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OZET

Okutan, S.N. (2013). Katekol-O-Metiltransferaz (COMT) ve Serotonin Tasiyici
Genlerinin Obsesif Kompulsif Bozukluk ile Olan liskisi. Istanbul Universitesi Adli Tip
Enstitiisii, Adli Bilimler ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul.

Obsesif kompulsif bozukluk (OKB) obsesif davranislar ve kompulsif eylemler ile
karakterize bir psikiyatrik bozukluktur. OKB’nin norobiyolojisi serotonerjik ve
dopaminerjik sistemdeki isleyis bozukluklarinin giiglii bir sekilde gosterilmesi ile
belirginlesmistir. Aile, ikiz, segregasyon ve baglanti ¢alismalart OKB’de serotonerjik ve
dopaminerjik sisteme iligkin genlerin rolii oldugu tizerinde durulmaktadir. Bu ¢alismada
obsesif kompulsif bozuklugu olan 80 hasta ve 100 kontrol denekteki Katekol-O-
Metiltransferaz (COMT) geninde -287A/G (rs 2097063) polimorfizmi ile Serotonin
Tasiyict (5-HTT) geninde 5-HTTLPR ve rs16965628 polimorfizmlerin iliskisi
arastirildi. Caligmamizda DNA izolasyonundan sonra COMT -287 A/G (rs 2097063) ve
5-HTT geni SLC6A4 (rs16965628) polimorfizm analizi igin Real-Time PCR yontemi
kullanild1. 5-HTTLPR promotor insersiyon/delesyon polimorfizmi ise PCR yontemi ve
agaroz jel elektroforez kullanilarak tespit edildi. OKB semptomlarmnin siddeti ve
icerikleri Yale—Brown obsesif kompulsif bozukluk 6l¢egi (Y-BOCS) ile degerlendirildi.
Caligmamizda gen polimorfizmlerinin Tiirk toplumunda OKB, OKB semptomlarinin
siddeti ve hasta bireylerin yas, cinsiyet bilgileri ile olan iligkisine ait veriler elde edildi.
Hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda COMT geni -287 A/G (rs 2097063) ve
serotonin tasiyict 5S-HTTLPR gen polimorfizmi ile OKB arasinda anlamli bir iliski
saptanamadi (p>0.05). Tiirk toplumunda ilk kez arastirilan serotonin tasiyici geni
(rs16965628) polimorfizmi hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda, hasta grubu G
allel sikligi Kontrol grubuna gore anlamli derece yiiksek bulundu (p<0.05). Bulgular
sonucunda Tiirk toplumunda G genotipini tagiyan bireylerin OKB i¢in risk (OR=3.43)
olusturdugu sonucu ortaya konuldu. OKB olgularinda cinsiyet ve Yale- Brown skorlar1
ile genotipler arasinda herhangi bir anlaml iligki ve korelasyon tespit edilemedi. Sonug
olarak, bu veriler Tiirk toplumunda serotonin tasiyict geni (rs16965628) polimorfizmi
ile obsesif kompulsif bozuklugun gelisimi arasinda bir iliskinin olabilecegini

diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler : Obsesif Kompulsif Bozukluk, 5-HTTLPR , Serotonin
Tastyict Geni, COMT, Polimorfizm

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 21850
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ABSTRACT

Okutan, S.N. (2013). The Relationship Between Catechol-O-Methyltransferase
(COMT) and Serotonin Transporter Genes With Obsessive Compulsive Disorder.
Istanbul University, Institute of Forensic Medicine, Department of Forensic Science.
Master Thesis. Istanbul.

Obsessive compulsive disorder (OCD) is a psychiatric disorder characterized by
obsessive ideas and compulsive behaviours. Neurobiology of OCD became clear by
indicating the functional disorders in the serotonergic and dopaminergic systems. Large
evidence supported a genetic factor in OCD, based on family, twin and segregation
studies. In this thesis, the relationship between Cathechol-O-Methyltransferase (COMT)
-287A/G (rs2097063), Serotonin Transporter (5-HTT) 5-HTTLPR and rs16965628
polymorphisms in 80 OCD patients and 100 control subjects are determined. Patients
and controls are genotyped for COMT -287 A/G (rs 2097063) and 5-HTT (rs16965628)
polymorphisms by means of Real-Time PCR technique after DNA isolation. 5-
HTTLPR insertion/deletion polymorphism is genotyped using PCR and agarose gel
electrophoresis technique. The rate and severity of symptoms are checked in OCD
patients with Yale Brown obsession compulsion Scale (Y-BOCS). In this study, the
relationship between candidate genes and OCD, severity of OCD symptoms and the
gender of patients in the Turkish population is determined. When OCD and control
group is compared, no significant difference is found between COMT gene -287 A/G
(rs 2097063), serotonin transporter 5-HTTLPR gene polymorphisms and OCD. But we
found significant difference between Serotonin transporter rs16965628 polymorphism
and OCD (p<0.05). G allele distribution is found to be higher in OCD group. Our
findings suggest that subjects carrying G genotype (OR=3.43) have genetic
susceptibility to OCD. No association and correlation was found between Yale-Brown
score and gender of OCD patients. In conclusion, these data are the first to suggest that
polymorphism in serotonin transporter (rs16965628) is associated with the development
of obsessive compulsive disorder in Turkish population.

Key Words : Obsessive Compulsive Disorder, 5-HTTLPR , Serotonin Transporter
gene, COMT, Polymorphism

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 21850



1. GIRIS VE AMAC

Adli vakalarda sucu kisinin 6zgiir iradesiyle gergeklestirilip gerceklestirilmedigi
ve saglikli karar verebilme yeteneginin belirlenmesi ve ruhsal patolojilerin kisinin
isledigi eylemi ne kadar etkiledigi adli psikiyatristler tarafindan degerlendirmektedir.
Failin siddet olusturan davraniglarinin sebeplerinin bilinmesi sugun degerlendirilmesi
acisindan onemlidir. Bireyi suca iten davranislar ve psikiyatrik bozukluklarin temelinde
aile, ¢evre, psikolojik faktorlerin etkisi oldugu gibi, biyolojik, biyokimyasal ve genetik
faktorlerin 6nemli bir rolii oldugu bugiin kabul edilmektedir. Bu anlamda sug eylemine
iten davraniglar ve psikiyatrik bozukluklarin ndrobiyolojik ve genetik etkenlerin daha

iyi anlagilmasina yonelik ¢alismalar son yillarda 6nem kazanmaya baglamistir.

Psikiyatrik bozukluklardan biri olan obsesif kompulsif bozuklukta (OKB)
kalittmin 6nemi ve etkisi 20. yiizyilin basindan beri vurgulanmaktadir. Obsesif
kompulsif bozuklugun (OKB) Tourette Bozuklugu gibi genetik yonii agir basan
hastaliklar ile iliskili oldugunun gosterilmesi, obsesif kompulsif bozukluk (OKB) ile
serotonin arasindaki iligskinin anlasilmasi, obsesif kompulsif bozuklukta gosterilebilir
beyin islev bozukluklarinin olmast ve obsesif kompulsif bozukluk tani Olgiitlerinin
DSM ile daha objektif hale gelmesi arastirmacilarin hastaligin genetik yoniinii
caligmaya yonlendirmistir. Obsesif kompulsif bozuklugu olan bireyler arasinda yapilan
genetik caligmalar, etyolojide ve belirtilerin ortaya c¢ikisinda hem genetik hem de

cevresel etmenlerin rol oynadigini da gostermektedir (1).

OKB’nin norobiyolojisi serotonerjik ve dopaminerjik sistemdeki bozukluklarin
giiclii bir sekilde gosterilmesi ile belirginlesmistir. Serotonin geri alim inhibitorlerinin
(SSRI) OKB tedavisinde etkin oldugunun ortaya ¢ikmasi ile serotonin seviyesi,
metabolizmas1 ve reseptdr tipleri ile ilgili ¢alismalar artmis ve OKB’nin
patofizyolojisinden bu serotonerjik sistemi olusturan genlerdeki degisimlerin sorumlu
olabilecegi hipotezi 6ne siiriilmiistiir (2). Aile, ikiz, segregasyon ve baglanti ¢alismalari
da OKB’da serotonerjik sistemdeki islev bozukluklarmma yol acan genetik
varyasyonlarin rolii oldugu tizerinde durulmaktadir. Son yillarda modern molekiiler
genetik tani sistemlerinin kullanima girmesiyle 6zellikle psikiyatrik bozukluklar i¢in

yatkinliga neden olan islevsel polimorfizmlerin tanimlanmasi biiyiik 6nem kazanmustir.



Katekol-O-Metil Transferaz enzimi katekolamin norotransmiterlerin (dopamin,
epinefrin, norepinefrin) inaktivasyonunda rol alir. COMT genindeki kesfedilen
fonksiyonel polimorfizmlerin COMT enzim aktivitesinde degisime sebep oldugu
gosterilmistir. COMT geni polimorfizmlerinin psikiyatrik hastaliklar ve 6zelllikle OKB

ile iligkisi oldugunu vurgulayan pek ¢ok arastirma ile kanitlanmistir.

Bu tez ¢aligmasinda Tiirk toplumunda Katekol-O-MetilTransferaz (COMT) geni
promotorunda yeni tanimlanan -287A/G (rs2097063) polimorfizmi, 5-HTT (Serotonin
tastyict  geni) geninde bulunan 5-HTTLPR transkripsiyonel kontrol bolgesi
insersiyon/delesyon polimorfizmi ile 5-HTT (rs16965628) polimorfizmi kontrol grubu
ile karsilagtirilarak Obsesif Kompulsif Bozukluk ile iliskisinin ortaya konulmasi
amaglanmaktadir. Ayrica bu polimorfizmlerin, OKB olgularinda hastaliginin siddeti,
cinsiyet ve yaslar1 agisindan iligkisi degerlendirilecektir. Genetik bilinmeyeni oldukg¢a
fazla bir psikiyatrik hastalik olan OKB ile yapilacak olan bu perspektifteki ¢alismalarin
hastaliga ait genetik alt yapinin aydinlatilmasina katkida bulunarak ileride psikiyatrik ve
adli psikiyatrik degerlendirme acisindan klinik diizeyde yararlar saglayacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obsesif Kompulsif Bozukluk

Obsesif kompulsif bozukluk (OKB) obsesif diisiinceler ve kompulsif eylemlerle
karakterize psikiyatrik bir bozukluktur. Obsesyonlar istenmeden gelen, belirgin
anksiyete ya da sikintiya neden olan, 1srarli, yineleyici diisiince, diirtii ve imgelerdir (3).
Kompulsiyonlar ise bir amac1 varmis gibi goriinen, anksiyete ve gerginligi azaltmaya
yonelik, kisinin yapmak zorunda hissettigi motor veya mental eylemlerdir (4). Obsesif
kompulsif bozukluk (OKB) kisinin olagan giinliik iglerini, mesleki veya egitimle ilgili
islevselligini, sosyal etkinlik ve iliskilerini 6nemli 6l¢iide bozabilen ruhsal bir saglik
sorunudur (3). Obsesif kompulsif bozukluk hastalarin yasam kalitelerinde diisme ve
islev kayb1 meydana getirdiginden dolay1 Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan
diinya tizerinde islev kayb1 yaratan ilk 10 tibbi durum arasinda kabul edilmistir (5).

OKB siklikla ¢ocukluk ¢aginin sonlarinda ve ergenlikte ortaya ¢ikar ve yasam
boyunca devamlilik gosterebilmektedir. OKB’nin yasam boyu yayginhig %1.9-3.0
olarak bildirilmistir (6). OKB’nin etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte aile, ikiz,
segregasyon ve baglanti (linkaj) caligmalart OKB’de kalitimin rolii oldugu iizerinde

durulmaktadir (5).
2.1.1. Tarihgesi

1837°de Esquriol tarafindan obsesyon ve kompulsiyonlar ilk kez melankoli
belirtisi olarak tanimlanmigtir (7). Obsesyon terimi Morel tarafindan ilk kez 1866’ da
kullanilmasina ragmen 4000 y1l kadar 6nce Mezopotamya’ da goriildiigiine dair bilgiler
vardir. OKB’ nin ilk modern formiilasyonunu yapan Westpal fobik semptomlar1 ve
anankastik bozuklugu birbirinden ayirarak kompulsif fikirleri kisinin bilincine giren,
inanglarina ters diisiinceler olarak tanimlamistir (8). 20. yiizyilin basinda Pierre Janet
fobi, obsesyon ve kompulsiyonlar1 “psikasteni” basligi altinda toplamistir. Freud ise
psikoanalitik agidan fobilerle OKB’ nin ayr1 bozukluklar oldugunu, obsesif durumun
“bastirilmis cinsel sugluluk anilarina” karsi ortaya ¢ikan psikolojik savunmalar olarak
aciklamistir (9). OKB yirminci yiizy1l baslarina gelindiginde ayr1 bir klinik tablo olarak

ele alinmaya baglamistir (10).



2.1.2. Klinik Ozellikler ve Ayirict Tam

OKB, kiside sikint1 ve endise yaratan obsesyonlarin ya da kompulsiyonlarin
bulunmasi olarak tanimlanmaktadir. Obsesyonlar ve kompulsiyonlar kendileri igin
sikintil bir durumdur ve hastalar genellikle obsesyonlarini bastirmaya ¢alismaktadirlar.
Obsesyon ve kompulsiyonlar Kklinikte hemen hemen her zaman ikisi birden
bulunmaktadir. Bir bozukluk tanis1 koymak icin semptomlar belirgin sikint1 yaratmali,
giinde en azindan bir saatin bosa harcanmasina sebep olmali ve islevselligi bozmalidir.
OKB’yi diger bozukluklardan agik¢a ayirt etmek i¢cin DSM IV tani kriterlerindeki
bulgular 6nemlidir. Semptomlarin1 asir1 veya anlamsiz bulmayan hastalar igin,
“icglriisii az” belirleyicisini tanimlar (11). Cocuklar durumlarinin anlamsizligini
kavrayacak i¢cgdriiye sahip olmadiklarindan veya durumun anlamsizligini tartigmak ic¢in

¢ekinebileceklerinden, iggoriiye iliskin 6lgiit gocuklar icin gegerli degildir (12).

