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I. GIRIS VE AMAC

Madde bagimliligi o6diil yoksunlugu, kompiilsif davramis ve engelleyici kontrol
mekanizmalarin yetersizligi ile karakterize mental bir hastaliktir. Degisik toplum ve
kiiltiirlerde goriilen farkliliklarla birlikte, madde bagimliligi, gelismis ve gelismekte
olan iilkelerin ortak sorunudur. Giinlimiizde sayilar1 kiiglimsenmeyecek kadar yiiksek
olan bagimlilarin, ailelerine ve topluma biiyilkk maddi ve manevi yiik getirdikleri
tartisilmaz bir gercektir (1). Buna Ornek olarak trafik kazalari, siddet, saldiri, sug

oraninda artig, ¢aligma performansinda azalma ve aile diizeninde bozulma sayilabilir.

Madde bagimlilig1 alaninda yiiriitiilen nérobilim ve genetik ¢aligmalar hem 6nleme hem
de tedavi konusuna agirlik vermektedir (2,3). Tedaviye direng ve relapslarin sik
goriilmesi nedeniyle risk altinda olan bireylerin belirlenmesi suretiyle bagimliligin
Onlenmesi, tedavi edilmesinden daha etkin olabilecek bir adimdir. Madde bagimliliginin
etyolojisinde bilinen ¢evresel, gelisimsel ve sosyal sartlarin yani sira genetik etmenlerin
bagimliliga yatkinlikta etkili oldugu gostermistir (4,5). Giinlimiizde genetik etmenlerin
onemli roliinlin bilinmesi ile birlikte sorumlu olabilecek (aday) genlerin belirlenme

caligmalar1 daha ilk asamalarindadir (6,1,7,8).

Popiilasyon genetigi alaninda, evlilik, go¢, genetik drift ve mutasyon gibi nedenlerle
genlerin sikliginin degisik toplumlarda farkli olabilece§i bilinen bir gergektir.
Bagimlilik genetigi caligmalarinda degisik toplumlarda birbirinden farkli ve zaman
zaman ¢eliskili sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenlerle diger toplumlarda yapilmis
olan calismalarin Tirkiye’de de yapilmasi ve degisik alellerin sikliginin bulunmasi

sarttir.



Bu calismada amacimiz madde bagimliliginda 6nemli rol oynayan dopaminerjik
sistemin Onemli bilesenlerinden dopamin DRD3 ve DRD4 reseptorlerinin madde

bagimlilig ile ilgisini saptamakti.



II. GENEL BIiLGIi

2.1- Bagimhlik genetigi

Madde bagimliliginin etyolojisinde bilinen ¢evresel, gelisimsel, ve sosyal sartlarin yani
sira genetik etmenlerin de 6nemli bir rol oynadigi son yillardaki caligmalarda ortaya
konulmustur (4). Bagimliligin kalitimsal olma (heritability) oraninin 0.4 ile 0.6 arasinda
oldugu tahmin edilmektedir. Evlat edinme ¢aligsmalar1 bir biyolojik ebeveynin bagiml
olmas1 durumunda bu oranin 2-3 kat arttigin1 gdstermistir. Ikizler iizerinde yapilan

arastirmalar da bagimliligin kalitimsal yoniinii desteklemektedir (9).

Molekiiler genetikte, ilgi, genetik olarak akraba olmayan ve belli bir hastalik veya
durumu olan kisiler arasinda, kontrol popiilasyona gore, bir genetik varyantin (alel)

istatistiksel anlamli insidansidir.

Belli bir hastaliga neden olan genetik ve cevresel faktorleri incelemek i¢in kullanilan
yontemlere genetik epidemiyoloji denir. Bagimliligin genetik temelini arastiran klinik
caligmalar 3 alt grupta yapilmaktadir: aile ¢alismalari, ikiz ¢alismalar1 ve evlat edinme
caligmalari. Aile c¢alismalari, genel popiilasyona gore, madde bagimlilarinin yakin
akrabalarinda daha yiliksek bir oranla madde kullanim bozuklugunun varoldugunu
gostermistir (10). Mirin ve ark. 350 madde bagimlis1 ve onlarin 1478 birinci derece
akrabalar1 ile yaptig1 calismada birinci derece erkek akrabalarda, kadinlara nazaran, 2
ile 3 kat daha fazla madde bagimlilig1 (alkol dahil) tespit etmislerdir (11). Bu fark
opiatlar ve kokain i¢in daha da belirgin olarak bildirilmigtir. Ayn1 ¢aligmada kadin

birinci derece akrabalar sedatif maddeleri daha fazla kullanmiglardir. Chaudry ve ark.



