre disi
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NAc’in DA diizeyini arttirdigini (33) ve bu sistemdeki néroadaptasyonlar ile bagimliligini
etkiledigi distiniilmektedir (32). Hipotalamik oreksin sistemi, mezokortikolimbik yolag ile
etkilesime girmek i¢in beynin birgok bolgelerine konumlanmistir, ancak calismalarin ¢ogu

VTA ya odaklanmistir ( Sekil-1).

Uyusturucularin oreksin sistemi tizerinde dogrudan etkileri vardir ve bunlar uyusturucuya
Ozgiidiir. Bundan baska, bazi maddelere cevap olarak LH iginde bolgesel farkliliklar oldugu
bildirilmistir. Ornegin metamfetamin, amfetamin ve nikotinin akut yolla uygulanmas: sonucu
oreksin noronlarinin FOS gen ifadesi artmistir. Nikotin gibi bazi uyusturuculara cevap olarak
LH’1n lateral ve medial kisimlarindaki oreksin néronlarindaki FOS gen ifadesi artmaktadir

(34).

Sekil-1: Oreksin sisteminin ve mezokortikolimbik uyarma yollariyla etkilesiminin sematik
gosterimi  (31). Oreksin  semalart  (mavi oklar) ventral tegment alamini(VTA),
amygdalayi(Amy) ve prefrontal kompleksi (PFC) aktive eder. Celigkili veriler

oreksininNAC in hem aktivasyonunu hem de inhibisyonunu kontrol ettigini belirtmektedir.
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VTA da, oreksin hem dopamin hem de GABA noronlarint aktive eder. Oreksinin VIA 'y
aktiflestirmesi sonucu NAc ve PFC c¢ikintilar1 vasitasiyla dopaminin (DA) artmast
gerceklestirilir.Oreksinin PFC iizerindeki etkisi OXR1 in uyarimas: sonucu olur. Oreksinin

NAc ve amygdala iizerindeki etkisi ise OxR2 nin uyarilmasi sonucu olur.

Ancak, amfetamin Ozellikle DMH ta noronlarin Fos ifadesini arttirir, ancak PFA ve
LLH’ta artttirmamaktadir. Aksine, kokainin akut uygulamasi oreksin reseptorlerinin ve
peptidlerinin seviyelerini etkilememektedir (31). Ayn1 zamanda, morfinin akut uygulamasi da

oreksinin mRNA seviyelerini etkilememektedir (Sekil-2).

Regional specificity to be determined

Acute DMH Drug treatments with an effect on the
Amphetamine: Fos / orexin system
Nicotine: Fos /

Acute
Acute LLH Methamphetamine: Fos /
Chronic Nicoti
o . icotine: Fos / ;
Nicotine: orexin A # Chronic
orexinB / Nicotine: Prepro-orexin in LH 7

Oox2r / 7,0x1r /
Amphetamine: Fos
Cocaine: Ox2r in the NAc 7

o Cocaine, escalating: orexin mRNA '\

Yo
DMH _
Drug treatments with no effects on the
orexin system

Acute Chronic

Morphine Morphine
(orexin mRNA) (orexin mRNA and Fos)
v Orexin Cocaine Cocaine, steady-state
Y v neurons (orexin, Ox1rand (orexin mRNA and Fos)

Ox2r mRNA)

Sekil-2: LH ta oreksin hiicrelerinin iizerinde akut veya kronik madde uygulanmasinin etkileri.
DMH- dorsal orta hipotalamus; PFA- perifornical alan; 3V-ventrikiil, LLH- lateral

hipotalamusun yan kismi; f<fomix (31).
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4.3 Intihar ve Majér Depresyonla Iliskisi

Intihar son zamanlarda diinyada sik¢a goriilen 6nemli bir halk saglig: sorunudur (35).
Her y1l yaklasik olarak bir milyon insan intihar sonucu 6lmektedir, bu her 40 saniyede bir
oliim demektir. Intihar sorunu Cin’de ¢ok yaygindir, diinya ¢apindaki intiharlarin %30 u
Cin’de gergeklesmektedir (36). Major Depresyon Bozukluk (MDB), Bipolar Bozukluk (BB)
gibi major duygu-durum bozuklugu olan hastalar (MAD) intihar davranisina daha yatkindirlar
(37, 38). Bunlarin arasinda MDB’li olanlar daha biiyiik risk tasimaktadir(39). Ancak, BB’li ve
MDB’li hastalarin yarisindan fazlasi intihar davranisinda bulunmamaktadir (40, 41). Bu
nedenle, popiilasyonlarda artmis intihar riskinde MAD disindaki faktorlerin intiharda biiyiik
bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Ornegin; saldirgan/ diirtiisel kisilik 6zellikleri, siklotimik
huy, erken yasta yasanan olumsuz olaylar, duygu-durum bozuklugu ailesel hikayesi, agir
major depresif donem dncesinde mevceut intihar girisimi/ diistincesi, psikotik 6zellikler, atipik
ozellikler, Eksen I ve Eksen II bozuklugu ve iimitsizlik (41). MAD hastalar1 da bu risk

faktorlerinin ¢ogunu tasimaktadir.