OKB’nin en sik goriilen formu yikama kompulsiyonlarinin eslik ettigi bulagsma
obsesyonlaridir. Bu hastalarin yaklasik % 55° ini etkiler. ikinci sirada gériilen formu
siklikla kontrol etme kompulsiyonlarinin eslik ettigi, patolojik kuskulardir. Ugiincii en
stk goriilen form, ozellikle saldirgan veya cinsel igerikli tekarlayan disiincelerdir.
Doérdiincii en sik form ise simetri veya diizen ihtiyacidir. Hastalarin en azindan %
75’inde obsesyon ve kompulsiyonlar birlikte bulunur (13). Obsesyonlarin; depresif
icerikli tekrarlayict diisiinceler, hezeyanlar ve patolojik kaygilardan, kompulsiyonlarin
impulsif davranislardan ayirt edilmesi 6nemlidir. Tourette ve diger tik bozukluklari,
travma, postensefalit, temporal lob epilepsisi ayirici tanida dikkat edilmesi gereken tibbi
olgulardir. Tourette bozuklugunda % 90 oraninda kompulsif belirtilerin olmasi, 2/3’liik
kisminin obsesif kompulsif bozukluk tani 6l¢iitlerini karsilamasi bu bozuklugun ayirici
tanida mutlak ele alinmasii isaret etmektedir (14). OKB, Amerikan Psikiyatri
Birligi’nin hazirladigt DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-
Fourth Edition) smiflandirma sisteminde anksiyete bozukluklar1 grubunda yer

almaktadir (15).
2.1.3. Epidemiyoloji

OKB’nin yayginhgt ile ilgili ilk epidemiyolojik c¢alismalar klinik verilere
dayanmaktaydi ve bu sonuglara gére hastaligin goriillme sikligi seyrekti (16). Freud,
1907 yilinda yayinlanmis “obsesif davranislar ve dini uygulamalar” adli makalesinde;

pek ¢ok kisinin rahatsizligint uzun yillar sakladigindan, sosyal aktivitelerini yerine



getirirken bu tekrarlayict davraniglarini gizlediklerinden, vakitlerinin 6nemli bir kismin

bu diistince yogunluguna ayirdiklarindan bahsetmistir (17).

Ik defa 1957 yilinda yapilan c¢alismalarda psikiyatrik hasta grubunda OKB’nin
cok nadir oldugu (% 1-4) saptanmistir (18). 1980’11 yillara kadar OKB’nin seyrek
goriilen bir bozukluk oldugu diisiiniiliirken, Amerika Birlesik Devletleri’ndeki ulusal
alan tarama c¢alismalarinda yasam boyu yayginligi % 2-3; 6 aylik yayginhigi % 1-2
olarak saptanmis ve Onceki ¢alismalara gore 25-60 kat daha yiiksek bulunmustur (19,
20). Diinyada bu bozuklugun % 2 oraninda olmasi ciddi bir problemdir (16). 2000
yilinda Diinya Saghk Orgiitiiniin diinya genelinde bu bozuklugun yaygmlhigini
arastirdig1 bir ¢calismada, Latin Amerika, Afrika ve Avrupa’da bu bozuklugun goriilme
siklig1 Asya ve Okyanusya lilkelerine gore daha yaygin oldugu anlasilmistir (18). Tirk
toplumunda ayaktan gelen psikiyatrik hastalar ile yapilan bir calismada OKB yayginlig1
% 2.63 olarak bulunmustur (21).

Bu oranlar OKB’nin psikiyatri hastaliklar1 arasinda fobiler, madde kotiiye
kullanim1 ve major depresyondan sonra gelen dordiincii biiyiikk grubu olusturdugunu

gostermektedir (22, 23).

Retrospektif calismalar OKB baslangi¢ yasinin depresyondan daha erken,
yirmili yaslarin ortalarinda basladigini géstermektedir. Eriskin hastalarin tigte birinden
fazlasinda, belirtiler 15 yasindan O6nce baslamaktadir. Erkekler kadinlara gore daha

erken baglangi¢ gostermektedir. 5 yasinda baslayan olgular da bildirilmistir (24).

OKB kadinlarda erkeklere gore daha yaygindir. Bu yayginlik depresyon ve diger
anksiyete bozukluklarindaki kadar belirgin olmamakla birlikte kadin-erkek orani 1.5:1.0
civarindadir. (25). Bu hastalikla beraber bazen yeme bozukluklari, fobiler, tik

bozukluklari ve depresyonda hastaliga eslik edebilmektedir (26).
2.1.4. Etiyoloji

Bugiline kadar yapilan g¢alismalar, OKB’ nin etyolojisinin tek bir kuramla
aciklamanin yetersiz kalacagini gostermistir. OKB’nun tek tip veya homojen bir
bozukluk olmayip, heterojen bir tablo oldugu bugiin kabul edilmektedir. OKB
etiyolojisinde ilk yaklasimlar, Freud ve onu izleyen psikoanalitik kuramcilar biling
disindaki diirtiilerin baskis1 ile ruhsal ve cinsel gelisimin anal sadistlik donemine

gerilemenin obsesyon sorununu dogurdugunu ifade ederken, davramisci goriis de



ogrenme ilkeleri lizerine yerlestirilmistir (3). Son yillardaki ¢alismalarda ise daha ¢ok
biyolojik teoriler {iizerinde durulmaktadir. OKB’nin ndrobiyolojisi serotonerjik

sistemdeki anormalliklerin giiglii bir sekilde gosterilmesi ile belirginlesmistir (27).

Son yillarda hizla gelisen molekiiler analiz teknikleri ile OKB patogenezinden
sorumlu oldugu diisiiniilen aday genler iizerinde arastirmalar hiz kazanmakta ve
hastalig1 olusturan genetik faktorlerden Ozellikle tek niikleotid polimorfizmlerinden
(SNP) kaynaklanan gen varyasyonlarinin etkin oldugu diisiincesi hakim olmaya

baslamaktadir.
Bu bozuklugu agiklamaya yonelik bazi etkenler asagida irdelenmistir.

2.1.4.1. NoroAnatomik Etkenler

Fonksiyonel beyin goriintiileme arastirmalart sonucunda OKB’nin M.S.S’de
kortiko-striato-pallido-talamik devresinin yetersiz islev gostermesinden kaynaklandigi
One sirilmistir (28). Bu model korteks ile talamus arasindaki iletim yolundaki
bozuklugun obsesyon ya da obsesyon benzeri bulgulara yol a¢tigini, striatumdaki
anormalliklerin  kompulsiyon ve tekrarlayan motor hareketlere sebep oldugunu
vurgulamaktadir. Arastirmalar sonucunda ayni zamanda orbitofrontal korteks, talamus,
niikleus kaudatus ve singulat girusta fonksiyonel anormallikler oldugu tespit edilmistir
(29). Kaudat nukleus ya da putamende yerlesen fokal bir lezyon veya deney
hayvanlarinda nukleus kaudatusta olusturulan hasarin obsesif kompulsif belirtilere
neden olmasi, OKB’nin patogenezinde bazal gangliyonlarin 6zellikle singulat girusun
onemli rol oynadigma isaret etmektedir (30). Beyinde bulunan tiim bu alanlar
serotonerjik ve dopaminerjik norotransmitterler araciligiyla uyarilmaktadir. Ve her iki
norotransmitter sisteminin OKB ile iligkili oldugu disiiniilmektedir (31). Huntington
hastalig1 , Sydenham koresi, Tourette sendromu gibi bazal gangliyonlardan kdken alan,
hareket bozukluklari ile karekterize edilen hastaliklarda obsesif kompulsif belirtilerin
stk goriilmesi, bu hastaliklarda ortak noroanatomik bulgular, manyetik rezonans
goriintiileri OKB etiyolojisinde bazal gangliyonlarin roliinii de desteklemektedir. Bazal
gangliyonlar, motor davranislarin diizenlenmesinin yani sira biligsel islevlerin

yiriitiilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (28).



2.1.4.2. Norobiyolojik Etkenler

Bozuklugun uzun siireden beri agir beyin anormallikleri, biyokimyasal
norotransmisyon ve reseptdr fonksiyon bozukluklariyla iliskili olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. OKB’ nin norobiyolojisi serotonerjik sistemdeki anormalliklerin gii¢lii bir
sekilde gosterilmesi ile belirginlesmistir (30,32). Serotoninin anksiyeteyi regiile eden
onemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. Serotonin (5-HT ya da 5-hidroksitriptamin)
insanda mutluluk, canlilik ve zindelik hissi veren bir hormondur. Eksikliginde depresif,
yorgun, sikilgan bir ruh hali goriilmektedir. Beyinde serotonin kimyasali salindiginda
kan damarlar kasilarak daralmakta; serotonin diizeyi diistiikce genislemektedir (34).
Serotonin bir norondan digerine noérotransmisyonu, komsu ndéron reseptoriine
baglanarak saglamaktadir (2). OKB bozuklugu olanlarda serotonin reseptorlerinin kismi
olarak uyarilmadigr hipotezi 6ne siirlilmiistiir. Serotonin geri alim inhibitorlerinin
(SSRI) -selektif dopaminerjik ve noradrejenik geri alim inhibitorlerine- gore (2) OKB
tedavisinde daha etkin oldugunun ortaya ¢ikmasi ile serotonin seviyesi, metabolizmasi
ve reseptor tipleri ile ilgili ¢alismalar artmis ve bu hipotez yogunluk kazanmistir (32).
Ornek olarak fluoksetin, paroksetin, sertralin, sitolapram gibi ilaclarin plasebo kontollii
denemelerinde OKB semptomlarmni azalttig1 gézlemlenmistir (35, 36). ilaglarla yapilan
cesitli klinik ¢alismalarda, obsesif ve kompulsif semptom olusumuna neden olan
“serotonin bozuklugu hipotezi” ortaya konulmustur (27). Verilere gore bu bozuklukta
serotonerjik ilaglar, diger ndrotransmitterler ile etkilesen ilaglara gore daha etkin

bulunmustur (32).

2.1.4.3. Genetik ve Kisilik Ozellikleri

OKB’nin genetik yonii , ortak ndroanatomik ve ndrobiyolojik bulgularin oldugu
ve genetik yonii agir basan Tourette sendromu ile iligkisinin anlagilmasiyla 6nem
kazanmistir. Obsesif kompulsif bozukluk heterojen bir hastaliktir. Olusumunda pek ¢ok
genin etkisi olabilmektedir. Son yillarda OKB’un patofizyolojisinde o&zellikle
serotonerjik ve dopaminerjik sistemdeki islev bozukluklarinin gosterilmesi ile hastaligin
olusumunda serotonerjik ve dopaminerjik sistemle iliskili genlerin etkisinin olabilecegi

One siirilmiistiir.
Kompleks bozukluklarda genetik yatkinlik;
1-Epidemiyolojik ¢aligmalar

2-Aile ¢alismalari



3-ikiz ¢alismalar
4-Evlat edinme ¢aligmalari
5-Kalittim modeli ¢alismalari (segragasyon analiz ¢aligmalari)

6-Molekiiler genetik c¢alismalar1 (Linkaj analiz caligmalar1 ve asosiyasyon

caligmalari)
7-Hayvan ¢aligmalari ile ortaya konulmaktadir (3).

Calismalar gozden gecirildiginde Ozellikle erken baslangich ve tik
bozuklugunun eslik ettigi OKB bulgularinda genetik gegcisi destekleyen bulgular elde
edilmistir (37). OKB’de yapilan aile ve genetik calismalar hastalarin akrabalarda
beklenenin iizerinde psikiyatrik bozukluk oranlari oldugunu gostermektedir. OKB’u
olanlarin en azindan %30’unun birinci derecede yakininda OKB oldugu, OKB’u
olanlarinin babalarinda %25, annelerinde %9 olarak belirlendigi bildirilmektedir. Tek
yumurta ikizlerinde es hastalanma orani (%87) ¢ift yumurta ikizlerinden (%30) daha
yiiksektir (38).

Aile (38, 40) ve ikiz calismalarindan (41) elde edilen pozitif sonuglar ve
ozellikle segregasyon analizlerinden elde edilen gecis modeline iliskin bilgiler,
arastirmalart OKB kalitiminda rol oynayabilecegi diisiiniilen aday genlerin lizerinde

odaklanma noktasina getirmistir.

Son donemde Ozellikle serotonerjik ve dopaminerjik sisteme iliskin genler
tizerinde yapilan molekiiler genetik g¢alismalar bu sistemlere iliskin 6nceki klinik
bulgular1 destekleyen sonuglar saglamistir (42). Norotransmitter metobolizmasina
iliskin genler ve ndrogelisimsel yolaklar ile iliskili genler de asosiasyon calismalari ile

incelenmistir (43).

Serotonin geri alim engelleyicilerin (SSRI) obsesif-kompulsif belirtiler
tizerindeki etkinligi ve serotonin agonisti mCPP (metil klorofenil piperazin) maddesinin
obsesif-kompulsif belirtilere yol agmasi serotonerjik yolaklarda islev bozuklugu
olabilecegini gosteren gostergeler olarak kabul edilmektedir (43). Bu durum OKB’de

serotonin metabolizmasinda islevi olan ¢esitli genlerin arastirilmasina yol agmustir.



2.1.5. OKB Patofizyolojisinde Polimorfik Protein ve Aday Genler

OKB’nin bilinen patofizyolojik ve farmakolojik etyolojisine dayanarak
yiiriitiilen genetik assosiyasyon calismalar1 serotonerjik sistem iizerinde yogunluk
kazanmistir. Serotonin geri alim inhibitorlerinin (SSRI) OKB tedavisinde etkin
oldugunun ortaya ¢ikmasi ile serotonin seviyesi, metabolizmasi ve reseptor tipleri ile
ilgili ¢aligmalar artmigs ve OKB’nin patofizyolojisinden bu serotonerjik sistemi
olusturan genlerdeki degisimlerin sorumlu olabilecegi hipotezi One siiriilmistiir (32).
Genlerdeki degisimlerden sorumlu tek niikleotid polimorfizm alleleri, direk olarak
hastaliga katkisi olan gen fonksiyon veya regiilasyonunda farkliliga yol acan DNA
sekans varyantlaridir. Birgok OKB ile iligkili SNP alleli muhtemelen hastaliga kiigiik
miktarda katkida bulunmaktadir. Farkli tipteki SNPler, proteinin fonksiyonu veya
regiilasyonu ve ekspresyonunu degistirebilmekte ve promotor bdlgesinde bulunan SNP

ler transkripsiyonu etkilemektedir (59).

OKB’nin patofizyolojisinden sorumlu oldugu diisiiniilen ve en ¢ok calisilmig
aday genler; serotonin tasiyict promotor bolgesi (5- HTTLPR) (43), 5HT1-D beta
serotonin reseptor geni, SHT2A serotonin reseptor geni , SHT2A reseptor geni promotor
bolgesinde (1438 G/A, TI102C, C516T) ve serotonin SHT2C reseptér geni
polimorfizmlerinin anlamli bulgularla sonuclandirilmig, OKB ile iliskili aday genler
arasinda olabilecegi bildirilmis ¢alismalardir (31,38). Enoch ve ark. (44) 5HT2A
reseptor geni -1438 G/A promoter polimorfizminin miikkemmeliyetgilik veya
obsesyonalite gibi davraniglara 6zellikle kadinlarda yatkinlik olusturabilecegini ileri
stirmiislerdir. Selektif olmayan serotonin reseptor agonisti mMCPPnin OKB belirtilerinde
kotiilesimeye neden olmasi 5-HT1Db reseptor geninin de OKB genetiginde aday gen
olarak incelenmesine yol agmistir. Mundo ve ark. (45) 5-HT1Db reseptor geninin
G861C polimorfizmi ile OKB arasinda ozellikle G varyantinin OKB gelisme riski

olusturabilecegi sonucuna varmislardir.