(12) madde bagimlilarin birinci derece akrabalarinda %5 oraninda bagimlilik tespit

etmislerdir. Her iki ¢alismada da kontrol grubu kullanilmamistir (11,12).

Rounsaville ve ark. (13) ilk kez kontrol grubu kullanarak, 201 bagimli ve onlarin 877
birinci derece akrabalarimi 82 kontrol ve 360 birinci derece akrabalarim
karsilagtirmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda opiat bagimlilarin akrabalarinda daha ytiksek

bir oranla alkolizm, madde kullanimi, depresyon ve antisosyal kisilik tespit edilmistir.

Gen’lerin insan davramssal ozellikleri iizerindeki etkisi: Davranis genetigi

Tek yumurta ikizleri lizerinde yapilan aragtirmalar ¢ogu kisilik 6zelliginin belirgin
kalitimsal temellere dayali oldugunu gostermistir. Ancak bunlarin hi¢ birinde sorumlu
tek bir gen’in identifikasyonu s6z konusu degildir. Yenilik arayisi bunun i¢in ¢ok
etkileyici bir 6rnektir (14). Bu davranis tipi yeni olan bir uyariya karst heyecan ile
karakterizedir. Yenilik arayisi i¢in yiiksek skoru bulunan insanlar impulsif, kesifci,
kararsiz, kolayca heyecanlanan, ¢cabuk 6fkelenen, ve savurgandir. Bu tip insanlar bir
eylemi gergeklestirirken derinlemesine diisiinecegine daha fazla heyecan igin

gercgeklestirirler.

Tek yumurta ikizleri ¢alismalarina gore yenilik arayisit %40 oraninda genetik aktarimli
olma (heritability) ozelligine sahiptir. Genetik komponentin belirgin bir bdliimiiniin
(%10 u) D4 dopamin reseptoriinii kodlayan tek bir gen’in polimorfizmine bagl oldugu
bilinmektedir. Dopamin kesifci ve zevk arayan (pleasure seeking) davraniglarin

etkenleri arasindadir.



2.2- Madde bagimhihg:

Madde bagimlilig1 “santral sinir sistemini etkileyen ila¢ niteligine sahip bir maddenin
keyif verici etkilerini duyumsamak veya yoklugundan kaynaklanabilecek
huzursuzluktan sakinmak i¢in, maddeyi devamli ya da periyodik olarak alma arzusu ile
kendisini gdsteren psisik ve somatik bir sendrom” olarak tanimlanabilir (15,16).
Bagimlilhik yapma etkisi olan maddeler santral sinir sisteminde (SSS) belirgin
stimiilasyon veya depresyon yaratarak algilama, duygu, mental durum, davranis ve

motor fonksiyonlarinda bozukluga neden olurlar (15).

Bagimlilik kronik ve tekrarlayici bir hastalik olmamakla birlikte asagidaki tipik
ozelliklere sahiptir: Maddeyi arayis ve kullanim igin gii¢lii bir istek
a) maddenin kontrolsiiz sekilde kullanimi
b) maddeye ulasim engellendiginde negatif emosyonel durumlarin  (disfori,
anksiyete, ¢abuk 6fkelenme) ortaya ¢ikmasi (17,18,19)
Madde bagimliligi veya madde kullanim bozuklugu (MKB) terimleri genelde ayni

anlamda kullanilir (18).

1980 1i yillarda Amerika’da yapilan “The Epidemiological Catchment Area (ECA)”
calismasi sonucunda yagam boyu madde bagimliligi (Alkol hari¢) prevalansi %6.1, ve
son alt1 ayda %2 olarak bildirilmistir (10). Ayn1 ¢alismada yasam boyu bagimlilik esrar
icin %4.4; uyaricilar i¢in %1.7; sedatifler i¢in %1.2; ve opiatlar i¢in %0.7 olarak
bildirilmistir. 1990 1 yillarda yapilan “the National Comorbidity Survey (NCS)” adl
calismada, ¢alismaya katilanlarin %7.5 1 yasamlarinin bir déneminde, %1.8 i ise son 12

ayda madde bagimlisi olduklarin1i beyan etmiglerdir. Erkeklerde bagimlilik oran



belirgin sekilde hem yasam boyu hem de son bir yillik donemde daha yiiksek

bulunmustur (10,20).