MDB insanlarin isteki performansin diismesinde, iligskilerdeki ve sosyal aktivitelerde
katilmi iyice diisiiren bir hastaliktir. Ayrica, major depresyon intihar diisiincesi, intihar
tesebbiislinli ve tamamlanan intihar 6liimii riskini artirir. Kronik stresin major depresyonunu

tetikleyebilecegini gosteren kanitlar vardir (42).

Su anki intihar risk faktorleri ile ilgili arastirmalar ¢ogunlukla intihar etmekten ziyade
intihar girisiminde bulunan hastalarla ilgilidir (40). Ancak, intihar eden hastalarin yaklagik
yarisinin 6nceden higbir intihar davranisi gostermedigi bildirilmistir. Bdylece, intihari
ilgilendiren 6nemli &ngorii bilgileri heniiz tanimlanamamustir. Intihar tesebbiisiiniin risk

faktorleri intihar edenlerde farklilik gostermektedir. Intihar risk diizeyi intihar
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arastirmalarinda hassas bir gostergedir. Intihar risk diizeyi intiharin tamamlanmasi ile

iliskilidir (39).

4.4 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real time PCR) sistemi bir PZR reaksiyonu
olusurken monitdrden izlenilmesidir. Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

teknolojisi son zamanlarda ¢ok sayida cihaz secenegi ve flouresan prob sistemi ile gelismistir

(43).

Gergek zamanli PZR teknolojisinin sahip oldugu teknik 6zellikler genis bir uygulama
alaninda kullanim imkani saglamistir. Kapali bir tiipte gerceklesen polimeraz zincir
reaksiyonu igin floresan yontemlerinin gelistirilmesi niikleik asit miktarini belirlenme siirecini

cok biiylik 6l¢iide basitlestirmistir (44).

Biyolojik 6rneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirme
ve mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme en c¢ok kullanilan alanlarini
olusturmaktadir. Bu amaglarla kullaniminin yani sira tek nokta mutasyonlarint belirleme,
patojen belirleme, ilag¢ tedavisinde etkinligi, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti,
genomik veya viral DNA’larin DNA kopya sayist Olglimlerini, SNP genotiplemesi,

kromozom bozukluklarinin tespiti gibi ¢alismalarda da kullanim alanlart mevcuttur (45).

“Gergek Zamanli PZR” teknolojisi DNA’nin ya da mRNA 6rneklerinin ¢ogaltimini ve
tirtinlerinin miktarini tek bir tiipte tespit edebilen son yillarda popiiler olmus bir yontemdir.
Floresan 1s1ma tekniklerinin molekiiler genetik yontemlerde kullanima girmesi ile birlikte
bilinen “PZR” gelistirilerek olusturulan teknik gen anlatim ¢alismalarina ivme kazandirmistir.

“PZR” ¢ogaltimmi goriiniir hale getiren ve monitdrize edebilen floresan isaretli prob ve
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boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢cogaltma
yontemi olmasi dolayisiyla “Sayimsal Ger¢gek Zamanli —Polimer Zincir Reaksiyonu (RT-
PZR)”, “Izlenebilir Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT)”, “Floresan Sayimsal RT-PZR”

gibi farkli adlarla da isimlendirilmektedir (46).
Ozgiil Olmayan Belirleme Sistemi SYBR Green I

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’ ’nin ¢ogaltiminda “SYBR Green I’ yontemi kullanilir.
Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglandigindan ¢ogalan
DNA miktarindaki artisa paralel olarak “Real-time” PZR cihazinda okunan floresanin miktari
da es zamanl olarak artar.“SYBRGreen I” en fazla kullanilan boya ¢esididir ve 497 nm dalga
boyunda yiikseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Cift sarmal DNA’nin kiiciik
oluguna baglanan boya 30 amplifikasyon dongiisii sonras1 yalnizca aktivitesinin % 6’sin1
kaybeder. Cogaltimin basinda reaksiyon karisiminda ¢ift zincirli DNA molekiilii, primerler ve
“SYBR Green I” boyas1 bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest DNA molekiilii ¢cok az bir
floresan 1s1ma yapar. Primerler baglanip uzama basladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli
DNA’nin arasina girer ve floresan yayilimi baslar. Baslangictaki dongli boyunca sinyal
zayiftir; irlin miktar1 arttikga floresan miktar1 hizla artar ve bu artis “Real-time” cihazinin

monitoriinden izlenebilir.
Ozgiil Belirleme Sistemi

DNA pargasinin c¢ogaltilmak istenilen bolgesi Ozel bir bolge ise bu bdlgenin
saptanmasinda floresan isaretli problar kullanilir. Bu tekniklerin basinda “TagMan” prob,
“Molecularbeacon”, “Light-Up” prob, hibridizasyonprob ve “Scorpion” primer gibi floresan

isaretli problar kullanilarak yapilanlardir.
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Hibridizasyon Prob Yoéntemi

Bu yontem Roche tarafindan “LightCycler®” PZR cihazinda kullanilmak iizere
gelistirilmistir. Iki farkli prob tasarlanmustir. 3’ ucunda floresan isaretli boya (donor), 5'
ucunda alic1 boya (acceptor) bulunmaktadir. PZR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef
niikleik asit dizisine baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur (FRET:
Fluorescence Resonance Energy Transfer). Enerji “donor” boyadan ‘“acceptor” boyaya
transfer olur. Bu enerji transferi sonucunda olusan floresan miktar1 PZR siiresince olusan tiriin

miktar1 ile dogru olarak artar (47).