Katekol-0-metil transferaz (COMT) geni varyasyonlarinin da OKB'ye yatkinliga
neden olabilecegi bildirilmistir. COMT genindeki arastirilan fonksiyonel bir
polimorfizmin (Vall58 Met) COMT enzim aktivitesinde degisime sebep oldugu
gosterilmistir (46). COMT Vall58Met polimorfizmi OKB hasta gruplarinda en ¢ok
calisilan polimorfizmlerden biridir. Karayiorgou ve ark. (47) erkek OKB olgulari
COMT geni Vall58 Met polimorfizmi arasinda pozitif iliski belirlemislerdir. Bu
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calismaya tezat olarak, Alsobrook ve ark. (46) kadin OKB olgulari ile COMT arasinda
anlamli bir iligki belirlemiglerdir. Daha yeni bir ¢alismada COMT homozigozitesi (HH
veya LL) ile OKB arasinda anlamli ilisiki belirlemislerdir (59). 2011 yilinda yapilan bir
arastrimada ise H/L genotipini OKB hastalinda daha yiiksek oldugu bulgusunu elde
etmislerdir (48). Ote yandan bu konuda yayimlanan diger bir ¢alismada OKB ile
COMT gen polimorfizmi arasinda herhangi bir iliski saptamadiklarin1 bildirmislerdir
(49). Cin toplumunda yapilan ¢ok yeni bir ¢alismada ise COMT geni promotoriinde
bulunan -287A/G (rs2097063) polimorfizmi ile OKB iliskisi arastirilmis ve GG genotipi
ile OKB arasinda anlamli bir iliski oldugunu ortaya koymuslardir (50).

2.1.5.1. Serotonin Ve Serotonin Tasiyic1 Proteini (5-HTT, SERT)

Serotonin (5-hidroksitriptamin; 5-HT) vaskiiler diiz kaslarda, gastrointestinal
sistemde, santral ve periferal sinir sisteminde yer alan ve dopamin salinimini kontrol
eden 6nemli bir monoamin ndrotransmitterdir (12). Esansiyel bir amino asit olan L-
triptofandan triptofan hidroksilaz enzimi ile sentezlenmekte, etkilerini kendisine 6zgii
serotonerjik reseptor (5-HTR) aileleriyle gostermektedir. Viicudumuzdaki temel
serotonin sentezi gastrointestinal sistemdeki enterokromaffin hiicrelerinde ve beyinde
serotonerjik noron govdelerinin  yogun oldugu “raphe nuclei’de gergeklesir.
Trombositlerde % 8 oraninda depolanmakta ve trombositlerden saliverilen derisimlerde
lokal olarak vazokonstriktor etki gostermektedir (33). Serotonin ayrica anksiyeteyi
regiile eden, insanda mutluluk, canlilik ve zindelik hissi veren bir hormondur.

Eksikliginde depresif, yorgun, sikilgan bir ruh hali goriillmektedir (51).

Serotonerjik sinir uglarinda sentezlenen serotonin, ATP ve diger substratlarla
vezikiillerde depolanir. Buradan sitoplazmaya sizan serotonin MAO enzimi tarafindan
5-hidroksi indol asetik asite doniistiiriilerek yikilir. Sinaptik bosluga salinan serotonin,
presinaptik membranda yer alan Na+/Cl” bagimli bir tasiyict olan serotonin tasiyici
proteini (5-HTT, SLC6A4, SERT) tarafindan da hiicre igine alinarak etkinligine son
verilir. Boylece serotoninin etkisi sinirlandirilmis olur ve nérotransmitter havuzuna geri
emilimi saglanir (Sekil 2.1). Serotonin tasiyict proteini presinaptik boslukta
homeostazisi saglayan 6nemli bir proteindir (52). Serotonin Tastyict protein serotoninin
noronlarda, beyin, dolagim sistemi ve periferik organlarda kendine 6zgili reseptorlerine
baglanmasini regiile eden dnemli bir proteindir. Serotonin tasiyici protein seviyesindeki

degisiklikler serotonin reseptorii ve dolayli olarak serotonin sentez ve metobolizmasinda
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degisimlere sebep olmaktadir (27). Serotonin tasiyict proteini SSRI sinifinda bulunan
antidepresan tedavilerde onemli hedef proteinlerdendir. (53). Ancak Kronik SSRI
kullaniminin 5-HTT geninin aktivitesi ve ekspresyonunda kalici1 azalmaya yol actig1 da

gosterilmistir (54).

Tibbi arastirmalar serotonin tasiyici protein metobolizmasindaki degisikliklerin
alkolizm, depresyon, OKB, sosyal fobi gibi bozukluklarla iliskili oldugunu gostermistir
(55).
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Presinaptik Serotonin N6éronu k

| Sentez Triptofani
T Hidroksilaz *
{
/ &P serotonin SN
[ Paketleme l %! -y
; Do Yikim \
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/ { Monoaminé
~ " . oxidase f
Plastisite | 4 = l i
€ ) alinim

d GeriAlim
Presinaptik Serotonin
Reseptoriu

Postsinaptik Serotonin Reseptoru

|

\\\ Sinyal iletimi
(dopamin, glutamat vb.)

Postsinaptik Néron

Sekil 2. 1. Serotonin Sinapsi

1)  Serotonin post-sinaptik reseptorlerine baglanir,
2) Pre-sinaptik reseptorlere baglanir

3) Serotonin serotonin tastyict proteini tarafindan pre-sinaptik norona geri emilir (56).

2.1.5.2. Serotonin Tasiyic1 Geni (SLC6A4)

Obsesif Kompulsif Bozukluk i¢in tanimlanan aday genlerden bir tanesi serotonin
tasiyici proteinini kodlayan serotonin tasiyici genidir. Serotonin tasiyict geni (SLC6A4),
Serotonin tasiyict proteinini kodlar. SLC6A4 geni 17g11.1-q12 bolgesine lokalize
olmustur. 31 kb uzunlugunda, 14 ekzondan olusur ve 12 transmembran domaini olan
630 amino asitten olusan bir proteini kodlamaktadir. Alternatif promotor bolgesi, farkli
splicinge ugrayan 1A, B ve C ekzonlar1 ve bununla beraber 30 untranslated (UTR)
bolge cesitliligi SLC6A4 gen ckspresyonunda farkliliklara sebebiyet vererek, farkli
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mRNA iriinleri ve polimorfik bolge olusumuna katki saglamaktadir (27). Bu genle
iligkili mutasyonlar serotonin tastyici protein fonksiyonunda degisimlere neden
olmustur. Farelerde bu gende yapilan deneysel mutasyonlar sonucunda genetik
varyasyonlara bagli olarak 50 farkli polimorfik protein {iriini olustugu
gozlemlenmistir (57,58,59). SLC6A4 gen polimorfizmlerinin, serotoninle ilgili
davraniglarin diizenlenmesinde 6zellikle, anksiyete, depresyon, sizofreni, otizm, bipolar
bozukluk ve mevsimsel affektif bozuklugunu iceren bazi psikiyatrik bozukluklarda

etkili olabilecegi bildirilmektedir (58, 60).
2.1.6. Serotonin Tastyic1 Gen (SLC6A4) Polimorfizmleri

2.1.6.1. 5-HTTLPR Insersiyon/Delesyon Polimorfizmi

Serotonin transporter (5-hydroxytryptamine transporter, 5-HTT, SERT) geni,
serotoninin (5-hydroxytryptamine; 5-HT) tasmmmasindaki rolii nedeniyle psikiyatrik
bozukluklarin etyolojisinde rol oynadigi diisliniilmektedir. Simdiye kadar en iyi
arastirllmis SLC6A4 gen varyanti, SLC6A4 transkripsiyonel kontrol 5’ promotor
baslangi¢ bolgesinde bulunan 5-HTTLPR bolgesi ve bu bolgede kesfedilen rs25531 ve
rs25532 tek niikleotid polimorfizmleridir (57,58,59). 5-HTTLPR; SLC6A4 geni
promotor transkripsiyonel kontrol 5> promoter bolgesinde 44 bp'lik bir dizinin farkh
sayida insersiyon/ delesyon tekrarina bagli olarak S ve L alellerinin olusturdugu

polimorfizmdir (61).
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Sekil 2. 2. Serotonin tastyici proteini 5-HTTLPR promotor allelik varyasyonlari
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44bp'lik tekrar dizisi 16 defa tekrarlandiginda Long (L) formu, 14 defa
tekrarlandiginda Short (S) formu olarak adlandirilan alelleri meydana gelmektedir. Bu
polimorfizme gore genotipler; L/L, L/S ve S/S olarak degerlendirilmektedir. Bu
polimorfizmin de ender goriilen bazi alelleri tanimlanmistir. Bu aleller L) (17 defa
tekrar), XL (18 defa tekrar), XXL (20 defa tekrar) olarak adlandirilmaktadir. Bu ender
goriilen alellere de bazen rastlanmayabilir. 5-HTT genindeki transkripsiyonel kontrol
bolgesindeki insersiyon/delesyon polimorfizmi, uzun (L, Long, 16 tekrar) veya kisa (S,
Short, 14 tekrar) alellerden olusur (Sekil 2.2) (62). L aleli, kisa S aleline gore 2 kat daha
fazla etkin bir sekilde transkripsiyona ugrar bu da 5-HTT nin daha etkin geri alinimini
saglar (58, 61, 63). 5-HTTLPR’in S alelini tasiyan bireyler, L aleli tasiyan bireylere
gore sinaptik yarikta yiiksek yogunluklarda serotonin ile sonuglanan 6énemli Olciide az
5-HTT mRNA ve protein iiretirler. Boylece S aleline sahip bireylerde, 5-HT gerialim
aktivitesinin L aleline sahip bireylere gore iki kat daha diisiik olmasi ve gende
transkripsiyonal aktivitenin azalmasiyla; néronda, 5S-HTT ekspresyonunu azalacagi ve

bunun sonunda da psikiyatrik bozukluklarin ortaya ¢ikabilecegi ileri siiriilmektedir (58,

64).

McDougle ve ark. (65) ile Bengel ve ark. (52) 5-HTTLPR nin S alleli ile OKB
arasinda anlamli iligki belirlemislerdir. Meira-Lima ve ark. (49) ise OKB grubunda
SHTTLPR’nin L allelinin yiiksek miktarda bulundugunu bildirmisler, ancak homojen

LL genotipi siklig1 agisindan hastalar ve kontroller arasinda fark saptamamuslardir.

Son yillarda yapilan bagka bir ¢alismada S5-HTTLPR boélgesinin L alelinde
bulunan A/G degisiminde (rs25531); LG nin diisiik ekspresyona sebep olan S aleli gibi
davrandigint ve sadece LA alelinin yiiksek diizey ekspresyona sebep olan varyant
oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. Bu fonksiyonel verileri kullanarak yapilan ¢alismada LA

aleli ve LaLa genotipinde olanlar ile OKB arasinda anlamli bir iligki bulmuslardir (57).

Beyin goriintiilleme arastirmalari da 5-HTTLPR  polimorfizmi ile OKB
arasindaki iliskiyi desteklemektedir. Volumetrik beyin goriintilleme ¢alismalar1 S-alleli
tastyan bireylerde limbik sistemde azalmis gri madde hacmi ve bozulmus amigdala-

singulat oldugunu gostermektedir (93).

5-HTT genindeki transkripsiyonel kontrol bolgesindeki insersiyon/delesyon
polimorfizmi (5-HTTLPR) farkli popiilasyonlarda saglikli bireylerde galisilmis olup
elde edilen gen frekanslari Tablo 2.1’de gosterilmistir. Bu tabloya goére, 5-HTTLPR
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polimorfizmi farkli cografi bolgeler ve popiilasyonlarda genotipler ve allel frekanslari

acisindan farkliliklar gosterebilmektedir.

Tablo 2. 1. 5-HTTLPR LL, LS ve SS genotipleri ile L. ve S allellerinin farkh
popiilasyonlardaki frekanslari (66)

Genotipler, n (%) Allel Frekanslari, n (%)
Toplum LL LS SS L S
Rusya 156(31.3) 243(48.8) 99 (19.9) 555(55.7) 441(44.3)

Rus Tatarlar1 = 106(27.9) 170(44.7) 104(27.4) 382(50.3) 378 (49.7)

Almanya 85(37.3) 102(44.7) 41(18.0) 272(59.6) 184(40.4)
Avusturya 51(34.9) 65(44.5) 30(20.6) 167(57.2)  125(42.8)
ingiltere 648(33.4) 944(48.7) 348(17.9)  2240(57.7)  1640(42.3)
Macaristan 53(35.1) 69(45.7) 29(19.2) 175(58.0)  127(42.0)
ispanya 29(34.9) 37(44.6) 17(20.5) 95(57.2) 71(42.8)

italya 21(14.0) 86(57.3) 43(28.7) 128(42.7)  172(57.3)
Cin 13(13.0) 32(31.0) 58(56.0) 58(28.0) 148(72.0)
Kore 12(4.8) 103(40.9) 137(54.4) 127(25.1)  377(74.9)
Japon 4(4.0) 31(30.7) 66(65.3) 39(19.3) 163(80.7)

Erdal E. ve ark. (91) yaptig1 bir ¢alismada Tiirk populasyonunda L alelinin gen
frekans1 %49 ve S alelinin gen frekans: %50 olarak hesaplanmistir. Tiirk toplumunun,
SERT geninin 5-HTTLPR polimorfizmi bakimindan Tablo 2.1 (66) *de gosterildigi gibi

Rusya Tatarlar1 ile yapilan ¢alisma sonuglarina uyum gosterdigi saptanmustir (91).