2.3- Bagimhihigin norobiyolojik temeli

Degisik maddelere bagimlilik ortak hiicresel, molekiiler, ve norofarmakolojik
mekanizmalara dayalidir (21)(Tablo 1). Bu mekanizmalar kisiler arasinda farklilik
gosterebilen karmagik bir noroadaptasyon siirecine neden olurlar (10). Ayrica,
bagimlilik, beyinde gegici etkilerden ziyade uzun vadede degisiklikler yapmaktadir.

Yillar sonra goriilen arayis ve relapslarin goriilmesi buna birer 6rnektir.

Mevcut hipotezlere gore bagimlilik silirecinin temel nedeni dogal motivasyonel
sistemlerin aktivasyonunda azalma ve buna bagli beyin 0diill (reward) sisteminin

yetersizligi ve ayn1 zamanda 6diil-karsit1 (anti-reward) sisteminin aktivasyonudur (18).

Tablo 1

Madde bagimliligin patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan norotransmiterler ve
motivasyonel etkileri. 1= artig; |= azalma. (18)

Norotransmiter Fonksiyonel etki

| Dopamin Disfori

| Serotonin Disfori

| GABA Anksiyete, panik atak
| Noropeptid Y Anti-stres

1 Dinorfin Disfori

1 Kortikotropin-salgilayan faktor (CRF) Stres

1 Norepinefrin Stres




Tablo 2:

Bagimliliga neden olabilecek maddelerin yarattig1 pozitif pekistiri ve nérobiolojik

mekanizmalari (18).

Kullanilan madde

Norotransmiter

Etki bolgesi

Kokain ve amfetaminler

Opiatlar

Nikotin

A°- Tetrahidrokanabinol

Alkol

Dopamin

GABA (y-aminobutirik asid)
Opioid peptidleri
Dopamin
Endo-kanabinoidler
Nikotinik-asetil kolin
Dopamin

GABA

Opioid peptidleri
Endo-kanabinoidler
Opioid peptidleri
Dopamin

Dopamin

Opioid peptidleri
GABA

Endo-kanabinoidler

Nukleus Akkumbens (NAk)
Amigdala
Nukleus Akkumbens

Ventral tegmental alan (VTA)

Nukleus akkumbens
Ventral tegmental alan

Amigdala

Nukleus akkumbens

Ventral tegmental alan

Nukleus akkumbens
Ventral tegmental alan

Amigdala

Bagimliliga neden olabilecek maddeler beyin 6diil sistemini etkileyerek kronik ve

tekrarlayict karakterlere sahip hastalik grubunu yaratabilirler. Biitiin bu maddeleri,

istisnasiz, beyinde ventral tegmental alandan nukleus akkumbens’e uzanatilar gonderen

dopaminerjik noronlarin terminallerinde dopamin salinimini arttirdiklart bilinmektedir

(22-24)(Tablo 2).



2.4-. Beyin odiil sistemi

Beyin 6diil sistemi “iyi olan her seyi ddiillendiren ve kotii olan her seyi cezalandiran”
bir sistem olarak tanimlanmstir (25,26). Odiil sistemin varligmn diisiincesi 1950 li
yillarin basinda rat’larda yapilan elektrofizyolojik arastirmalar sirasinda ortaya ¢ikmistir
(27,28). James Olds ve doktora ogrencisi Peter Milner’in rat’larin farkli beyin
bolgelerinde elekteriksel uyarma ile 6grenme iliskisini arastirirken bir hata sonucunda
ve Hipotalamus’n uyarilmast sonucunda hayvanlarin deneyden zevk aldiklarini ve
tekrart igin istekli olduklarmi tespit etmislerdir. Deneyin bir sonraki asamasinda
rat’larin kafeslerindeki bir pedala basarak kendi kendine uyarilmasina firsat taninmis ve
hayvanlarin bunu defalarca tekrar ettikleri tespit edilmistir (28). Ayn1 yillarda Delgado
ve ark. kedilerde yapilan benzeri bir calismada beynin belli bolgelerini uyardiktan sonra
hayvanlarda kuvvetli kagis davranigini tespit etmis bu durumda uyarilarin giiclii itici

yanita neden olduklar1 diigtinmiisler (29).