4.5 Polimorfizm

Polimorfizm biyolojide, iki veya daha fazla farkli fenotipin ayni tiir popiilasyonunda
bulunmasidir. Terim kokeni bakimindan Yunanca"¢ok" (moAv-poli) ve "bigim" (popen-
morpho) kelimelerinin bir araya gelmesiyle olusmustur. Baska bir deyisle, birden fazla
bi¢imin bulunmasi olarak da tanimlanabilir. Bu sekilde siniflandirilabilmek i¢in, bigimlerin

ayni zaman diliminde ayni tiirde bulunmalar1 gerekir(48).
Dogada sikca rastlanan polimorfizm; biyogesitlilik, genetik varyasyon ve adaptasyon ile
iliskilidir.

Evrimsel siliregte tiim tiirlerin farklilasmasindan ve bir tiirin tiyeleri arasindaki
farkliliklardan genetik c¢esitlilik sorumludur. Genlerdeki genetik cesitlilige yol agan bu

degisikliklerden biri polimorfizmdir. Genomda ¢ogunlugu tek niikleotid diizeyinde olmak
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tizere (insanda on milyon kadar), ikili, ticlii niikleotid tekrar sayilarinda degisiklikler ve daha
az1 kromozom diizeyinde bazi yapisal diizenlemeler seklinde genetik polimorfizmler
vardir(49). Genetik hastaliklar, DNA’daki bir degisiklik sonucu genin, mRNA ya da protein
Urlinliniin niteliginin ya da niceliginin (bazen her ikisinin) degismesi sonucu olusan
hastaliklardir. Insan genom projesi calismalariyla tiim genomdaki genlerin ve niikleotid
dizilerinin belirlenmesinden sonra, genlerin ifade edilme diizeyleri ve ifade edilen gen

tiriinlerinin yap1 ve islevindeki farkliliklarini belirleme ¢alismalari hiz kazanmastir.

Genetik varyasyon, genetikte popiilasyon i¢inde ya da popiilasyonlar arasinda ortaya
¢ikabilen, tiir igerisinde veya gen alellerinde gozlemlenen farkliliklardir. Genetik varyasyon,
dogal secilim i¢in "hammadde" sagladigindan onem tasir. Genetik varyasyon, bir genin
dizisinde meydana gelen degisimler olan mutasyon sebebiyle meydana gelirler(50). Poliploidi
veya poliploidik kromozomlarda olusan mutasyona bir 6rnek olarak verilebilir. Poliploidi, ¢cok
kromozomlu bir bigimde organizmalarin genetik varyasyonlarinda kromozom c¢iftleri yerine

ic veya daha fazla kromozom set dizilerinin olusabilmesi durumudur.

Popiilasyon icindeki bireyler arasinda var olan bir genetik varyasyon ¢esitli diizeylerde
kendini gosterebilir(51). Hem fenotipik varyasyon hem de nicel (kantitatif) 6zellikler (¢oklu
genler tarafindan kodlanan ve siirekli degisken olabilen 6zellikler, 6rnegin kopeklerde bacak
uzunlugu) ile ayrik ozellikler (farkli kategorilere giren ve bir veya iki gen tarafindan
sifrelenen Ozellikler, 6rnegin bazi bitkilerde beyaz, pembe veya kirmizi renkli tag¢ yaprak

olusumu) gozlemlenerek genetik varyasyonlari tespit etmek miimkiindiir.

Calismamizda Major Depresyon teshisi konmug 75 hasta ve 87 kontrolde HCRTR1 ve
HCRTR2 genlerindeki rs10914456, rs2271933 ve rs2653349polimorfizmler ile hastalik

arasindaki iligki gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu metodu ile arastirtlmistir
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5- Materyal ve Metot
5.1 Cahisma Gruplari

5.1.1 Hasta grubu

Calisma grubumuzu Aralik 2012-Subat 2013 aylar1 arasinda 1.U. Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Psikiyatri Poliklinigi’ne bagvuran yaslari 18-73 arasinda degisen toplam 75 major
depresyonlu hasta olusturmaktadir. Hastalara Hamilton ve Beck Depresyon Olgekleri
uygulanmistir. Bu c¢alismada bizim i¢in 6nemli 6l¢iit bu hastalarin hayatinda en az bir defa
major depresyon gecirmis olmasidir. Hastalarin biiyiikk ¢ogunlugu ila¢ kullanmakta
oldugundan  depresyon belirtileri azalmistir. Bundan dolayr psikiyatriye ilk
basvurduklarindaki Hamilton ve Beck depresyon skorlar1 esas alinmistir. Depresyon

hastalarinin 58’1 kadin 17’si erkektir.
5.1.2 Kontrol Grubu

Kontrol grubumuzu Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Merkez Acil Fikret
Biyal laboratuvarina bagvuran saglikli yaslar1 15-65 arasinda degisen 87 kisi olusturmaktadir.
Enfeksiyon hastaligi, kronik hastalik, metabolik hastalik veya depresyon ila¢ kullanimi
Oykiisii olan hastalar ¢alisma dis1 birakilmistir. Kontrol grubunun 65’1 kadin 22’1 erkek ’ten
olusmaktadir. Kontrol ve hasta grubu yas, cinsiyet ve depresyon Olcekleri skorlar: tablosu,

Tablo I’de gosterilmistir.