Sonug olarak; farkli 5-HTT gen polimorfizmine sahip bireylerde ve
popiilasyonlarda biyolojik aktiviteleri farkli 5-HTT proteini olusmaktadir. Bu
proteinlerin Ozellikle serotonerjik reaksiyonlarda Onemli rol almalari nedeniyle;
serotonerjik sistem disfonksiyonundan kaynaklanan bir¢cok hastaligin etiyolojisinin
anlasilmasinda, tanisinda ve tedavisinde bu polimorfizmlerin 6nemi giderek daha da

artacagini diislinmekteyiz.
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2.1.6.2. SLC6A4 Serotonin Tasiyic1 Gen (rs16965628) Polimorfizmi

Wendland ve ark. SLC6A4 geni ve genin transkripsiyonle kontrol bolgesi 5-
HTTLPR promotor bolgesi, ve geni ¢evreleyen 100 kb.’lik bélgede bulanan fonksiyonel
polimorfik bolgeleri taramislar, Ozellikle ilk intron iginde yer alan 2 yeni SNP
bolgesinin (rs2020933 ve rs16965628) haplotip analizi aracilifiyla OKB ile anlaml
iligskisi oldugunu tespit etmislerdir (59). Yine bu ¢alismada 5-HTTLPR L alleli ile
rs16965628 C alleli birlikteliginin OKB grubunda anlamli derecede yiiksek oldugunu ve
OR degerinin 1.63 (OR=1.63) bulundugunu bildirmislerdir (59). Lindhorm Carlstrém E.
ve ark. (67) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise SLC6A4 geni i¢inde bulunan ve
rs16965628’ inde i¢inde bulundugu 7 farkli SNP genotiplemesi ile intihar egilimli
sizofrenik bozukluk iliskisini arastirmiglardir. 7 farkli polimorfik bodlgeden sadece
rs16965628 diisiik C alleli ile intihar egilimli sizofreni olgular1 arasinda anlamli bir
iligki tespit etmislerdir. rs16965628 diisiik C allelini tasiyan sizofrenik hastalarin,
SLC6A4 genini daha fazla transkripsiyona ugratarak serotonin tasiyici proteininde artisa
sebebiyet verdigi disiniilmistir (67). rs1696528 diisiik C allelinin serotonerjik
sistemde yaptig1 degisimler OKB etyolojisi i¢in aday olabilecek polimorfik bolgelerden
olacagi diisliniilmektedir.Bunu destekleyen bir beyin goriintiileme c¢alismasinda ise
rs16965628 G alleli ile 5-HTTLPR S alleli birlikteliginde beyinde ventrolateral
prefrontal korteks islevlerinde farkliliklar oldugu ve bu farkliliklarin OKB ve diger
psikiyatrik hastaliklara yatkinlik olusturabilecegi hipotezi ileri siiriilmiistir (99).
SLC6A4 geninde ekzon/intron yapist ve SNP leri Sekil 2.3°de gosterilmistir(91).

SLC6A4
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Sekil 2. 3. SLC6A4 geninde ekzon/intron yapisi ve SNP leri (91).
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2.1.7. COMT Enzimi

Katekol-O-Metil Transferaz, katekolamin nd&rotransmiterlerin = (dopamin,
epinefrin, norepinefrin) inaktivasyonunda rol alir. Enzim dopamin gibi katekolaminleri

ve katekolamin igeren ilaglar1 metil konjugasyon yoluyla inaktiflestirir (Sekil 2-3).

COMT enzimi ¢esitli memeli dokularinda endometrium ve eritrositlerde 6nemli
miktarlarda, karaciger ve bobreklerde ise yiiksek miktarlarda yeralir. Bu enzim, ¢ogu
dokularda ¢oziinmiis sitoplazmik (S-COMT) ve 6zellikle beyinde membrana bagli (M-
COMT) isoformlar1 halinde bulunur (69). Insan dokularinda fazla ekspresyona
ugramasina ragmen, COMT dopaminin inaktiflestirilmesinde dopamin tasiyici reseptore
gore daha az rol alir. Ancak dopamin tasiyici proteinin az eksprese oldugu preforontal
cortekste COMT’un daha Onemli rol oynadigr kanitlanmistir. COMT prefrontal
kortekste prefrontal dopamin diizeylerini, sinyalizasonunu ve ndrotransmisyonunu

etkileyen 6nemli bir enzimdir (70).
2.1.8. COMT Geni

COMT geni i¢in yapisal organizasyon Elizabeth M. ve arkadaglari. (2006)
tarafindan agiklanmistir. S-COMT ve MB-COMT’ u kodlayan tek bir COMT geni
mevcuttur. COMT geni krozom 22 q11.2 yerlesimlidir (71). COMT geni 6 ekzondan
olugmaktadir. COMT geni translasyonu ekzon 3 deki 2 farkli promotorden regiile
edilmektedir (72).

Distal P2 promotorii insanda 1.3-kb ve 1.5 kb’lik farkli mRNA tiirleri
sentezlenmesini regiile eder. Bu mRNA, hem MB-COMT ve hemde S-COMT
proteinlerini sentezler (68, 72).

S-COMT’un translasyonunu saglayan 1.3 kb’lik kisa transkriptin ekspresyonu
proksimal P1 promotiirii tarafindan regiile edilir. P1 promotorii, MB-COMT baslangi¢
kodonunun 200 kb yukarisinda yer alir . Distal P2 promotoru ise 1.5 kb’lik transkriptin
baslangi¢c kodonuna kadar uzanir (Sekil 2.4) (72).
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Chromosome 22
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Sekil 2. 4. COMT geni ve Transkriptleri

Insan dokularinda iki transkriptte bulunur, ancak insan beyninde uzun transkript
daha cok goriilmektedir (72). Insan beyninde %70 oraninda MB-COMT polipeptidi
bulunmktadir. (71). MB-COMT merkezi sinir sisteminde corteks, serebellum, amigdala,
putamen talamus, spinal kord ve hipokampiiste ndronal dendritik proseslerde yaygin

olarak yer alir (72, 73).

COMT enzim aktivitesi diizeyi insan dokularinda 3 farkli sekilde polimorfik
yapt gosterir; diisik(COMT '), orta (COMT ™), and yiiksek (COMT ") aktiviteli
COMT enzim aktivitesi (74). Aile segregasyon analizlerine dayanarak gosterilen bu
polimorfizm otozomal kodominant aleller sebebiyle olusmaktadir. Bu aleller insan
beyin, eritrosit ve karacierinde 3-4 kat birbirinden farkli enzim aktivitesi bulunan

COMT olusumuna neden olur (74, 75).

COMT polimorfizmleri ile psikiyatrik klinik belirti veren hastaliklar arasinda
aragtirmalar yapilmaktadir. Disiik aktiviteli COMT aleli ile OKB arasindaki iliski
Karayiorgi ve ark. (47) tarafindan c¢alisitlmisti. COMT genindeki kesfedilen
fonksiyonel bir polimorfizmin COMT enzim aktivitesinde degisime sebep oldugu
gosterilmistir. COMT Vall58Met polimorfizmi OKB hasta gruplarinda en ¢ok caligilan
polimorfizmlerden biridir. Karayiorgou ve ark. (47) erkek OKB olgulart COMT geni
Vall58Met polimorfizmi arasinda pozitif iliski belirlemiglerdir. Val158Met

polimorfizmi beyinde ve lenfositlerde COMT enzimatik aktivitesinde %40°lik belirgin
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bir diisiise neden oldugu sonucuna varmislardir. Bunun sonucunda prefrontal hiicre dis1
dopamin oranlar1 arttigr bulunmustur (76, 77). Bunun gibi bir ¢ok calismada da pozitif
iliski saptanmustir (48, 78).

COMT polimorfizmlerinde populasyonlar arasi farkliliklar da s6z konusudur.
Diisiik aktiviteli COMT aleli Kenya’da Kafkasya ve Giiney Asya populasyonuna gore
frekans1 daha disiiktiir (79). Ancak siyah Amerikalilar beyaz Amerikalilardan daha
yiiksek aktiviteli COMT alel frekansina sahiptir (79, 80).

Liu S. ve ark. (50) yaptigi bir ¢calisjmada COMT geninin farkli varyantlarinin
cesitli populasyonlarda ¢aligilarak, bu genin OKB ile iliskisinin daha iyi
tanimlanabilecegi bildirilmistir. Bu arastirmada COMT geni promotorunda bulunan -
287A/G (1s2097063) polimorfizmi ile OKB arasinda bulunan iliskiyi Cin toplumunda
aragtirmislar ve GG genotipi ile OKB arasinda anlamli bir iliski oldugunu ortaya

koymuslardir.

2.1.8.1. COMT Geni P2 Promotor Polimorfizmi

Son yillarda yapilan aragtirmalar ile COMT geninde bulunan iki farkli varyantin
daha COMT enzimi lizerinde islevsel etkileri gosterilmistir. Beyinde MB-COMT
transkripsiyonunu regiile eden P2 promotor bélgesinde yer alan rs2097603 polimorfizmi
(76), ikincisi sizofreni ile iliskilendirilen 3" UTR (gevrilmeyen bdlgede) yer alan
rs165599 (97) bolgeleridir. COMT P2 promotoér bolgesi (-287 A/G) polimorfizmleri;
COMT enzim diizeylerine etki ettiginden psikiyatrik hastaliklarla iliskilendirlmistir
(80). P2 promotoriinde yer alan polimorfizmin (-278A/G) az da olsa enzim aktivitesine
etki ederek, beyin dopamin seviyelerini degistirdigi One sirilmiistir (76). P2
promotoriindeki genetik polimorfizmlerin transkripsiyonu artirma veya azaltmaya
sebebiyet vererek dolayli yoldan beyin COMT protein seviyelerini degistirecegi ve
transkripsiyonunu baskiya ugratan varyantlarin psikiyatrik hastaliklara zemin
hazirlayacagi one siiriilmiistiir (88). Funke ve ark.(88) yaptig1 arastirmada COMT geni
P2 promotor (rs2097063) polimofizmi A alleli ile major depresyon ve sizofrenik olgular
arasinda anlamli iligki tespit etmislerdir (p = 0.004; OR = 1.34). Bu ¢alismay1 destekler
bulgular Palmatier ve ark. (106) ile Shifman ve ark. (107) tarafindan sizofreni
olgularindan yaptiklar1 arastirma ile ortaya konulmustur . Obsesif kompulsif bozukluk
ile COMT P2 promotor polimorfizmi iligkisine ait fazla veri bulunmamaktadir. Cin

toplumunda yapilmis bir galismada COMT -287 (A/G) polimorfizminin hasta ve kontrol
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grubu arasinda anlamli bir fark bulunmasa da; GG genotip sikliginin AA ve AG genotip
sikligina gore (OR=3.43; 95% CI=1.78-6.62) 3.43 kat OKB i¢in risk olusturdugunu
saptamiglardir. Bu tez ¢alismasinda COMT -287A/G polimorfizmi OKB ve kontrol
gruplar arasinda Tiirk toplumunda ilk kez arastirilmistir. Bulgularimiza gére OKB ve
kontrol grubu arasinda genotipler acisindan anlaml fark gozlemlenmemistir (p>0,05).
S6z konusu gen polimorfizmi farkli populasyonlarda farkliliklar gosterebilmektedir.
OKB ile iliskili polimorfizmlerde allelerin tek basina hastalia yatkinlik
olusturmasindan ziyade farkli alllelerin bir arada hastalik etkeni olusturmak igin giiclii

bir etken olusturmasi s6z konusu da olabilmektedir.
2.2. MOLEKULER TEKNiKLER
2.2.1. DNA izolasyonu

Genomik DNA’lar, kan Orneklerinden High Pure Puification Kit (ROCHE)
kullanarak izole edilmistir. Bu metot yiiksek katotropik tuz konsantrasyonunda niikleik
asitlerin yiiksek safliktaki spin kolon ig¢indeki matrikse secici adsorbiyonu esasina
dayanir. Spin kolonlar belirli soliisyonlar ile yine DNA harici maddelerin tamamen
uzaklagmasi i¢in “yikama” denilen isleme tabi tutulurlar Optimize edilen tampon
cozeltiler ile hiicre proteinleri ve metabolitler matrikse tutunamadigi i¢in uzaklasirken
sadece niikleik asidin matrikse 6zgilin baglanmasini saglar. Yine yikama ve santrifiij
basamaklar1 DNA harici maddelerin uzaklagsmasini saglar. Son asamada ise DNA ile
matriksi birbirinden elimine eden soliisyonlarin kullanildigi “Ellisyon” asamasi vardir
ve bu asama ile birlikte DNA son halini almaktadir. Basit bir yontem olup, organik

ekstrasiyon gerektirmez (81).
2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR)

Hiicreden kaynaklanmis bir yontem olarak polimeraz zincir reaksiyonu, DNA
klonlanmasin1 kolaylastirarak, in vitro kosullarinda DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi
esasina dayanmaktadir. PCR; basit, spesifik ve hassas bir tekniktir (82) Yontemin
temeli, ¢ogaltilmak istenen bdlgenin 2 ucuna 6zgi, bu bdlgedeki baz dizilerine
tamamlayici, bir ¢ift sentetik oligoniikleotit (18-20 baz uzunlugunda) kullanilarak, bu
primerler ile sagdan ve soldan sinirlandirilan bolgenin DNA primelerine baglanarak
bunlara 3’ ucundan niikleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan isiya dayanikli DNA

polimeraz, sentezde kullanilacak olan deoksiniikleotidtrifosfatlar (ANTP ‘ler; A, G,C,T),
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polimerazin calismast igin uygun PH ve iyon kosullarint (Mg+2) saglayan tampon

karisimi ile enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir.
PCR teknigi, temelde lic asamadan olugmaktadir.

DNA Zincirinin Acilmast (Denaturation):

Kalip DNA 92-95 °C’de 1-2 dakika tutularak ¢ift sarmal yapidaki DNA
iplikcikleri denatiirasyona ugrayarak birbirlerinden ayrilmaktadir. DNA denatiirasyon
sonrasi tek zincirli hale gelmektedir. DNA zincirini ayirmak i¢in, bazi durumlarda 5-10

dakika 6n 1sitma yapmak gerekebilir (83)
Primerlerin A¢ilan DNA Zincirlerine Yapismasi (Annealing):

Reaksiyon sicakligmin, 37-65 °C’ye diisiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin
acilan DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen hedef bolgeye yapismasi
islemidir. 18-25 niikleotid uzunlugunda olan yapay oligoniikletidlerden olusan bu
primerler; cogaltilacak DNA’ nin sinirlandiriimasi igin baslangi¢ noktasi ve bitis noktasi
olarak gorev yaparlar. Bu islem, iiretilecek baz uzunluguna bagli olarak 30-60 saniyede
gerceklesmektedir (84). 18-25 baz uzunlugundaki primerlerin baz dizilimi ve
kompozisyonu rastgele olmamali, %45-55 oraninda G/C’ den olusmahdir. Uygun bir
primer cifti igin, iki primer arasindaki kompozisyonu 100-600 b¢ kadar olmalidir. Ayni
zamanda primerlerler birbirlerinin tamamlayicist olmamahdir. Primerlerin  DNA
baglanma sicakligi kabaca Tm (erime sicakhgr); 4 (GC) + 2(AT) formili ile

hesaplanir(85).
Primer Uzamasi (Primer Extesion):

DNA’da ¢ogaltilmasi istenen bolgeye primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq
DNA polymerase) vasitasiyla uzatilmasi islemidir.. Tag DNA polymerase 72 °C
sicaklikta daha iyi ¢alistig1 i¢in genel olarak tiim g¢ogaltma islemleri bu sicaklikta
yapilmaktadir (86). PCR sonucunda elde edilen iirlin, ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA
pargast ile iki primerin toplam uzunlugu kadardir. Ug¢ basamaktan (denaturation,
annealing, primer extension) olusan islem, bir PCR devrini temsil eder. Bu islem, genel
olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangictaki DNA dizisinden milyonlarca yeni
DNA pargacigr cogaltilir. Her dongiide hedef DNA kopya sayisi yaklasik olarak iki
katina ¢ikar. Boylece 25-40 dongii sonunda polimeraz zincir reaksiyonu milyarlarca kat
(236) iiriin verir. Bu teknikle; bir DNA hedefini 10°10% logaritmik cogaltmak
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mimkiindiir (85). PCR sonucunda elde edilen DNA pargaciklar1 agaroz jelde
yiriitiildiikten sonra, ethidium bromide (EtBr) ile boyanarak gézlemlenir (82).