Fizyolojik sartlarda beyin 6diil sistemi elektriksel uyarilarla degil norotransmiterlerle
uyarilir. Bagimliligin patofizyolojisinde de onemli rol oynayan bu ndrotransmiterler

asagida belirtilmistir: (18,26)

1- Dopamin 5- GABA
2- Glutamat 6- Noradrenalin
3- Endojen opioidler 7- Nitrik oksit

4- Serotonin



Dopamin ve serotonin gibi katekolaminler sistemi uyarirken opioid peptidler
diizenleyici (modulatory) etkiye sahiptirler. Bagimlilik 6zelligi olan maddeler genelde
bu norotransmiterlerin salinimini arttirip veya reseptorlerde onlari taklit ederler (26).
Beyin 6diil sistemi yemek ve su alimi, cinsel aktivite ve agresyon gibi biitiin temel
davranis olgularinda etkili rol oynar. Ornegin kan seker diizeyinin diismesi aclik hissini
ortaya cikarir ve bireyi yemek aramak i¢in motive eder. Bunun sonucunda yemek
yemek o6diil sistemini gii¢lii bir sekilde uyarip bireyin zevk duymasini saglar (26).

Agresyon da odiil sistemi ile iligkilidir (30). Agresyon zevk ile sonlandiginda mevcut
tehlike duygusuna ragmen devam eder. Zevk ile sonlanmayan agresyon bir donem sonra
kaybolur. Odiil sistemindeki diizensizlikler bulimia, anoreksi, ve asir1 agresyon gibi

davranis bozukluklarina yol agabilir (26).

Beyin o6diil sistemi baz1 psikotropik maddelerle uyarilabilir. Sadece zevk verici etkisi

icin bu tip ilaclart aramak patolojik sayilmayip adaptif bir davranig olarak algilanilabilir

ancak bagimlilik s6z konusu olunca 6diil sistemin hastaligindan bahsedilebilir (26).
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2.4.1 Odiil sisteminin néroanatomisi

Giliniimiizde beyinde zevk verici (pleasure-affording) bolgelerin haritas1 daha detayl bir
sekilde c¢izilmistir (31). Bu merkezler genellikle 6n beynin orta hat yapilarinda
yerlesmis ve asendan noradrenerjik ve dopaminerjik aksonlarin yoluyla birbirine ve
prefrontal korteksteki terminallere baglanirlar (32,33). Bu bolgeler ayn1 zamanda genel

uyandirma (arousal) mekanizmalarin en 6nemli merkezleridir (26). (Sekil -1)

'x-.

Frontal cortex .

F Prefrontal Parietal c
Basa “n —

7 Nucleus

% T accumbens =
e Ams—

; Hippocampus —

'T-.:-I' b ! ! e ?'
T ,.n. = . %'..:[\'” i
\ OFC= Orbitolfrontal cortex
WTA=Yentral tegmental area

Sekil 1:

Prefrontal korteks algilama ve planlamanin odak merkezidir. Ventral Tegmental alan
(VTA) ve Niikleus Akkumbens (NAk) beyin 6dil sisteminin en 6nemli anatomik
yapilaridir. VTA, NAk ve Amigdala limbik sistemin temel elemanlar1 olarak diirti,
duygu ve bellek koordinasyon merkezleridir (34).
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Dopaminerjik noronlar mezensefalik substantia nigra (SN) ve ventral tegmental alanda
(VTA) bulunurlar. Insanda, bu néronlar, kimyasal o6zellikler ve innerve ettikleri
bolgelere gore, dorsal ve ventral olarak iki sira halinde dizilirler (1). Dorsal néron grubu

“nigrostriatal” ve ventral grup “mezokortikolimbik™ yolaklar1 olustururlar (Sekil-2).

“Mesokortikolimbik™ dopaminerjik sistem ventral tegmental alan, niikleus akkumbens
(ventral striatum), amigdala, medial prefrontal korteks, ventral pallidum ve mediodorsal
talamustan olusur. Bu sistem pekistiri, duygunun kontrolii, dikkat, amaca yoOnelik
davraniglar, motivasyon, sosyal iliskiler, ve algilama ile baglantilidir (1,18,35,36).
Ventral tegmental alanda yerlesimli noronlarin uzantilar1 limbik sistem yapilarina ve
ozellikle niikleus akkumbens’in kabuk (shell) boliimii ve prefrontal kortekse kadar

uzanir (26,37).