5.2  Kullanlan Olgekler

5.2.1 Beck depresyon dlgegi

Olgegin 6zgiin formunu Beck ve arkadaslar1 tarafindan hazirlanmistir. Beck

Depresyon Envanteri’nin 1961 ve 1978 tarihlerine ait iki versiyonu vardir (52).Her iKi
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versyon da Tirkgeye ¢evrilmis ve gecerlik giivenilirlik calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismada
Hisli (1988) tarafindan uyarlanan 1998 versiyonu kullanilmistir (53). Beck Depresyon
Envanteri formunda 21 belirti kategorisinin her biri i¢in dort segenek vardir. Hastadan
uygulama giinli de dahil son bir hafta i¢inde kisinin kendini nasil hissettigini en iyi ifade eden
climleyi segerek isaretlemesi istenir. Her madde 0 ile 3 arasinda puan alir. Alinabilecek en
yiiksek puan 63’°tiir. Toplam puanin yiiksek olusu depresyon diizeyinin ya da siddetinin
yiiksek olusunu gosterir. On bes tizerindeki kisilere uygulanabilir. BDE’nin Tiirk¢e versiyonu
gelistirilirken kesme noktalar1 incelenmis; <10 puan alanlarin depresyonu olmadigi ya da
hafif depresyonu oldugu, 10-18 puan alanlarin hafif-orta diizeyde depresyona sahip olduklari,
18-29 puan alanlarin orta-agir diizey depresyon, 30-63 puan alanlarin ise agir depresyona

sahip olduklar1 belirtilmistir.

5.2.2 Hamilton depresyon olcegi

Hamilton Depresyon Olcegi (HAM-D), hekimlerin hastalardaki depresyonun siddetini
6l¢mek icin kullanabildikleri 17 soruluk bir testtir. Max Hamilton tarafindan yayimlanmistir
(54) ve halen depresyonun derecesini 6lgmek i¢in en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Son
bir hafta igerisinde yasanilan depresyon belirtilerini sorgulayan 17 maddeden olusmaktadir.
HAM-D ilk kez hastanede yatan hastalar i¢in gelistirilmis oldugu i¢in daha ¢ok depresyonun
melankolik ve fiziksel belirtileri iizerinde durur. Olgegin uykuya dalma giicliiliigii, gece yaris1
uyanma, sabah erken uyanma, somatik belirtiler, zayiflama ve i¢ gori ile ilgili 0-2, diger
maddeleri 0-4 arasinda derecelendirilmistir. En yiiksek 53 puan alinir. 0-7 puan depresyon
olmadigini, 8-15 puan aras1 hafif derecede depresyonu, 16-28 arasi orta derecede depresyonu,
29 ve iizeri agir derecede depresyonu gostermektedir. Olgegin gecerlilik ve giivenilirligi

Akdemir ve arkadaslar tarafindan yapilmstir (55).
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5.3 Deneyde Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler
Real Time LightCycler cihazi: RocheLightCyclerl.5
Santrifiij cihazi; Universal 30F Hettich
Su Banyosu: Kotterman
Vortex: Velp
Buzdolabi: BOSCH
Derin dondurucu: BOSCH
Etiv: Memmert

Eppendorf tiipleri: 1siya dayanikli malzemeden yapilmis, 0.2, 0.5 ml, ve 1.5 ml hacim

kapasiteli.

Pipet ucu: 10 pL, 100 pL, 200 uL, 1000 nL DNA, RNA free, steril filtreli pipet uglari

Mikro pipet: Costar, Pipetman

Distile su cihazi (Millipore)

Etiiv (Memmert)

DNA izolasyonkiti(roche)

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe, 96rxn (roche)

Iso Propanol(merck)
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5.4 DNA izolasyonu

Tiim hasta ve kontrol grubundan EDTA’l1 tiiplere alinan 5 ml periferik kandan DNA
izole edilmistir. Genomik DNA izolasyonu ticari DNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir.

Izlenen izolasyon asamalar asagidaki gibidir:

1

300 ul kan 1.5 ml ependorf tiiplere mikro pipetle aktarilir.

2- 200 pl %1°1ik baglama tamponu eklenir.

3- +4°C de saklanan proteinaz K eklenir.

4- 20 sn karistirilir.

5- 10 dak 70°C inkiibasyon.

6- 100 pul izopropanol eklenir, karistirilir.

7- Filtreli tiiplere aktarilir.

8- 9000 rpm de 1 dakika santrifiij edilir, protein kisimlart ayrilir. Toplama tiipleri
atilir.

9- 500 pl inhibitor uzaklastirma tamponu eklenir.

10- 9000 rpm de 1 dakika santrifiij edilir. Toplama tiipleri atilir.

11- Eliisyon tampon 70°C de 1sitilir.

12-500 pl yikama tamponu ile yikama yapilir. 9000 rpm de 1 dakika santrifiij edilir.
Toplama tiipleri atilir.

13- 500 pl yikama tamponu ile tekrar yikama yapilir. 9000 rpm de 1 dakika santrifiij
edilir.

14- Alt tiipler degistirilmeden tekrar 11000 rpm de 30 saniye santrifiij edilir.

15- Filtreli tiipler 1.5 ml lik ependorf tiiplere yerlestirilir.