Bu yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik taramalar gibi diger

islemlerde kullaniimak tizere bol miktarda hedef DNA fragmantleri elde edilir (85).
2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Saflastirilmis niikleik asitlerin molekiil agirligit miktar1 ve alt tiplerinin
saptanmasinda yaygin olarak kullanilan molekiiler bir inceleme yontemidir.Ydntemin
avantaji; basit ve hizli olmasinin yaninda diger yontemlerle yeterli diizeyde ayrilamayan
niikleik asit parcaciklarinin ayrilmasini saglamasidir. Elektroforetik analiz elektriksel
bir alanda, ortamda c¢oziinmiis molekiillerin elektrik yiiklerine gore goc¢ etmeleri
prensibine dayanir. Elektroliz icin gerekli gii¢ jelin iki ucunda bulunan elektrodlara
uygulanan voltajdir. Bu go¢ hizi molekiiliin biiyiikliigline, yapisina, ortamin
yogunluguna, iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagli olarak degismektedir. Agaroz
jel elektroforezinde DNA’nin negatif yiiklii fosfat gruplari anoddan katoda dogru gog
ederler. DNA’nin elektroforetik mobilitesi ortamdaki tampon ¢ozeltilerin iyonik giicline
baglidir. DNA elektroforezinde Tris-asetat (TAE) , EDTA, Trisborat (TBE) veya
Trisfosfat gibi tampon ¢ozeltiler kullanilir. Kullanilan molekiiliin jel {izerindeki yerini
belirlemek i¢in ortamda UV 15181 altinda floresan etki gosteren etidyum bromiiriin (EB)

veya benzeri bir 151y1c1 maddenin bulunmasi gerekmektedir(86).
2.2.4. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR)

DNA zincirinin o6nceden belirlenen hedef bolgesini ¢ogaltmak igin kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) molekiiler alanda yiiksek teknoloji tasiyan bir
yontemdir. Son yillarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak igin
kullanilan cihazlarin (thermocycler) hassas ol¢iim aletleriyle birlestirilmesi Real-Time
PCR olarak adlandiran yeni bir yontemin gelistirilmesine neden olmustur. Real-Time
PCR baslangi¢ miktarina gore olusan son PCR {iriiniin miktarinin 6zgiin, hassas ve diger
metotlara gore daha kolay tespit edilmesini saglar. Niikleik asit amplifikasyonu ile es
zamanh olarak artig gosteren floresans sinyalin olciilmesiyle kisa siirede, kalitatif ve
kantitatif sonug verebilen bir yontemdir. PCR {irlinii artarken ayn1 zamanda sinyal artisi
meydana gelir. Her bir PCR dongisiindeki floresans isimanin kaydedilmesi ile
baslangigtan itibaren tstel fazda iriin artisina hangi noktada ulasildigi, es zamanh
izlenebilir (87).
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Floresans sinyal ol¢iimii DNA ¢ift zincirine baglanan boyalar (etidyum bromid,
SYBR Green 1) ve hibridizasyon problart Resonans Enerji Transferi (FRET) ile
gergeklestirilir. Hibridizasyon problari, iki farkli floresans boya ile boyanmis diziye
ozgi oligoniikleotidlerdir. Floresans boyalar, problarin 3°,5° uglarina veya ig
bolgelerine eklenir.Hibridizasyon probu hedef DNA’y1 bastan sona hibridize edebilecek
bir ¢ift oligoniikleotid Hibridizasyon problari, iki farkli floresans boya ile boyanmis
diziye 6zgi oligoniikleotidlerdir. Floresans boyalar, problarin 3’,5° uglarina veya i¢
bolgelerine eklenir. Oligoniikleotidlerden biri 3’ucundan fluorescein (3-FL) ile digeri
de 5’ucundan LightCycler Red 640(LC 640) veya LC (5LC) ile isaretlenmistir ve
serbest olan 3’-hidroksi ucu genelde polimeraz etkisiyle olusacak uzamayi énlemek igin
bir fosfatla bloke edilmistir. Problar bolgeye 6zgii tasarlandiginda ve iki prob arasinda
1-5 niikleotidlik mesafe oldugunda bir enerji transferi olusur, bunun bir avantaji olarak
da non-spesifik 1simalar goézlenmez (88). Problarin sahip oldugu floresans boyanin
uyarilmasi ve enerjisini diger floresansa aktarilmasina FRET denir (81).

Real- Time PCR yontemi, PCR ve RFLP yontemlerine gore, genotiplerin kolay
ve dogru analiz edilmesi, ¢cabuk sonug elde edilmesi gibi avantajlart mevcuttur. Yontem

hizli ve duyarli olmasi nedeni ile klinik kullanim ve genis ¢apli aragtirmalar i¢in uygun

goriilmektedir. Klinik uygulamalar1 giderek artan Real-Time PCR sistemleri,
hastaliklarin tanisinda ve nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde sagladig: tstinlikler

nedeniyle tercih edilmektedir.
2.2.5. LightCycler Floresan PCR Yoéntemi ile Polimorfizm Analizi

Polimorfizm analizi yapmaya olanak saglayan bu yontemde floresan isaretli iki
prob kullanilmistir. Problardan bir tanesi, polimorfizm igeren bolgeye spesifik dizayn
edilirken, digeri hemen bunun 1 baz cifti uzakliginda yerlesltirilmistir. Bu yontemde
genotipler “erime egrisi analizi” (“melting curve analysis”) ile ayirt edilmektedir.
Bunun i¢in, PCR’da DNA amplifikasyonun tamamlanmasindan sonra, sicaklik c¢ok
yavas bir sekilde yiikseltilerek her bir 6rnek igin erime egrisi olusturulmustur. Eger bir
polimorfizm mevcut ise; polimorfizm probu ile hedef DNA arasindaki uyumsuzluk
hibridin stabilizasyonunu bozar. Yabanil tip genotipte ise uyumsuzluk olusmaz ve hedef
DNA ile bire bir olarak ortiisen hibrit daha yiiksek erime egrisine sahip olur. Varyant
genotiplerde ise; hedef DNA ile hibrit bire bir 6rtiismediginden bazlar arasinda olusan

baglar daha gevsek olur ve bunun sonucu olarak diisiik erime 1sisina sahip olur. Erime
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egrisi analizi sonucu elde edilen pikler; homozigot (yabanil tip veya mutant) genotip ile
heterozigot genotip arasindaki farkin ayirt edilmesini saglamaktadirlar (81).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma Grubu Se¢cimi

Bu calismaya Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Ruh Sagligi ve Hastaliklar1
polikliniklerine bagvuran DSM-IV tan1 6lgiitlerine gére tanist konmus, yas ortalamasi
34.6%11 olan 48 kadin, 32 erkek olmak iizere toplam 80 hasta ve yas ortalamasi1 37+9,8
olan 61 kadin, 39 erkek olmak iizere toplam 100 saglikli yetiskin birey dahil edildi.
OKB grubunu olusturan olgular 6zel muayene ve ayaktan gelen hastalar arasindan
secilmis olup iki psikiyatrist tarafindan degerlendirildi. Kontrol grubu olarak yas ve
cinsiyet acisindan hasta grubu ile uyumlu, herhangi bir saglik problemi olmayan,
geemisinde herhangi bir psikiyatrik veya psikolojik bozukluk tanisi almamis 100
goniillii dahil edilmistir. Caligmaya katilan hasta ve kontrol grubundan calismaya
katilamay1 goniillii olarak kabul ettigine dair bilgilendirilmis onam formu alinmistir.
Hasta grubuna hastaligin siddetini tespit etmek i¢in uzman psikiyatrist tarafindan Yale-
Brown Obsesyon Kompulsiyon Olgegi uygulanmistir. Dislama kriteri olarak; norolojik
sekel birakan kronik bir hastaliginin olmasi, mental retardasyon, madde ve alkol kétiiye

kullanim1 ve yetiskin olmamasi kabul edilmistir.
3.2. Orneklerin Toplanmasi Ve Hazirlanmas:

Hasta ve kontrollere arastirma hakkinda sozel bilgi verildikten sonra,
bilgilendirilmis onam formu imzalatildi. Hasta ve kontrol grubu bireylerinin
sosyodemografik verileri bilgi formuna eklendi. Hasta ve kontollerden antikoagiilanlt
EDTA’l1 tiiplere 5 ml. periferik kan 6rnekleri toplandi. DNA 6rnekleri periferik kandan
ROCHE High Pure Template Preparation Kit kullanilarak izole edildi. Izole edilen
DNA’lar calisma tamamlanan kadar -20 derecede muhafaza edildi. Tiim o6rneklerin

toplanmasi1 tamamlandiktan sonra genotipleme analizleri yapildi.
Kullanilan Kimyasal Maddeler
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe, 96rxn (ROCHE)
PCR Master Mix (2X), 200rxn (Thermo Scientific)
20 niikleotidlik Primer ¢ifti, 21mer,100nmol (IDT)
Iso Propanol

Agaroz (PRONA)
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Ethidium Bromide

MgCl: (Sigma)

Proteinaz K(Sigma)

Loading Buffer (Bromofenol blue (Sigma))

TBE (0,5 x) (Tris Borat EDTA)

50 bp DNA Ladder (Fermentas)

Damitik Su

Deneyde Kullanilan Cihazlar

Termocycler cihazi: ABI GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems,
Real Time LightCycler cihazi: Roche Light Cycler 1.5
Santrifiij cihaz1; Universal 30F Hettich

Su Banyosu: Kotterman

Vortex: Velp

Buzdolabi: BOSCH

Derin dondurucu: BOSCH

Etliv: Memmert

Eppenorf tiipleri: 1s1tya dayanikli malzemeden yapilmis, 0,5 ml, 1 ml ve 1,5 ml

hacim kapasiteli.

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

uclari

Mikropipet: Costar, Pipetman
Elektroforez cihazi (Thermo Scientific)
Distile su cihazi (Millipore)

Ceker ocak

Etiiv (Memmert)

Hassas terazi (Chyo)

Jel Gortintiileme Cihaz1 (Syngene Bioimaging)
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3.3. 3.1. Genotip Analizi

3.3.1. Orneklerden DNA izolasyonu

Orneklerden DNA izolasyonu yiiksek katotropik tuz konsantrasyonunda niikleik

asitlerin yiiksek safliktaki spin kolon i¢indeki matrikse seg¢ici adsorbiyonu esasina

dayanan High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostic, GmbH,

Mannheim, Almanya) ile asagidaki sekilde gergeklestirildi.

DNA 6rnekleri oda sicakligina getirildi.
Etliv 70° C’ye ayarlandi.
Kit protokolii talimatlara uyularak izolasyona baslandi.

Her 6rnekten 200 pl. kan pipetlenerek kodlanmis 1.5 ml.lik ependorf tiiplere
aktarildi.

Uzerine 200 pl. baglanma tamponu ve 40 ul. Proteinaz K eklenerek karisim
vortekslendi ( Proteinaz K , niikleik asit saflastirma sirasinda, DNaz ve Rnaz

inaktivasyonu i¢in kullanilir).
Vortekslenen karigim 70°C’ye ayarlanmis etiivde 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibe olmus orneklere 100 pl. isopropanol eklendi ve karigim 20 sn. kadar

vortekslendi (Bu 6rnek proteinleri denatiire etmek igin kullanilir).

Karigim mikropipetle 700 pl. kadar cekilerek High Pure filtreli tiiplere
aktarild.

Karisim 8000 g (9000 rpm) de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.
Alt toplama tiipleri atilarak, yeni toplama tiiplerine aktarildu.
Uzerine 500pl. inhibisyon tamponu eklendi.

Karigim 8000g (9000 rpm) de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.
Yeni toplama tiiplerine aktarildu.

Uzerine 500pul. yikama tamponu eklenerek, karisim 8000g (9000 rpm) de 1
dakika boyunca santrifiijlendi.

Alt toplama tiipii atilir ve yeni toplama tiipii eklendi.
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e Uzerine tekrar 500pul. yikama tamponu eklendi.

e Bu esnada eliisyon tamponu 70°C de inkiibe edildi.

e Karigim 8000g (9000 rpm) de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.

e 13000 g’de 10 saniye daha santrifiij edildi.

e Alt toplama tiipleri atildi.

e Filtreli tiipler kodlanmis 1,5 ml.lik eppendorf tiiplerin iizerine yerlestirildi.
e Filtreli tiiplere 200pl. eliisyon tamponu eklendi.

e Karigim 8000g (9000 rpm) de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.

o Ust filtreli tiip atilds.

e Eppendorf tiiplerin kapag1 kapatilarak +4° C de 1 gece bekletildikten sonra
ertesi giin -20 °C ye alind1.