Niikleus akkumbens’te sinaptik dopamin iletimi beslenme, igme ve cinsel aktivite gibi
dogal odiillendirici stireclerde oldugu gibi bagimlilik potansiyeli olan ilaglarin
kullaniminda da artis gosterir (22,38). Bu tip maddelerin kronik kullanimi uzun vadeli
adaptasyona yol agan degisiklikleri baglatir. Sonug olarak 6diil sisteminin bozuklugu ve
bunun sonucunda bazi meddelere karsi duyarlilikta azalma ve ayni zamanda diger
maddelere kars1 asir1 duyarliliga neden olur (39,40). Ilaglarin kesilmesinden sonra
ortaya c¢ikan yoksunluk tablosunun NAk deki dopamin salinimindaki azalma ve asetil
kolin salinimindaki artig ile iliskili oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur (41).
Abstinas (Yoksunluk) sonrasi gelisen anksiyetenin nedeninin ventral tegmental alan
(VTA) daki dopaminin azalmasmna bagli amigdaladaki hipoaktivasyon oldugu

diistiniilmektedir (42). Blum ve ark., amigdala ve hipokampustaki dopamin azalmasinin

12



abstinans sonrasi ortaya ¢ikan anksiyete ve siddetli arzu (craving) den sorumlu

oldugunu diisiinmiislerdir (43,44).

y ;
Meso-cortic patway
Meso-limbic patway -

Nigrostriatal patway’

Sekil 2:

Sematik ¢izim dopaminerjik noronlarin olusturdugu nigrostraiatal ve mezokortikolimbik
yolaklarin anatomik lokalizasyonunu gostermektedir. (34)
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Duygudurum yiikseltici ilaglarin klinik etkisi ile NAk deki dopamin salinimi dogrudan
iliskilidir (45). Bunun tam tersi, ratlarda, dopamin reseptorlerini bloke eden ilaglar alkol

kullanimini arttirmistir (46).

“Nigrostriatal” dopaminerjik sistem primer olarak bazal ganglia ile baglantili olup

motor davranis, aligkanliklar1 6grenme, ve kliselesmis davranislart kontrol eder (1,36).

Itici merkezler (aversive centers), dte yandan, genellikle periventrikiiler sistem iizerine
yerlesmis ve GABA (y-aminobutiric acid) ve serotonin ile ¢aligirlar (47).

Insanda zevk uyandiran merkezlerin uyarilmasi ile genel bir keyif, mutluluk, ve
alisilmamis bir iyilik yasanmaktadir. Caydiric1 (aversive) bdolgelerin uyarilmasi ise

anksiyete, tehlike hissi, yalnizlik ve terk edilmislik duygularini ortaya ¢ikarir.

2.4.2- Odiil yoksunlugu sendromu

Odiil sistemi karmasik molekiiler ve hiicresel denge iizerinde kurulmustur (4,48). Bu
dengeyi etkileyen kalitsal kimyasal degisiklikler beyin 6diil sistemini etkileyebilir. Bu
durumda kisinin iyi olma duygusu yerini anksiyete ve 6fkeye birakir. Kisi bu durumu
kompanse etmek ve bu kotii duygulardan kurtulmak i¢in madde kullanimi gibi degisik

arayislara girebilir (44).

Genetik anomaliler, uzun siiren stres veya alkol gibi maddelerin uzun siireli kullanimi

hem insan hem de hayvanlarda anormal arayis problemini yaratmaktadir.
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Blum ve ark. ilk kez 1990 yilinda bir genetik anomali (DRD2 Taql Al aleli) ve
alkolizm ile ilgisini yaymlamislardir (4). Ayni grup aragtirmalarin devaminda DRD2
gen polimorfizminin yanlizca alkol bagimliligi ile degil aym1 zamanda baska madde
bagimlilig1 ve kompiilsif ve impiilsif davranis bozuklugu olan kisilerde de daha yiiksek
oranlarda goriildiigiinii tespit etmislerdir. Alkolizm, madde bagimliligi ve kullanim
bozuklugu, sigara bagimliligi, agir1 yemek yeme ve obezite, ADHD, Tourette sendromu
ve kumar aligkanlig1 bu hastalik grubunu olusturmaktadir. Bu hastaliklarin hepsi ortak
bir noktada bulugsmakta olup, 6diil sisteminin kalitimsal yoksunlugunu dengeleyen

davraniglardir (44,26).