16-200 pl eliisyon tamponu konulur.

17-9000 rpm de 1 dakika santrifiij edilir, filtreler atilir.

18- DNA lar -20°C de saklanr.
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5.5 1izole Edilen DNA Miktarmin Olcgiimii ve Safhik Tayini

izole edilen DNA’nin miktar1 ve saflizi Nanodrop marka ND 1000 model
spektrofotometre ile optik dansite degeri Olgiilerek hesaplandi. Niikleik asitlerin
konsantrasyonu genellikle bir kore (bos Ornek) karst 260 nm’de A Olgiilerek belirlenir.
Kontaminasyonlarin var olup olmadig ise oran hesaplamasi ile ayirt edilebilir. Proteinler 280
nm’de absorbladigi i¢in Ajgo/Azgo orant niikleik asidin safligint hesaplamak i¢in kullanilir. Saf
DNA yaklasik 1.8, saf RNA ise yaklasik 2.0 degerini vermelidir. 230 nm’de goriilen
absorbsiyon, Ornegin karbonhidratlar, peptitler, fenoller veya aromatik bilesenler gibi

maddelerle kontaminasyonu gosterir. Saf 6rneklerde Ag0/Az30 orani yaklasik 2.2 olmalidir.

5.6 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA izolasyonu takiben Gergek Zamanli ( real-time) PZR ile rs10914456, rs2271933
ve 152653349 polimorfizmlerine ait genotipler belirlendi. Ger¢ek Zamanli PZR de
hibridizasyon problar1 kullanilarak HCRT1 geninin rs10914456 ve rs2271933 ve HCRT2

geninin 152653349 genotipleri tayin edilmistir(56).

Metot agagidaki gibidir:
LightSNiP Rs2271933 HCRTR1 igin:

Bir reaktif sisesi 96 LightCycler reaksiyonu yiirlitmek i¢in gerekli biitiin primer ve problari
icerir. Kullanmadan once kisa bir karistirma yapilir. 100 pl PZR 6zel distile su eklenir,

vorteksle karistirilir.



20 ul PZR reaksiyonu i¢in 1 pl Reagent mix kullanilir.
a. H20 10.4 nul
b. Reagent mix (PrimerProb karigimi) 1.0 pl
c. Master mix Fast Start 2.0 pl
d. MgC1 1.6 ul

DNA 1-5 ul (= 50 ng)

RocheLightCyclerl.5 cihazi programa:

Denatiirasyon: 95°C

Kantifikasyon: 95°C: 10sn / 60°C: 10sn / 72°C: 15sn

Toplam 45 siklus
Erime: 95°C: 30sn / 40°C: 2 dak / 75°C

Soguma: 40°C: 30sn

Melting Peaks

Melting Curves
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Sekil 3. rs2271933 erime egrisi (a) ve erime pikleri (b).
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LightSNiP rs10914456 HCRTRI igin:

Bir reaktif sisesi 96 LightCycler reaksiyonu yiirlitmek i¢in gerekli biitiin primer ve problari
icerir. Kullanmadan 6nce kisa bir karigtirma yapilmalidir. 100 pl PZR 6zel distile su eklenir,

karistirilir.
20 ul PZR reaksiyonuigin 1 pl Reagent mix kullanilir.

a. H,010.4 pl

b. Reagent mix (Primer Prob karisimi) 1.0ul
C. Master mix Fast Start 2.0ul

d. MgCl 1.6ul

DNA 1-5 pl (= 50 ng)
RocheLightCyclerl.5cihaziprogrami:
Denatiirasyon: 95°C
Kantifikasyon: 95°C: 10sn / 60°C: 10sn / 72°C: 15sn
Toplam 45 siklus
Erime: 95°C: 30sn / 40°C: 2 dak / 75°C
Soguma: 40°C: 30sn

Melting Curves Melting Peaks
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¥ 0 448
o
ﬁ 0.395
0348
S 0298
& 0.248
e
2 0198
2
T 0148
0.098

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 50 &0 70 80
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Sekil 4. rs10914456 erime egrisi (a) ve erime pikleri (b).
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Bu tez calismasinin biyoistatistiksel ¢oztimlemesinde SPSS 2.1.0 program kullanildi.
Sayisal degerler ortalama, standart sapma, frekans ve yiizde degerleri ile tanimlanmistir.
Hastalar ve kontroller arasindaki alel frekanslar1 ve genotip yiizdelerin karsilastirilmasinda
Ki-kare ve Fisher kesin olasilik testi kullanilmistir. Hasta ve kontrol grubu yas ve cinsiyet

kiyaslamasinda t testi kullanilmigtir.
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6- Bulgular

Calisma grubumuzu 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Psikiyatri Poliklinigi’ne basvuran
yaslar1 18-73 arasinda degisen toplam 75 major depresyonlu hasta olusturmaktadir. Hastalara
Hamilton ve Beck Depresyon Olgekleri uygulanmistir. Depresyon hastalarmin 58’1 kadin
17’si erkektir. Kontrol grubumuzu Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Merkez
Acil Fikret Biyal laboratuvarina bagvuran saglikli yaslari 17-65 arasinda degisen 87 kisi
olusturmaktadir. Enfeksiyon hastaligi, kronik hastalik, metabolik hastalik veya depresyon ilag¢
kullanim1 Oykiisii olan hastalar ¢alisma dis1 birakilmistir. Kontrol grubunun 65’1 kadin 22’1
erkek’ ten olusmaktadir. Kontrol ve hasta grubu yas, cinsiyet ve depresyon dlgekleri skorlar

tablosu, Tablo I’de gosterilmistir.