3.3.2. izole Edilen DNA Miktarinin Ol¢iimii ve Saflik Tayini

Izole edilen DNA’min miktarr Nanodrop marka ND 2000 model
spektrofotometre ile optik dansite degeri 6lgiilerek hesaplandi. Optik dansite (1 OD), 1
ul DNA ¢ozeltisinin 260 nm’de absorbe ettigi 151k miktar1 6l¢iilerek hesaplandi. Dalga
boyu DNA igin 260 nm’dir. Proteinler i¢in 280 nm’dir. 260/280 orani izole edilen
DNA’nin saflig1 hakkinda bilgi vermektedir. DNA’nin temizligi i¢in A (260 /280) ve A
(260 /230) degerlerine bakilmaktadir. Ciinkii DNA 260, protein 280 ve fenol ve diger
tirtinler 230 nm dalga boylarinda pik (en yiiksek deger) yapmaktadir. Temiz bir DNA’
da A (260 /280) oran1 1.80 ile 2.00 arasinda; A (260 /230) orani ise 2.00 den biiyiik
olmalidir. 1.8’in altinda elde edilen A (260 /280) degeri protein kontaminasyonunu,
2’nin lizerinde elde edilen A (260/280) degeri de RNA kontaminasyonunu isaret
etmektedir. PCR yonteminde ne kadar saf ve yiiksek molekiil agirlikli DNA izole
edilebilirse bantlarin belirginligi ve iiretilebilirligi o derece artmaktadir. Calistigimiz
hasta grubunun izole DNA miktarmin 6l¢iimii ve tayini Nanodrop sonuglari Tablo

3.1°de gosterilmistir.
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Tablo 3. 1. izole DNA Miktarmin Ol¢iimii ve Saflik Tayini Temsili Sonuclar1 (H1-
H4) (NanoDrop 2000)

User ] Nucleic Acid . Sample
Sample ID Date and Time Unit | A260 A280 260/280 [260/230 D
name Conc. Type
H1 nokutan 30.03.2013 15:20 6,4 ng/pl | 0,128 0,053 2,39 1,96 DNA
H2 nokutan 31.03.2013 15:20 294 ng/pl | 0,589 0,321 1,84 1,16 DNA
H3 nokutan 01.04.2013 15:20 12,5 ng/ul 0,25 0,112 2,22 1,62 DNA
H4 nokutan 02.04.2013 15:20 58 ng/pl | 0,117 0,051 23 2,13 DNA
Vi Re-blank Print Screen d Measurement complete 9/18/2012 6:14 PM =
Blank Print Report Show Report User Default 8
Owverlay control  Clear graph each Sample E] Sample Type DNA-50 ’l
1.00~
0.90- +
0.80- Sample ID 9
0.70-
& os0 //\\
G
g 050 Sample# 1
2 040- A 230 2inm  Abs| 0195
=
§ 0.30- A-260 10 mm path.  0.682
MU_V 3 A-280 10 mm path|  0.352
010 260/280 1.94
0.00+ 5 R
2607230 350
0.10-, , . | ! | \ \ ' | ' , .
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm nquL 34.1
3.8.0 BA205 0.04/128/40

Sekil 3. 1. Orneklerdeki DNA’nin 260 nm dalga boyunda olusturdugu pik
3.3.3. 5-HTTLPR insersiyon/Delesyon Gen Polimorfizminin Belirlenmesi

3.3.3.1. Orneklerin PCR ile Cogaltilmasi

5-HTTLPR Inserisyon/Delesyon Polimorfizminin analizi Kaiser ve ark. (89)
uyguladigi metod kullanilarak yapildi. PCR islemi i¢in 2x PCR Master Mix Kiti
(Thermo Scientific) kullanilda.

SLC6A4 Genindeki 5-HTTLPR Insersiyon/Delesyon Polimorfizmini belirlemek

i¢in asagidaki protokol uygulanmistir.
e DNA oOrnekleri oda sicakligina getirildi.
e PCR tiipleri kodlanarak buz akiisiiniin iizerinde muhafaza edildi.
e Primerler liyofilize haldeyken,100 pl ddH,O ile sulandirildi.

e Her 0rnek i¢in hazirlanan karisimin icerigi ve konsantrasyonlari su sekildedir:


http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=t13fTdWLk1UvzM&tbnid=wadhDcWDTxorMM:&ved=0CAUQjRw&url=http://vdsstream.wikispaces.com/Mihir+S.&ei=ioT6UZDiG8jYtQbGmYDIAg&bvm=bv.50165853,d.Yms&psig=AFQjCNHQtbxK3aLjsdFk-UNyfbJLGBwP9A&ust=1375458820253545

Bilesenler Konsantrasyon | Hacim
PCR Master Mix (Fermantas, Kanada) 12,5 uL
Primer (Forward) (IONTEK, Tiirkiye) 1 uM 1ul
(5'-GGC GTT GCC GCT CTG AAT GC-3") H K
Primer (Reverse) (IONTEK, Tiirkiye)

5-GAG GGA CTG AGC TGG ACA ACC 1 uM 1 ul
AC-3

Damitik Su 8,5 ul
DNA 15-30 ng/ ul 2 ul
Toplam 25 ulL

e Tiipler PCR Thermal Cycler cihazina yerlestirildi.

Thermal Cycler cihazinda PCR kosullar1 asagidaki sekilde uygulanmistir.

94°C 2 Dakika 1 dongii (ilk denatiirasyon)

95°C 30 Saniye 1 dongii (ikinci denatiirasyon)

62°C 30 Saniye 35 dongii (baglanma)
72°C 1 Dakika 1 dongii (ilk sentez)

72°C 7 Dakika 1 dongii (son sentez)

e PCR sonuglar1 %2lik jel elektroforezi ile goriintiilendi.

3.3.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi
3.3.3.3. Agaroz Jel Elektroforez Cozeltileri
%2’lik agaroz:

2 gr. Agaroz

5 ul EtBr

100 ml 0.5xTEB

10x Tris EDTA BorikAsit

53.9 gr. Tris

35 Dongii

29
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3.72 gr. EDTA

30 gr. Borik asit

pH=7.4

Distile su ile 500 ml’ye tamamland.

Yiikleme Tamponu:

%00.25 bromofenol mavisi

%40 siikroz

Etidyum Bromiir (EtBr):

10 mg/ml

3.3.3.4. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

1.

8.

9.

Kullandigimiz kasete gore tartilan 0.9 gr. agaroz, 45 ml 0,5X/L TBE (Tris

Borat) tamponunda bir erlenmayer iginde 1sitilarak ¢oziildii.

. Tampon igersindeki agaroz iyice eridikten sonra 1siticidan alindi. 40-45°C’ye

kadar sogutularak jelin icersine 0,5pl etidyum bromide eklendi.

. Agaroz jel elektroforezinin kaseti jel dokiim aparatina yerlestirildi ve

kuyucuklar1 olusturacak olan taraklar takildi.
Jelde hava kabarcig1 olmamasina dikkat edilerek kasete dokiildii.

Jelin 30 - 45 dakikada polimerlesmesi beklendi ve taraklar ¢ikarilarak tanka
yerlestirildi.

Jelin ilk kuyucuguna 5 pl 50 bp marker diger kuyucuklara DNA’lar yiiklendi.

Yiikleme icin 7ul genomik DNA ve 2ul bromofenol yiikleme boyasi
kullanildi.

120 V elektrik akimi verilerek DNA’lar 40 dakika yiiriitiildii.

UV’de gozlemlendi ve jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi.

3.3.3.5. Genotiplendirme

Tiim degerlendirmelerde 100 ve 50 b¢’lik belirte¢ kullanildi. G6zlenen bantlarin

molekiiler uzunluklari, belirteg ile karsilastirilarak yaklasik olarak belirlendi (10 bg).
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Ornekler, jel goriintiileme sistemine konulup 260 nm dalga boyunda UV 1sik altinda

degerlendirildi.
3.3.4. COMT Geni rs2097063 (A/G) Polimorfizminin Belirlenmesi

3.3.4.1. izole Edilen DNA Orneklerinin Ger¢ek Zamanh PZR (Real-Time
PCR) ile Analizi

Genotip analizi DNA izolasyonunu takiben ger¢ek zamanli PZR (real-time PCR)
Light Cycler 1.5 cihazi ile yapilmistir. Real-time PCR 6n hazirlik agamalar1 ve bu gene
0zgii real-time PCR protokolii Tablo 3. 2’de gosterilmistir.

Her 6rnek i¢in hazirlanan karisimin igerigi ve konsantrasyonlari su sekildedir:

H,0 52 ul
Reagent Mix 0,5 ul
Fast Start DNA Master 1 nl
MgCl, (25nM) 0,8 ul
DNA 2,5 ul (25-50 ng/ pl )
Toplam 10 1

1. 7,5 pl hazirlanan reaksiyon karisimi +4° C de saklanan soguk akii i¢indeki

kuyucuklara dagitilir.

2. Her kuyucuk i¢ine 6rneklerden elde edilen DNA’lardan 2,5 pl DNA (25-50
ng/ ul arasi degerlerde) eklenir.

3. Kuyucuklarin kapaklar1 kapatilir.
4. Kuyucuklar 35.000 rpm’de 5 sn. santrifiijlenir.
5. Kuyucuklar Roche Light-Cycler 1.5 cihazina yiiklenir.

6. Ornekler bilgisayar programinda kodlandiktan sonra analiz tipi “analysis

type” “Tm Calling” secilir.
7. “Run” ile analiz baslatilir.

8. Sonuglar, erime egrileri ve piklerine gore analiz edilerek genotipler

belirlenir.
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9. Yabanil tip homozigot A alleli 47.95 °C, heterezigot A-G genotipi 47.95 °C
ve 56.42 °C ‘de, homozigot varyant alleller 56.42°C’de erime piki
olusturmaktadir (Sekil 3.3).

Tablo 3. 2. COMT Geni rs 2097063 Light Cycler 1.5 PCR Programi

Program: Denatiirasyon Cycling Melting Cooling
Parametre
Analysis mode: None Quantification Melting Curves None
Cycles: 1 45 1 1
Segment: 1 1 2 3 1 2 3 1
Sicaklik(°C): 95 95 60 72 95 40 75 40
Siire(mm:ss): 00:10:00 00:10 | 00:10 | 00:15 | 00:30 | 00:02| 00:00 [ 00:00:30
Ramp Rate(°C/s): 4.6 4.6 24 4.6 4.6 2.0 - 2.0
Acquisition mode: none none | none | single | none | none | contin none
Acquisition(per°C) 3

Melting Curves

50 &0

70

Temperature (°C)

Sekil 3. 2. COMT Geni rs2097063 A/G polimorfizmine ait Erime Egrileri
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Melting Peaks

45 50 55 60 65 70 75 80 85
Temperature (°C)

Sekil 3. 3. COMT Geni rs2097063 A/G polimorfizmine ait Erime Pikleri

A Melting Peaks B Melting Peaks C Melting Peaks
0704 0.368 072
0644 0.338 056
& 0584 & 0.308 g 06
2 8 &
L 0524 ¥ 0278 % 0.54
2 0464 £ 0.2481 E 0.48
g 0404 E 0.2184 E 0.424
6 0.344 © 0.185 6 0367
2 2 2
i 0284 o 01581 o 03]
5 02244 5 0128 5 024
o6 2 0098 $ 0418
01044 0.068 012] /
00444~ 0.038- 0.08
) 8 n a0 40 50 ) 70 80 40 50 60 i 80
Temperature (°C) Temperature (°C) Temperature (°C)

Sekil 3. 4. COMT Geni rs2097063 A/G polimorfizmine ait Erime Pikleri

A) Yabanil tip homozigot A alleli 47.95 °C,
B) Heterezigot A-G genotipi 47.95 °C ve 56.42°C ‘de,
C) Homozigot varyant G alleli 56.42°C’de erime pikleri olusturmaktadir.

3.3.5. SLC6A4 Geninde rs16965628 Polimorfizminin Belirlenmesi

3.3.5.1. izole Edilen DNA Orneklerinin Ger¢ek Zamanh PZR (Real-Time
PCR) Yontemi ile Analizi

Genotip analizi DNA izolasyonunu takiben gercek zamanli PCR (LighCycler
1.5) cihazi ile yapilmistir. Real-time PCR 6n hazirlik agamalar1 ve bu gene 6zgii real-

time PCR protokolii Tablo 3. 3’de gosterilmistir.
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Bilesenler Toplam Hacim Konsantrasyonu
H20 5.2 ul

Reagent Mix 0,5 pul

Fast Start DNA Master 1 ul

MgCl; (25nM) 0,8 ul 3.0mM
DNA 2,5 ul 25-50 ng
Toplam 10 pl

7,5 ul hazirlanan reaksiyon karigimi +4° C de saklanan soguk akii i¢cindeki

kuyucuklara dagitilir.

Her kuyucuk i¢ine 6rneklerden elde edilen DNA’lardan 2,5 ul DNA (25-50

ng arasi degerlerde) eklenir.
Kuyucuklarin kapaklar1 kapatilir.

Kuyucuklar 35.000 rpm’de 5 sn. santrifiijlenir. Kuyucuklar Roche Light-

Cycler cihazina yiiklenir.

Ornekler bilgisayar programinda kodlandiktan sonra analiz tipi “analysis
type” “Tm Calling” (Erime egrisi analizi) segilir.
“Run” ile analiz baslatilir.

Sonuglar, erime egrileri ve piklerine gore analiz edilerek genotipler

belirlenir.

Yabanil tip homozigot G alleli 54°C de , heterezigot G-C genotipi 54 ve 63°
C’de, homozigot varyant C alleli 63°C’de erime pikleri olusturmaktadir
(Sekil 3.6).
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Program:

Denatiirasyon

Cycling

Melting

Cooling

Parametre

Analysis mode:

None

Quantification

Melting Curves

None

Cycles:

45

1

Segment:

Sicaklik(°C):

95

95

60

72

95

40 75

40

Siire(mm:ss):

00:10:00

00:10

00:10

00:15

00:30

00:02 |[00:00

00:00:30

Ramp Rate(°C/s):

4.6

4.6

24

4.6

4.6

2.0 -

2.0

Acquisition mode:

none

none

none

single

none

none | contin

none

Acquisition(per°C)

Melting Curves

7961 taas

736145
& 6.761
% 6.1611
S 55611
B 4961
ﬁ 4361
S 3761
b 31611

2,561

1.961

Temperature (°C)

B0 65

Sekil 3. 5. Serotonin Tasiyic1 Geni (SLC6A4) rs 16965628 polimorfizmi erime egrileri
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Melting Peaks

‘ : 50 55 60 65 70 75
Temperature (°C)

Melting Peaks
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Sekil 3. 6. Serotonin Tastyic1 Geni (SLC6A4) rs 16965628 polimorfizmi erime pikleri

3.3.6. Istatistiksel Analiz

Bu tez c¢alismasinin biyoistatistiksel c¢oziimlemesinde, ele alian Ol¢iitler
ortalama, standart sapma, frekans ve yiizde degerleri ile tanimlanmistir. Hastalar ve
kontroller arasindaki allel frekanslar1 ve genotip ylizdelerin karsilastirilmasinda Ki-kare
ve Fisher kesin olasilik testi kullanilmistir. Hasta ve kontrol grubu yas ve cinsiyet
kiyaslamasinda t testi kullanilmistir. Hasta grubu ile Yale Brown Obsesyon-

Kompiilsiyon Olgegi degerleri arasindaki iliski korelasyon analizi kullanilarak

denetlenmistir. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Biyoistatistiksel analizlerde SPSS (Siiriim:17.5) paket programi kullanilmustir.
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4. BULGULAR

Tablo 4. 1°’de OKB ve kontrol grubunu olusturan olgulara ait tanimlayict
ozellikler gosterilmektedir. Calismamizda yas ortalamasi 37.249.89 olan 80 OKB hasta
ile yas ortalamas1 34.6£11 olan 100 saglikli kontrol grubu kullanildi. OKB olgularinin
48’1 kadin (%60), 32’1 erkek (%40); kontrol grubunun 61’1 kadin (%61), 39°u erkek
(%39) olarak saptandi. Gruplar arasinda yas ve cinsiyet agisindan anlamli bir farklilik

saptanmadi (p>0.05).