2.5- Dopaminerjik sistem ve beyin odiil sistemi

Dopaminerjik sistem ozellikle 1) motor fonksiyonlari, 2) kognitif fonksiyonlari, 3)
beyin 6diil (reward) sistemi, ve 4) endokrin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde etkin
rolii nedeni ile 6nemsenmektedir (49). Dopamin, serotonin gibi, santral sinir sisteminin
major monoaminerjik transmiteridir. Dopaminerjik ndronlarin bir boliimii motor
fonksiyon ve motive davraniglar diizenler ve dejenerasyonu durumunda ciddi hareket
bozuklugu ile bilinen parkinson hastalig1 ve sizofreni ve benzeri psikoz tablolar1 ortaya

cikar (14).

Beyin odiil sistemi ile giiclii iliskisi ve bagimlilik 6zellige sahip bir ¢ok madde
tarafindan artmasi nedeni ile dopamin en ¢ok arastirilan nérotransmiterdir (1,14,26,50).
Beyinde dopamin saliniminin ddiillendirilecek deneyimlerin hemen baglangi¢ agamasina
denk geldigi bilinmektedir (51). Beklenmeyen bir 6diil ilk denemede gii¢lii bir dopamin

uyarist ile sonlanir. Ancak denemenin tekrart ve 6grenme sonucunda dopaminerjik
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cevap kaybolana kadar giderek azalir. Beklenen 6diiliin yoklugunda dopaminerjik yanit
azalir. Boylece mezensefalik dopaminerjik noronlar beklenen o6diil yoklugunu
sifreleyerek yeni duruma uyum saglar (26,52). Bazal mezolimbik dopamin saliniminda
azalmanin madde arayis1 ve almim tetikledigi degisik yazarlar tarafindan

vurgulanmstir (53,54).

Kokain, alkol, opioidler ve amfetamin gibi bagimlik yapma 6zelligi tasiyan bir ¢ok
maddenin mezolimbik ve mezokortikal dopaminerjik sistem iizerinde etki ederek odiil
ve pekistirmek icin dogal mekanizmalar1 taklit ettikleri bilinmektedir (22,37,55).
Amfetaminler ve kokainin yanisira nikotin, alkol, hipnosedatifler ve opioidler gibi
maddelerin ortaya cikardigi pozitif pekistirici etkileri bu sekilde agiklanabilir (16,23).
Niikleus akkumbens (NAk) lezyonlarinda veya dopamin reseptér antagonistlerin
kullanim1 sonucunda bu maddelerin pozitif pekistirici etkisinin de ortadan kalktig1

bilinmektedir (1,14,26).

2.5.1- Noronal dopamin tasiyicis1 (DAT)

Noronal dopamin tasiyicist (neuronal dopamain transporter = DAT) dopamin geri
almimindan sorumlu presinaptik yerlesimli ve yiiksek afiniteye sahip bir proteindir.
DAT sinaptik ve ekstrasinaptik dopamin diizeyini kontrol ederek 6diil sisteminde ve
aynt zamanda madde bagimlilik ve kullanim bozukluklarinda 6énemli rol oynar (56).
Psikomotor uyarict maddeler: a) DAT’i bloke edip dopamin geri alinimi engelleyerek
(Kokain ve metilfenidat); b) DAT’i tersine calistirarak dopamin saliimi yoluyla

(amfetaminler) dopamin diizeyini arttirip etkilerini gosterirler (57) 58,1).
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DAT 5. kromozomun p15.3 te bulunan SLC6A3 gen lokusu (DAT1) tarafindan kodlanir.
DAT]I, 3 -kodlanmayan bolgesinde (3°-UTR) sayilar1 3 ile 11 arasinda degisen 40 bg lik
VNTR polimorfizmi gosterir (59). 9 ve 10 tekrar en sik goriilen polimorfizmdir ancak
buna bagli DAT fonksiyonunda ilimli denebilecek sekilde degisiklikler goriiliir. Yapilan
in vivo calismalarda DAT polimorfizmine baglhi DAT baglanma yerlerinde artis (60),
azalma (61)veya degisikligin olmadig1 (62) gosterilmistir. DAT proteinin psikostimiilan
ilaglarin etkileri i¢in kilit rol oynamasina karsin yapilan aragtirmalar DAT1 9/10
polimorfizmi ile kokain (63) ve amfetamin (64,65)kullanimi arasinda anlamli ilgi
bulamamiglardir. DAT1 genin 8 intron’unda 30 bg lik 6 tekrar VNTR ¢alismasi kokain

kullanimi ile anlamli ilgisi olan fonksiyonel bir polimorfizm ortaya koymustur (66).