Tablo 1: Calisma gruplarina ait demografik veriler.

Hastalar Kontroller p

Yas 41.32+/-13.378 | 38.28+/-10.939 | 0.119

Cinsiyet(kadin/erkek) 58/17 65/22 0.717
Sigara (icen/igmeyen) 46/29
Alkol (igen/igmeyen) 6/69
Madde (igen/igmeyen) 3/72

Ek psikiyatrik hastalik
11/64
(olan/olmayan)

[lag durumu (icen/igmeyen) 67/8

Hasta ve Kontrol gruplarina ait demografik ozellikler degerlendirildiginde yas ve cinsiyet

acisindan fark olmadigi bulunmustur (p>0.05) (Tablo 1).




Tablo 2. Hastalarda ve kontrollerde rs10914456 alel ve genotip dagilimi.
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C alel T alel p
rs10914456 CC CT TT p
frekans: | frekansi
Hastalar (%0) | 25(33.3%) 32 (42.7%) | 18 (24.0%) 0.55 0.45
0.009
Kontroller (%) | 49(56.3%) 28 (32.2%) | 10 (11.5%) 0.72 0.28 <0.001

Hasta ve kontrol gruplari, HCRTR1 rs10914456 genotip ve alel frekanslari agisindan

karsilagtirildiginda iki grup arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmustur (p=0.009,

p<0.001) (Tablo 2).

Melting Peaks
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Tablo 3.Hastalarda ve kontrollerde HCRTR1 rs2271933 alel ve genotip dagilima.
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C alel T alel p
rs2271933 CcC CT TT p
frekansi | frekansi
Hastalar 0.53 0.47
25(33.3%) | 30(40.0%) | 20(26.7%)
(%)
0.006
Kontroller 0.72 0.28 <0.001
49(56.3%) | 28(32.2%) | 10(11.5%)
(%)

HCRTRL1 geni rs2271933 genotip frekanslari, MDB hastalarinda %33.3 CC, %40 CT, %26.7

TT,; kontrol grubunda %56.3 CC, %32.2 CT, %11.5 TT olarak belirlendi ve istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p=0.006). Alel frekanslar1 karsilastirildiginda C ve T aleli arasinda anlamli

bir fark bulundu(p<0.001) (Tablo 3).

Melting Peaks
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Tablo 4. Hastalarda ve kontrollerde rs2653349 alel ve genotip dagilimi.

31

G alel A alel p
rs2653349 GG AG AA p
frekansi | frekansi
Hastalar (%) | 59 (78.7%) | 15 (20.0%) | 1 (1.3%) 0.89 0.11
Kontroller 72 15 0.494 0.91 0.09 0.414
0 (0%)
(%) (82.8%) (17.2%)

Hasta ve kontrol gruplari, HCRTR2 rs2653349 genotip ve alel frekanslar1 agisindan

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4).

Melting Peaks
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Sekil 8.rs2653349 AG genotipinin Tm derecesi sematik gosterimi.




Tablo 5. Beck ve Hamilton skoru ile cinsiyet karsilagtirilmasi.

Kadin

Erkek

Beck Skoru

27.53+/-12.420

21.00+/-12.010 | 0.059

Hamilton Skoru

27.69+/-9.701

22.88+/-8.108 0.067

Beck skoru cinsiyet acisindan karsilastiginda, kadinlarda simirda anlamli olarak yiiksek

bulundu (p=0.059). Hamilton skoru cinsiyet agisindan karsilastiginda istatistiksel anlamli bir

fark bulunamadi (Tablo 5).

Tablo 6.rs10914456 ile Hamilton ve Beck skoru karsilastirilmas.

rs10914456 CC CT TT p
Hamilton
23.04+/-9.66 28.66+/-9.24 27.89+/-8.92 0.838
skoru
Beck Skoru 24.12+/-13.72 27.78+/-11.70 | 25.67+/-12.62 0.485

rs10914456 polimorfizmi ile Hamilton skoru karsilastirdiginda, Hamilton skoru CC

genotipine sahip hastalarda 23.04+9.65, CT genotipinde 28.66+9.23, TT genotipinde ise

27.89+8.92 olarak belirlendi (p=0,838) (Tablo 6).

rs10914456 polimorfizmi ile Beck skoru karsilastiginda, Beck skoru CC genotipine sahip

hastalarda 24.12+/-13.72, CT genotipinde 27.78+/-11.70, TT genotipinde ise 25.67+/-12.62

olarak belirlendi (p=0.485) (Tablo 6).
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Tablo7.Hasta grubunda Sigara i¢en ve igmeyenlerde rs10914456 genotip dagilimi.

rs10914456 CcC CT TT p

Sigara igmeyen | 19 (41.3%) | 18 (39.1%) | 9 (19.6%)
0.074

Sigaraicen | 6(20.7%) | 14 (48.3%) | 9 (31.0%)

Sigara igen ve igmeyenlerde, HCRTR 1rs10914456 genotip ve alel frekanslar agisindan

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo 7).