Tablo 4. 1. Kontrol ve hasta grubuna ait tammlayic1 6zellikler

. Kontrol Grubu OKB Grubu
Tammlayic1 Ozellikler
(n=100) (n=80)
Yas 37.2+9.89 34.6x11 >0.05
48/32 61/39

Cinsiyet (Kadin/Erkek)
%60/%40 %61/%39 >0.05

OKB hasta grubu ve kontrol grubuna ait kan 6rneklerinden elde edilen genomik
DNA’dan 5-HTTLPR bolgesine 6zgii primerler kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltildi.
PZR firtinleri, jel elektroforezinde yiiriitiilerek jelde olugsan bantlar U.V altinda
incelendi. Jel CCD kamerasi altinda incelenerek fotografi ¢ekildi (Sekil 4.1). Insersiyon
polimorfizmi (Il) olan DNA 525 bg, delesyon polimorfizmi olan bant 428 bg,
Insersiyon/Delesyon polimorfizmi (I/D) olan bant 428b¢ ve 528 bg¢ uzunlugundaki

bantlari igerir.
Bunlar;
I1: homozigot normal: 528 bg
ID: heterozigot: 528, 484 bg
DD: homozigot mutant: 484 bg (Sekil 4-1)

SLC6A4 geninin 5-HTTLPR bolgesi I/D genotipleri ve allel sikligi dagilimi
Tablo 4.2°de, I/D genotiplerinin jel goriintiileri ise Sekil 4.1’de gosterildi. 5-HTTLPR
geninin 1/D polimorfizminin allel dagilimi Hardy-Weinberg denklemine uygunluk
sagladi (x2=1.517 ve p>0.05). OKB grubunda 5-HTTLPR polimorfizminin ID
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genotipinin frekansi (%51), DD (%25) ve Il (%24) olarak bulunmustur. Hasta ile
kontrol grubu arasinda genotipler agisindan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0,05).
Hasta ve kontroller arasinda D ve I allel sikligi dagiliminda anlamli bir fark

bulunmamustir (p>0,05).

Tablo 4. 2. Kontrol ve OKB grubunda 5-HTTLPR genotip ve allel sikhg dagilimi

H(LL) 19 (%24) 29 (%29) 48 (%26)
ID(LS) 41 (%51) 53 (%53) 94 (%52)
DD (SS) 20 (%25) 18 (%18) 38 (%21) p>0,05

ALLEL SIKLIGI
I (L) 79 (%49) 111 (%55) 190 (%52)

D (S) 83 (%51) 89 (%45) 172 (%48) p>0,05

W IDIDIDDDID IDID DD Il ID ID
) | P (B

5238bp
LTI LT 1 T

Sekil 4. 1. 5-HTTLPR PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiileri

OKB ve kontrol grubu SLC6A4 geni rs16965628 polimorfizmi erime egrisi
sonuglart ve erime egrisi pikleri Sekil 4.2, genotip yiizdeleri ve allel frekanslar1 Tablo

4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 2. Serotonin Tasiyic1 Geni (SLC6A4) rs 16965628 polimorfizmi erime pikleri

Serotonin Tasiyict Geni (SLC6A4) rs 16965628 polimorfizmi erime pikleri analizi yapildiginda homozigot
G alleli 54°C de tek pik gosterirken, heterezigot varyant GC genotipi 54°C ve 63° C de ¢ift pik gostermektedir,
homozigot varyant C alleli ise 63° C de tek pik olarak analiz edilebilmektedir. Erime Egrisi analizlerine gore hasta ve

kontrol grubunda tespit edilen genotip ylizdeleri ve allel sikliklar1 Tablo 4. 3’de gosterilmistir.



40

Tablo 4. 3. Kontrol ve OKB grubunda SLC6A4 geni rs2097063 genotip ve allel
sikhigr dagilhim

OKB Grubu Kontrol Grubu Toplam

Genotipler g o ) - " OR
(SLC6AY) n=80 (%) n=100 (%) n=180 (%) (9695 Cl)
3.375
GG 75 (%94) 80 (%80) 155(%86)  <0.05 (1.10-9.54)
GC 5 (%6) 18 (%18) 23 (%13)  >0.05
CcC 0 (%0) 2 (%2) 2 (%) >0,05
ALLEL SIKLIGI
3.831
G 155 (%97) 178 (%89) 333 (%92)  <0.05 (1.41-10.35)
C 5 (%3) 22 (%11) 27(%8)  >0,05

OKB grubunda rs16965628 polimorfizmi GG genotipi (%94), kontrol grubu GG
genotipine (%80) gore anlamli artis gostermektedir. Hasta grubunda GG genotipinin
OR degeri %95 giiven araliginda OR=3.375 olarak tespit edilmistir. GG genotipinin
OKB ig¢in risk faktorii olusturdugu gézlemlenmektedir. OKB grubu G allel siklig (%97),
kontrol grubu G allel (%89) sikligina gore yiiksek ve anlamli derecede farkl
bulunmustur (p<0,05). G allelinin de OKB igin risk faktérii (OR=3.831) olusturdugu

tespis edilmistir.

COMT geni rs2097063 polimorfizmi OKB ve kontrol grubu polimorfizmi erime
egrisi sonuglar1 ve erime egrisi pikleri Sekil 4. 3, genotip yiizdeleri ve allel sikliklar

Tablo 4.4°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 3. COMT geni rs2097063 polimorfizmi erime pikleri
A) Homozigot A alleli 47.95°C tek pik,
B) Heterezigot AG genotipi 47.95 ve 56.42° C’de cift pik

C) Homozigot varyant G alleli 56.42° C’de tek pik olusturmaktadir.

Tablo 4. 4. Kontrol ve OKB grubunda COMT rs2097063 genotip ve allel sikhig dagihmi

Genotipler 0] (=} Kontrol Toplam
(COMT) n=80 (%) n=100 (%) n=180 (%)
AA 49 (%61,25) 64 (%64) 113 (%63)
AG 29 (%36,2) 31 (%31) 60 (%34)
GG 2 (%2,5) 5 (%3) 7 (%3) >0,05
ALLEL SIKLIGI
A 127 (%79) 159 (%80) 286 (%79)
G 33 (%21) 41 (%20) 74 (%21)  >0,05
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COMT geni rs2097063 polimorfizmi CC, GG, GC genotipi ve A ve G allel
sikligr agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda herhangi bir anlamli fark tespit

edilememistir(p>0,05) .

Tablo 4. 5. OKB grubunda Yale Brown Skorlar1 (YBOCS) Dagilim

YBOCS Skorlar: OKB Grubu
Say1 (n) %
0 2 2.5%
1 19 23.8%
2 29 36.3%
YBOCS 3 12 15.0%
4 12 15.0%
5 6 7.5%
Total 80 100.0%

1-Subklinik 2- Hafif 3- Orta 4-Siddetli 5- Cok Siddetli

Tablo 4. 6. OKB grubunda Yale-Brown Skoru ile genotipler, yas, cinsiyet arasinda

korelasyon analizi

Yas >0.05 -0.119
Cinsiyet >0.05 -0.15
COMT (rs209706) >0.05 .067

SLC6A4 (rs1696562) >0.05 -.060
5-HTTLPR >0.05 -.002
Y-BOCS >0.05 1.000

Tablo 4.5°de OKB grubunda Yale-Brown skorlarinin dagilim yiizdeleri
gosterilmistir. Tablo 4. 6’da gosterildigi gibi OKB grubu Yale-Brown Skorlari ile yas,
cinsiyet ve genotipler arasinda anlamli bir korelasyon goézlemlenmemistir. Bunun
nedenlerinden biri Yale—Brown skorlarinin psikoterapi ve farmakoterapinin ileri
asamalarinda olan hastalarda gercek degerleri yansitamamasi ve hastalarin
degerlendirme esnasinda psikolojik durumuna goére verilen cevaplarda farkliliklar

gostermesi olarak diistiniilmektedir.
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5. TARTISMA

20. yiizyiln basindan beri OKB’da kalittmin O6nemi ve etkisi ¢esitli
arastirmalarla vurgulanmaktadir. OKB'nin Tourette Bozuklugu gibi genetik yonii agir
basan hastaliklar ile iliskili oldugunun gosterilmesi, OKB ile serotonin arasindaki
iligkinin anlagilmasi, OKB de gosterilebilir beyin iglev degisikliklerinin olmasi ve OKB
tan1 Olciitlerinin DSM ile daha objektif hale gelmesi arastirmacilarin hastaligin genetik

yoniinii ¢aligmaya yonlendirmistir.

Genetik arastirmalar beyinde kortiko-striato-pallido-talamik devrenin gelisimini,
baglantilarini, ndrotransmisyonunu ve reseptor sinyal transdiiksiyonunu etkileyen genler
tizerinde yogunluk kazanmistir (38). OKB’nin bilinen patofizyolojik ve farmakolojik
etyolojisine dayanarak yiiriitiilen genetik assosiyasyon calismalar1 serotonerjik sistem
tizerinde yogunluk kazanmistir. Serotonin geri alim inhibitorlerinin (SSRI)
dopaminerjik ve noradrenarjik geri alim inhibitorlerine gére OKB tedavisinde daha
etkin oldugunun ortaya ¢ikmasi ile serotonin seviyesi, metabolizmasi, reseptor tipleri ve
tastyict proteini ile ilgili ¢aligmalar artmigs ve OKB’nin patofizyolojisinden bu
serotonerjik sistemde islevi olan genlerin sorumlu olabilecegi hipotezi one siirtiilmiistiir

(34).

Yapilan calismalarla SHT1-D beta serotonin reseptor geni, SHT2A serotonin
reseptor geni , SHT2A reseptor geni promotor bolgesinde (1438 G/A, T102C, C516T)
ve serotonin SHT2C reseptor geni polimorfizmleri OKB hastalarinda kontrollere gore
anlamli sekilde farkli bulunmus ve OKB ile iligkili aday genler arasinda olabilecegi

bildirilmistir (31,38).

Serotonin transporter (5-hydroxytryptamine transporter, 5-HTT, SERT) geni,
serotoninin (5-hydroxytryptamine; 5-HT) tasinmasindaki rolii nedeniyle psikiyatrik
bozukluklarin etyolojisinde rol oynadigi diistintilmektedir. 5-HTT knockout farelerle
yapilan arastirma sonuglar1 degisken 5-HT fonksiyonlarinin davranis ve beyin gelisimi
tizerindeki olumsuz etkileri hakkinda anlasilir bilgiler kazandirmistir (103). Erken
gelisim evrelerinde 5-HT sistemi ve 5-HT de olusan degisimlerin, post- sinaptik 5-HT
reseptor islevselligi ve sikligini etkiledigi ve boylece hedef noronlar ve bu néronlarin
uyaranlara kars1 tepkilerini farklilastirdigi 6ne siirtilmustiir (104). Simdiye kadar en iyi

arastirtlmis serotonin tasiyict gen (SLC6A4) varyanti, SLC6A4 transkripsiyonel kontrol
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bolgesinde bulunan 5-HTTLPR bolgesi ve bu bolgede kesfedilen rs25531 ve rs25532
tek niikleotid polimorfizmleridir (57, 58). 5-HTTLPR; SLC6A4 geni 5’ transkripsiyonel
kontrol bolgesinde 44 bp'lik bir dizinin insersiyon/ delesyon varyasyonuna bagli olarak
S ve L alellerinin olusturdugu polimorfizmdir (61). L aleli, kisa S aleline gore 2 kat
daha fazla etkin bir sekilde transkripsiyona ugrar bu da serotoninin daha etkin geri
alinimin1 saglar (58, 61, 63). Bdylece S aleline sahip bireylerde, 5-HT gerialim
aktivitesinin L aleline sahip bireylere gore iki kat daha diisiik olmasi ve gende
transkripsiyonal aktivitenin azalmasiyla; néronda, 5-HTT ekspresyonunu azalacagi ve

bunun sonunda da psikiyatrik bozukluklarin ortaya ¢ikabilecegi ileri siiriilmektedir (58,
64).

McDougle ve ark. (65) ile Bengel ve ark. (52) 5-HTTLPR’nin L alleli ile OKB
arasinda anlamli iliski belirlemislerdir. Meira-Lima ve ark. (49) ise OKB grubunda
SHTTLPR’nin L allelinin yiiksek miktarda bulundugunu bildirmisler, ancak homojen
LL genotipi siklig1 acisindan hastalar ve kontroller arasinda fark saptamamislardir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar (52, 57, 106) SS genotipinin OKB ile iliskili oldugunu
kanitlarken, LS genotipinin OKB’den koruyucu bir etki olusturdugunu fakat LL
genotipi ile OKB arasinda herhangi bir anlamli iliski bulunamadigini bildirmislerdir. LS
genotipinin OKB’ye karst koruyucu etkisini oldugunu ilk defa Billet ve ark. (43)
tarafindan One siriilmiistir. Bunu daha sonra Bengel ve ark. (52) Hu ve ark. (57)
dogrulamiglardir. LS genotipinin koruyucu etkisi; serotonerjik iletimin gevresel

etkenlere kars1 daha esnek yap1 gostermesi sebebiyle oldugu diisiiniilmektedir (57).

Son yillarda yapilan bagka bir ¢alismada 5-HTTLPR bolgesinin L alelinde
bulunan A/G degisiminde (rs25531); LG nin diisiik ekspresyona sebep olan S aleli gibi
davrandigin1 ve sadece LA alelinin yliksek diizey ekspresyona sebep olan varyant
oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Bu fonksiyonel verileri kullanarak yapilan ¢aligmada
LA aleli ve LALA genotipinde olanlar ile OKB arasinda anlamli bir iligki bulunmustur
(57).

Bu tez calismasinda Tirk toplumunda OKB ile 5-HTTLPR polimorfizmi
arasindaki iliski aragtirillmistir. Sirastyla OKB ve hasta grubu L allel sikligi1 %49 ve
%55, S allel sikhigi %51 ve %45 olarak tespit edilmistir. Allel siklikliklari
karsilastirildiginda OKB grubu S allel sikligi kontrol grubu S allel sikligina gore hafif

artig gostersede iki grup arasinda genotipler ve allel siklig1 agisindan istatistiksel olarak
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anlamlilik diizeyine erisilmemistir. Acar S.T. ve ark. (105) Tirk populasyonunda yaptigi
bir aragtirmada hasta grubunda LL genotipi %23.3, LS genotipi %56.7, SS genotipi
%20; kontrol grubu LL genotipi % 25.3, LS genotipi % 38,7 ve SS genotipi %36 olarak
tespit edilmistir. Her iki grup arasinda genotipler karsilastirildiginda anlamli bir fark
tespit edememislerdir (p>0.05). Bu ¢alismamiz 5-HTTLPR ile OKB arasinda herhangi
bir iliski saptamayan Acar §.7. ve ark. (105) ve Erdal E. ve ark. (91) Tirk

popiilasyonunda yaptiklari ¢alisma ile paralellik géstermektedir.