Ayrica DAT1’in 9 tekrar ve fazlasi polimorfizmi kokaine bagli paranoya (63) veya

metamfetamine bagl psikoz (67) ile ilgi oldugu diisiiniilmiistiir.

Kokainin dopamin tastyicist (Neuronal dopamin transporter = DAT) ylizeyinde bulunan
kokain reseptorlerine baglanarak ve dopaminin geri alinimin1 engelleyerek sinaps
araligindaki dopamin diizeyini ve etkinligini arttirmaktadir (68). Dopamin tasiyict geni
inaktive edilen “knock out” farelerin kokainin ve diger stimulanlarin etkisine duyarsiz

olduklar1 tespit edilmistir (69).
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Sekil 3:

PET (Positron Emission Tomography) ¢aligmalarin verilerine dayali sematik ¢izim
sinaptik aralikta dopamin, dopamin reseptorleri, dopamin tastyicisi ve kokain etki
mekanizmasini gostermektedir (34).
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2.5.2- Dopamin reseptorleri

Dopamin reseptorleri, hi¢ sliphesiz, beyin 6diil sistemini uyaran maddelerin patolojik
arayisinda cok kritik bir rol oynarlar (26). Adenilat siklaz aktivasyonu yoluyla hiicre i¢i
transmisyonu saglayan dopamin reseptdrlerin varligi 1970 li yillarin basinda tespit
edilmistir. (49,70-72). Giliniimiizde dopamin icin en az 5 tip reseptér (DRD 1-5)
tanimlanmistir (14). Dopamin reseptorleri G proteine bagl olarak ¢alisan reseptorlerdir

(49).

Dopamin reseptorleri kendi aralarinda D1 benzeri (DRD1 ve DRDS5) ve D2 benzeri
(DRD2, DRD3 ve DRD4) olarak iki ayr1 grupta simiflandirilmistir (14,73). D1 benzeri
grupta DRD1 ve DRDS5 Gs adi verilen bir G proteinine baglanirlar. Gs ise adenilil
siklaz‘i aktive ederek adenozin trifosfatin (ATP) siklik adenozin monofosfata (cAMP)a

doniistiiriilmesini saglar. (14,72,74-76).

D2 benzeri reseptdr grubu (DRD2, DRD3 ve DRD4) adenilil siklaz’i inhibe etme
ozelligine sahiptir (72,77). Bu reseptorler 6zellikle niikleus kaudatus, putamen ve
niikleus akkumbenste yiiksek oranlarda bulunurlar. D1 benzeri reseptorler, D2 benzeri
reseptorlerin tersine, genelde serebral korteks ve hipokampusta bulunurlar ve

antipsikotik ilaglar icin diisiik bir afinitiye sahiptirler (74,75).
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Reseptir Amino asit Kromozom

Alt grubu uzunlugu lokalizasyonu
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Sekil 4:

Dopamin reseptor alt tiplerinin yapisal ve genetik organizasyonunu gosteren sema.
Reseptorlerin 7 hidrofob uzanimlar1 koyu gri ile ve Roma rakamlariyla gosterilmistir.
Intronlarm kodlayan segment iizerindeki pozisyonu V isareti ile Eksonlar ise sayilarla
(1-7) gosterilmistir. DRD4 reseptoriin III. Ekson’un iizerinde VNTR polimorfizm
ozelligi gosteren bolge acik gri rengi ile ayirt edilmistir. (49).

Santral sinir sisteminde hayati rolii nedeni ile dopamin reseptorlerin kodlama sirast
giiclii bir sekilde korunmakta ve polimorfizm ¢ok nadir olarak goriilmektedir (14).
DRD2 Tagl polimorfizmi ilk arastirilan dopamin reseptor gen varyasyonudur (4).