Tablo 8.Hasta grubunda Cinsiyet ile sigara kullaniminin karsilastiriimasi.

Kadin Erkek p
Sigara igmeyen 40 (69.0%) 6 (35.3%)
0.012
Sigara icen 18 (31.0%) 11 (64.7%)

Sigara durumu ile cinsiyet karsilastiginda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p= 0.012)

(Tablo 8).

Tablo 9.Hasta grubunda Cinsiyet ile alkol kullaniminin karsilastiriimasi.

Kadin Erkek p
Alkol igmeyen 57 (98.3%) 12 (70.6%)
0.002
Alkol icen 1(1.7%) 5 (29.4%)

Alkol kullanim ile cinsiyet karsilagtifinda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p= 0.002)

(Tablo 9).



Tablo 10. Cinsiyet ile Hamilton ve Beck skoru karsilastirmasi.

Kadn Erkek p
Hamilton
27.69+/-9.71 22.88+/-8,11 0.067
skoru
Beck Skoru 27.53+/-12.42 21.00+/-12,01 0.059

34

Cinsiyet ile Hamilton ve Beck skorlariyla karsilastirildiginda istatistiksel bir fark

bulunmamustir (p>0.05) (Tablo 10).
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7- Tartisma

Depresyon psikiyatrik bir bozukluktur. Depresyon her zaman insanligin biiyiik bir saglik
problemi olmustur, tarihsel belgeler bunu kanitlamaktadir, ayn1 zamanda insanin bu hastalikla
bas edebilmek i¢in etkili bir yontem bulma ¢abalar1 devam etmektedir (1). Normal bir duygu
(mood), bir belirti ve sendrom grubu olarak ele alinabilecek olan depresyon, psikolojide
biligsel, algisal ve/veya motor performansta azalmayi anlatmak icin kullanilir. Klinik
psikiyatride ise normal duygu oynamalarindan melankoliye (psikotik) kadar uzanan genis bir

yelpazede goriilen degisiklikleri igerir.

Depresyonu tetikleyen ¢esitli nedenler vardir. Bunlardan gevresel faktorler, kronik stres
ve genetik faktorlerin MDB’ye neden olabilecegi bildirilmektedir (57). Depresyonda istah
kayb1 ve uyku diizeninin bozulmasi gibi semptomlar gozlenmektedir. Bu iki sistemi
diizenleyen genetik mekanizmalarin i¢inde OX1-2 ve peptidlerinin 6nemli rolleri vardir. Bu
peptidler reseptorler yardimiyla hiicre igine girerler. Bazi arastirmalar oreksin sisteminin
uyuma/uyaniklik, beslenme davraniglarinda 6nemli bir rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir (15,
19, 58). Hipokretin yetersizligi bulunan insanlarda, kopeklerde ve kemirgenlerde narkolepsi
ortaya cikar, bu sonuglar oreksin sisteminin uyanikligin siirdiiriilmesinde rolii oldugunu
gostermektedir(59). Yetersiz hipokretin diizeyleri enerji homeostazinda ve noronal
sistemlerde bozukluklara da yol agmaktadir (20). HCRTR1ve HCRTRZ2reseptorlerini ve
noropeptidleri sentezleyen genlerdeki ¢esitli polimorfizmlerin depresyonla iliskisini arastiran

calismalar vardir(60).

Calismamizda Tiirk popiilasyonunda major depresyon bozuklugu bulunan hastalarda ve
kontrollerde HCRTR1 genindeki rs10914456 ve rs2271933 ileHCRTR2 rs2653349

polimorfizmlerini  karsilastirdtk. HCRTR1  genindeki  rs10914456 ve  rs2271933
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polimorfizmleri hasta ve kontrol grubunda karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli bir
fark bulunmustur.HCRTR2 geni rs2653349 polimorfizmi ise hasta ve kontrol gruplar
arasinda anlamli olarak bulunamamistir. Rainero ve arkadaslarinin italyan popiilasyonunda
yaptiklar1 arastirmalarinda, rs2271933 polimorfizmini hasta grubu ve kontrol grubu ile
karsilastirdiklarinda her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulmuslardir
(56). Bizim ¢alismamizda da bu polimorfizmde MDB hastalar1 ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmustur. Rainero ve arkadaslarimin bulgulart bizim sonug¢larimizi
destekler niteliktedir. HCRTR1geni rs2271933polimorfizmi migren hastaliginda ¢alisilmig ve
bu hastalikta da polimorfizm hastalarda kontrolle gore anlamli olarak iligkili bulunmustur
(60). Japonya’da yapilan bir arastirmada HCRTR1 geni rs2271933 polimorfizminin

sizofrenide goriilen polidipsi ve hiponatremi ile iligkili oldugu bulunmustur(61).

Yapilan bir ¢alismada bipolar bozuklugu olan depresyonlu hastalarda asir1 uyku ile
HCRTR2 gen polimorfizmi arasinda anlamli bir fark oldugu bildirilmistir (62). Yapilan diger
bir ¢alismada major depresyonlu hastalar ile kontrollerde HCRTR1 gen ekspresyonu ve gen
metilasyonu arastirilmis ve gen ekspresyonunun arttigi, ayrica stresin artmasiyla

metilasyonunun da arttigi gosterilmistir (17).