5-HTTLPR polimorfizm arastirmalarinda ¢eliskili bulgular ¢ikmasimin nedeni
hasta ve kontrol grubu se¢iminde popiilasyonda rastgele se¢im saglanamamasindan,
yeterli sayida denegin c¢aligmaya katilmamasi veya diger bir neden ise farkl
popiilasyonlarda ve cografi bolgelerde 5-HTTLPR gen frekanslarinin farklilik
gostermesinden kaynaklanabilmektedir. Farkli popiilasyonlar arasi yapilan 5-HTTLPR
gen frekanslar1 arastirmalarinda; Almanya'da (64) yapilan bir arastirmada gen
frekanslar1 L aleli icin %60; S aleli icin %40 olarak; italya'da (64) L aleli i¢in % 57, S
aleli igin %43 olarak; Ingiltere'de (64) L aleli %55 ve S aleli %45 olarak; Avrupa
kokenli Amerikalilarda (90) L aleli %53; S aleli %47; Afrika kokenli Amerikalilarda
(90) L aleli %66; S aleli %26, Rus Tatarlarinda L alleli %50.3, S alleli %49.7, Rus
toplumunda L alleli % 55.7 ve S alleli %44.3 olarak bulunmustur. Erdal E. ve ark. (91)
yaptig1 bir ¢alismada Tiirk populasyonunda L alelinin gen frekans1 %49 ve S alelinin
gen frekansi %50 olarak hesaplanmistir. Tiirk toplumunun, SERT geninin 5-HTTLPR
polimorfizmi bakimindan Rus Tatarlarinda yapilan calisgma sonuglarina benzerlik
gosterdigi saptanmistir. Bu tez calismasina katilan tiim deneklerin L allel frekans1 %52
, S allel frekans1 ise %48 olarak saptanmistir, bizim c¢alismamiz bu ag¢idan
incelendiginde Avrupa kdokenli Amerikalilarda saptanan bulgulara benzerlik

gostermektedir (90).

SLC6A4 geninde transkripsiyonu etkileyen ve bunun sonucunda protein
yapisinda degisiklikler meydana getiren en c¢ok calisilmis bolge S5-HTTLPR
transkripsiyonel kontrol bdlgesidir. Bu bolgedeki polimorfizmlerin serotonin tasiyici
islevini olumsuz etkileyerek psikiyatrik hastaliklara yatkinlik olusturdugu hipotezinden
bahsetmistik. Bu gende transkripsiyonu etkileyerek psikiyatrik hastaliklar i¢in risk
olusturabilecek baska aday polimorfik bolgelerde arastirmalarin odagi olmustur. Martin

J. ve ark. (99) yaptiklar1 ¢aligmada serotonin tasiyict geninde (SLC6A4) transkripsiyonu
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etkileyen fonksiyonel 5-HTTLPR polimorfizmi ile beraber etkili olabilecek SNP’leri
allelik baglant1 dengesizligi metodu ile aragtirmislardir. SLC6A4 geninin i¢inde 100
kb’lik alanda 55 SNP’yi test etmislerdir. SNP’lerden SLC6A4 geni ilk intron ortasinda
bulunan rs 16965628’i 5-HTTLPR polimorfizmi ile iliskili olabilecek en belirgin
polimorfik bolge olarak tespit etmislerdir (99).

Wendland ve ark. (59) ise SLC6A4 geni ve genin transkripsiyonel kontrol
bolgesi olan 5-HTTLPR promotor bolgesi, ve geni ¢evreleyen 100 kb.’lik bolgede yer
alan fonksiyonel polimorfik bolgeleri taramislar, 6zellikle ilk intron iginde yer alan 2
yeni SNP bolgesinin (rs2020933 ve rs16965628) haplotip analizi aracilifiyla OKB ile
anlamli iliskisi oldugunu tespit etmislerdir (59,94). Ozellikle 5-HTTLPR S alleli ile
116965628 C haplotipleri birlikteliginin OKB i¢in risk (OR=1.63) olusturdugunu
bulmuslardir (59). Bizim de bu tez ¢alismamizda SLC6A4 rs16965628 polimorfizmini
inceledigimizde hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir
(p<0,05).Bu sonuglar Wendland ve ark (59) calismasi ile uyum igerisindedir. OKB
grubunda GG genotipi (%94), kontrol grubu GG genotip frekansina (%80) gore anlamli
artis gostermektedir (p<0,05; OR=3.375;%95 Cl= 1.19-9.54) olarak tespit edilmistir.
GG genotipinin OKB hastaligina yatkinhigi arttirabilecegi diisiiniilmektedir. Allel
sikliklar1 agisindan karsilastirdigimizda; OKB grubunda G allel sikligi %97; kontrol
grubunda %389 iken; hasta grubunda C allel siklig1 %3 , kontrol grubunda C allel sikligi
%11 olarak tespit edilmistir. Istatistiksel olarak hasta ve kontrol grubu G ve C allel
sikliklar1 ki-kare testi ile karsilagtirildiginda anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0.05,
OR=3.83; %95= 1.41-10.35). Analizlerimize gore G allelinin Tiirk toplumunda OKB

i¢in risk olusturabilecegini sOyleyebiliriz.

Iskandinav toplumunda yapilan bir arastirmada SLC6A4 geninde bulunan
polimorfik boélgeler ile sizofreni hastalarinda intihar egilimi iliski arastirilmistir( 67).
Farkli polimorfik bolgelerden sadece rs16965628 C allelini tasiyan bireylerde intihar
oranlarinin azaldig1 bulgusunu tespit edilmistir. rs16965628 C allelini tasiyan sizofrenik
hastalarda, SLC6A4 geninin daha az transkripsiyona ugrayarak serotonin tastyici
proteininde diisiise sebebiyet verdigi ve bu sonucun sizofrenik bozuklugun siddetini
diisiirticii  etkisi olusturdugu hipotezi One siirlilmiistir. 151696528 C allelinin
serotonerjik sistemde yaptig1 degisimler OKB etyolojisi i¢in aday olabilecek polimorfik
bolgelerden olacag: diisiiniilmektedir. 5-HTTLPR ile birlikte rs16965628’in psikiyatrik
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hastaliklara yatkinlik olusturdugu hipotezini destekleyen beyin goriintiileme
caligmasinda ise rs 16965628 G alleli ile 5-HTTLPR S alleli birlikteliginin prefrontal
korteks islevini etkileyerek psikiyatrik hastaliklara yatkinlik —olusturdugunu
savunmuslardir (99). Wendland ve ark. (59) C alleli ile OKB arasinda anlamli iliski
saptamiglardir. Bizim arastirmamizda bu bulgulara ¢eliskili olarak, GG genotipi
(p<0.05, 0R=3.375;%95CI=1.19-9.54) ve G allelinin (p<0.05, OR=3.83; %95 Cl=1.41-
10.35) Tirk toplumunda OKB olusumu ig¢in risk olusturabilecegini tespit ettik.
Arastirmamizda bu polimorfik boélge i¢in elde edilen veriler Tirk toplumuna ait ilk

bulgularidir.

Kromozom 22qll yerlesimli olan Katekol-O-Metil Transferaz (COMT)
kortekste dopamin sinyalizasyonu ve norotransmisyonundan sorumlu 6nemli bir
enzimdir (70). Hipokampiis ve prefrontal kortekste yaygin eksprese olur ve dopaminin
yikiminda rol almaktadir. COMT geninde delesyon varliginin psikiyatrik hastaliklar ile
cok yiiksek birliktelik gosterdigi bilinmektedir (92). COMT geninde Guanin/Adenin
(G/A) degisimi sonucu olusan ve Valin/Metionin aminoasit degisimine bagl olarak ti¢
genotip (HH, HL, LL) tanimlanmigtir. COMT genindeki bu fonksiyonel polimorfizm
COMT enzim aktivitesinin degigsmesine neden olmaktadir. Diisliik enzim aktiviteli
genotiplerde enzim aktivitesi yaklagik 3 ile 20 kat arasi daha diisiik olmakta, sonug
olarak katekolamin metabolizmasi yavaslamakta, hizli enzim aktivasyonu gosteren

bireylerde katekolamin metabolizmasi artmaktadir (97).

COMT Vall58Met polimorfizmi OKB hasta gruplarinda en ¢ok ¢alisilan
polimorfizmlerden biridir. Karayiorgou ve ark. (47) erkek OKB olgulart COMT geni
Vall58 Met polimorfizmi; diisiik aktiviteli Met arasinda pozitif iliski belirlemislerdir.
Val 158 Met polimorfizmi beyinde ve lenfositlerde COMT enzimatik aktivitesinde
%40°lik belirgin bir diisiise neden oldugu sonucuna varmislardir. Bunun sonucunda
prefrontal hiicre dist dopamin oranlart arttigi bulunmustur (76, 77). Bunun gibi bir ¢ok
calismada da pozitif iliski saptanmistir (48, 78).

Tiirk toplumunda yapilmis bir ¢alismada COMT Val158 Met gen polimorfizmi
ile dogrudan bir iliski tespit edilememis; ancak L alleli i¢in homozigot ya da heterozigot
olan olgularda H alleli icin homozigot olanlara gore daha yiiksek iggorii puanlari

saptadiklarini bildirmislerdir (93).



48

Son yillarda yapilan aragtirmalar ile COMT geninde bulunan iki farkli varyantin
daha COMT enzimi lizerinde islevsel etkileri gosterilmistir. Beyinde MB-COMT
transkripsiyonunu regiile eden P2 promotor bélgesinde yer alan rs2097603 polimorfizmi
(76), ikincisi sizofreni ile iliskilendirilen 3’ UTR (gevrilmeyen bolgede) yer alan
rs165599 (105) bolgeleridir.

COMT geninde bulunan baska bir fonksiyonel polimorfizmin enzim
aktivitesine etki ederek beyin dopamin seviyelerini degistirebilecegi one sitriilmiistiir.
COMT geni MB-COMT un transkripsiyonunu kontrol eden P2 promotorunde bulunan -
287(AJIG) rs 2097063 polimorfizminin COMT enzimi aktivitesinin lenfositlerde disiise
sebebiyet verdigini gozlemlemislerdir (76). Funke ve ark.(88) yaptigi arastirmada
COMT geni P2 promotor (rs2097063) polimofizmi A alleli ile major depresyon ve
sizofrenik olgular arasinda anlamli iliski tespit etmislerdir (p = 0.004; OR = 1.34). Bu
calismayi destekler bulgular Palmatier ve ark. (106) ile Shifman ve ark. (107) tarafindan

sizofreni olgularinda yaptiklar arastirma ile ortaya konulmustur

Liu S. ve ark. (50) Cin toplumunda yapmis olduklar1 bir ¢calismada COMT -287
(A/G) polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubu arasinda genotip frekanslart arasinda
anlamli bir fark saptamislardir (>=13.99, P=0.00091). GG genotip sikliginin AA ve AG
genotip sikligina gore (OR=3.43; 95% CI1=1.78-6.62) daha yiiksek oldugu ve OKB igin
risk olusturdugunu saptamislardir. Bu tez ¢alismasinda COMT -287A/G polimorfizmi
ile OKB ve kontrol gruplari arasinda iligki Tiirk toplumunda ilk kez arastirilmistir.
Bulgularimiza gére OKB ve kontrol grubu arasinda genotip frekanslari ve allel sikligt
acisindan anlamli fark gézlemlenmemistir (p>0,05). S6z konusu gen polimorfizmi farkli
populasyonlarda farkliliklar gosterebilmektedir. OKB ile iligkili polimorfizmlerde
allelerin tek bagina hastaliga yatkinlik olusturmasindan ziyade farkli allelerin bir arada

hastalik etkeni olusturmak igin giiclii bir etken olusturmasi s6z konusu olabilmektedir.

Tez calismamizda Yale-Brown Skorlar1 ile hasta grubu yas, cinsiyet ve
genotipler arasinda anlamli bir korelasyon ve iliski gézlemlenmemistir. Bu sonucun
nedenlerinden biri Yale-Brown skorlarinin psikoterapi ve farmakoterapi alan
hastalardaki skorlarin hastaligin baslangi¢ asamasina gore farkliliklar gostermesi ve
hastalarin degerlendirme esnasinda tiim yasamlarin1 gz Oniine almalar1 hatirlatildigi
halde, hastalik 6ncesi ve baslangicindaki kisilik 6zelliklerini degerlendirmede zorluklar

yasamasi olarak diisiiniilmektedir..
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Sonug olarak bu tez caligmasi ile Tiirk toplumunda 5-HTTLPR polimorfizmi ve
COMT (rs2097063) polimorfizmi incelenmis ve OKB ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir iliski tespit edilememistir. Ayn1 hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
SLC6A4  (rs16965628) polimorfizmi  arastirilmis, GG  genotipi  (p<0.05,
0R=3.375;%95CI=1.19-9.54) ve G alleli ((p<0.05, OR=3.83; %95 Cl= 1.41-10.35)
OKB grubu ve kontrol grubu arasinda anlamli bir iligki tespit edilmis ve GG genotipi ve

G allelinin OKB i¢in risk olusturabilecegi belirlenmistir.

Bu calismanin serotonerjik sistemi olusturan gen varyasyonlarinin obsesif
kompulsif bozuklugun olusumu i¢in risk olusturabileceginin gosterilmesi OKB ve diger
psikiyatrik bozukluklarin nedenlerinin ve yatkinlik olusturan genlerin tespit edilmesine
ozgiin bir katkis1 oldugu diisiiniilmektedir. ileride hasta ve kontrol grubu sayisi
arttirllarak yapilacak caligmalarin serotonerjik sistem gen polimorfizmlerinin obsesif

kompulsif bozukluk iliskisi ile ilgili bilgileri giiclendirecegini diisiinmekteyiz.

Ayrica bu ¢alisma, genetik bilinmeyeni olduke¢a fazla bir psikiyatrik bozukluk
olan OKB’nin olusumunda etkili olabilecek genler ve polimorfizmleri hakkinda Tiirk
toplumuna ait yeni veriler saglamistir. Gelecekte psikiyatrik hastaliklarin tanisinda ve
adli psikiyatri olgularmin degerlendirilmesinde klinik veriler ile genotip analizlerinin

uzmanlarca beraber yorumlanacagi durumda ¢alismamiz daha da 6nem kazanacaktir.
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