Italyan popiilasyonunda yapilan bir arastirmada HCRTR1 rs10914456 polimorfizmi ile
major depresyon bozuklugu arasinda bir iliski bulamamislar (56). Bizim arastirmamizda, bu
polimorfizmde hasta ve kontrol arasinda anlamli bir fark bulunmustur. Tiirk popiilasyonunda
yaptigimizbu arastirmada hasta grubunda CCgenotipi %33.3, CT genotipi %42.7, TTgenotipi
%24; kontrol grubu CC genotipi %56.3, CT genotipi %32.2 ve TT genotipi % 11.5 olarak

tespit edilmistir.
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HCRTRL1 geni rs2271933 genotip frekanslari, MDB hastalarinda %33.3 CC, %40 CT,
%26.7 TT; kontrol grubunda %56.3 CC, %32.2 CT, %11.5 TT olarak belirlendi ve anlamli
bulundu. Bu gen i¢in alel frekanslari karsilastirildiginda C ve T aleli arasinda anlamli bir fark

bulunmustur.

Arastirmamizda MDB da HCRTR2 geni rs2653349 polimorfizmi incelenmis hasta ve
kontrol grubu arasinda bu polimorfizm ve alel frekanslart agisindan anlamli bir fark
bulunamamistir. Ayni polimorfizm migren ve kiime bas agris1 hastaliklarinda farkli
popiilasyonlarda arastirilmis ancak hastalik ile polimorfizm arasinda anlamli bir iliski
bulunamamustir (63,64, 65, 66). Ancak, Italya’da yapilan bir ¢alismada kiime bas agrisi
hastaligi ile HCRTR2 geni rs2653349 polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki oldugu
bulunmustur (67). Ayrica Isveg popiilasyonunda yapilan bir arastirmada panik bozuklugu olan
hastalarda HCRTRI1 geni ile hastalik arasinda anlamli bir iligski bulunamamis ancak HCRTR2
geni ile panik bozukluk arasnda anlamli bir iliski bulunmustur (68). Isve¢ popiilasyonunda
yapilan arastirma bizim bulgularimizi desteklememektedir. Bunun nedeni toplumlar

arasindaki genetik farklilik ve hasta sayisindaki degisiklik olabilir.

Major depresyon bozukluguna ve buna bagli olarak intihar girisimine neden olan farkl
genlerdeki polimorfizmler de aragtirilmistir. Tiroid hormon reseptorii geni lizerinde bulunan
HOPA (Tiroid reseptor koaktivatorii) polimorfizminin MDB ile iligkili oldugu bulunmustur
(69). Bu genin polimorfizminin sismanliga ve MDB egilimini arttirdigi tespit edilmistir.
HOPA geninin hipokretin gibi istahin, duygu durumunun ve psikiyatrik davraniglarin
diizenlenmesinde benzer bir rolii oldugu tespit edilmistir. TNF-alpha —308G>A
polimorfizminin major depresyon bozuklugu olan kisilerdeki intihar girigimini arttirdig
saptanmustir (51, 70). Gu L.ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada serotonin reseptor HTR2A

polimorfizminin sizofreni hastalarinda kontrollere gore farklilik oldugu, bipolar bozukluk ve



38

MDB hasta ve kontrollerde 6nemli bir degisiklik gostermedigi bulunmustur (71). Goriildiigi
gibi depresyon olusumunda ¢ok c¢esitli genler rol oynamaktadir. Hastalik multi faktoriyel

kaliim gostermektedir.

Calismamizda rs10914456 polimorfizmi i¢in Hamilton skoru karsilagtirildiginda,
Hamilton skoru CC genotipine sahip hastalarda 23.04+9.65, CT genotipinde 28.66+9.23, TT
genotipinde ise 27.89+8.92 olarak belirlenmistir ve genotipler arasinda onemli bir fark
bulunamamistir. Cinsiyet acisindan Beck ve Hamilton skoru karsilastirilmasi yapildiginda
Beck skorunda kadinlarda sinirda bir anlamlilik goriiliirken Hamilton skorunda herhangi bir

fark goriilmemistir.

Calismamizda Tirk toplumunda MDB hastalarinda HCRTR1 geni rs10914456,
rs2271933 ve HCRTR2 geni rs2653349 polimorfizmleri arastirilmis, HCRTR1 rs10914456,
rs2271933 polimorfizmleri MDB hastalarinda kontrollere gore istatistiksel anlamli olarak
farkli bulunmustur. HCRTR2 geni rs2653349 gen polimorfizmlerinde ise hasta kontrol
arasinda bir fark bulunmamistir. Adli bilimler agisindan bu polimorfizmler arastirilip suca ve

intihara egilimi olanlarin depresyona yatkin olup olmadigi belirlenebilir.



39
8- Sonucg

Sonug olarak bu caligma Tiirk toplumunda MDB hastalarinda HCRTR1 rs10914456,
rs2271933 ve HCRTR2 152653349 gen polimorfizmlerinin c¢alisildigr ilk arastirmadir.
Bulgularimiza gore, MDB hastalarinda HCRTR1 rs10914456,rs2271933 polimorfizmleri
anlamli olarak bulundugundan bu polimorfizmler Tiirk popiilasyonunda depresyon
hastalarinda marker olarak kullanilabilir. Bu konuda daha fazla hastay: i¢eren genis kapsamli

arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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