DRD2 nin Tagl polimorfizmi ile dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (ADHD) ile

ilgi bildirilmis (78) ancak diger ¢calismalar bunu desteklememistir (79).

DRD2 gen polimorfizmi ve alkol ile madde bagimliligin ilgisini arastiran bir ¢ok
calisma mevcuttur. DRD2 Tagl ‘A’ RFLP polimorfizmi ve alkol bagimlilig1 arasinda
ilgi saptayan bir ¢ok ¢alisma vardir (4,80-82). Comings ve ark. DRD2 Taql Al aleli ile

madde ve alkol bagimlilig1 arasinda ilgi bulmuslar (83) ve bu alelin ayrica bagimliligin
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siddeti ile ilgisi oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bir meta analiz DRD2 genin Al

alleline sahip olan bireylerde alkolizm riskinin daha fazla oldugunu gostermistir (84).

Noble ve ark. DRD2 Taqgl polimorfizmi ile kokain bagimlilig1 arasinda giiclii bir ilgi
saptamislardir (85). Smith ve ark. birden ¢ok madde bagimlilarinda kontrol grubuna
gore DRD2 alellerin frekansinda artma tespit etmislerdir (86). S6z konusu alel sigara

kullanimi i¢in bir risk faktorii olarak tespit edilmistir (87).

2.5.2.1- Dopamin D3 Reseptorii (DRD3)

DRD3 reseptorii 446 amino asitten olusan bir proteindir (88). DRD2 ve DRD3
reseptorleri yapisal benzerliklerine ragmen birbirinden farkli ve zaman zaman karsit
davranis olgulari ortaya koyarlar (89,90). DRD3 reseptorii beyinde algilama,
duygulanim ve motor fonksiyonlarin kontrol eden merkezlerde yani NAk, VTA,
substantia nigra (SN), limbik bolge ve bazal ganglia’da yaygin sekilde bulunmustur

(88,91-95,).
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Sekil 5:

Dopamin D3 (DRD?3) reseproriiniin kabul edilen topografik 6zelliklerini gosteren sema.
S= Ser; C= Cys. (96)
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DRD3’iin limbik bélgelerinde bulunmasi nedeni ile sizofreni ve baska bir¢ok
noropsikiatrik hastaligin etyolojisinde arastirilmistir (97,98). Dopamin aktivitesinin
kismen sizofreninin patofizyolojisinde etkili oldugu ve hastaligin pozitif
semptomlarindan (hezeyan, haliisinasyon, ve dezorganize davranis) sorumlu oldugu

diistintilmektedir (99,100).

Schmauss ve ark. (101) ve Gurevich ve ark. (102) postmortem ¢alismalarinda, tedavi
olmayan sizofrenik hastalarda, tedavi olan ve kontrol gruba gore yaygin selektif DRD3
reseptor artigi tespit etmigler. Yazarlar antipsikotik ilaglarin belirlenen bolgelerde DRD3
konsantrasyonun tedavi sonucunda azalabilecegini diisiinmiislerdir (102,101).
Farmakolojik calismalar ise bir¢ok antipsikotik maddenin DRD3 reseptorii igin yiiksek

afiniteye sahip olduklarini ortaya koymustur (103).

DRD3’1in hem post-sinaptik reseptor hem de otoreseptor olarak gorev yaptigi
bilinmektedir. Otoreseptor olarak DRD3 dopamin sentezini ve salinimini kontrol eder.
Ayrica dopaminerjik ndronlarin aksiyon potansiyelini degistirerek diisiikk doz dopamin

agonistlerce aktivasyonunu saglarlar (88,93,104,105).

DRD3’iin NAk gibi belli limbik bolgelerde goriilmesi ve etanoliin da 6zellikle bu
bolgelerde dopamin iletimini arttirmasi bunu temel nedenidir (84,104). Dopamin
reseptorleri arasinda DRD3’{in bagimlilik etkisi olan maddelerin ortaya ¢ikardigi

odiillendirici etkide ayricalikli bir rolii oldugu bilinmektedir (88).

Boyce ve ark. deneysel ¢alismalarinda DRD3iin etanol ddiillendirici etkisinde etkili rol

oynadig1 sonucuna varmiglardir (89). Ayrica DRD3’{in mRNA’s1 subtansia nigra ve
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VTa bolgelerinde tespit edilmis ve DRD3 {in burada otoreseptor fonksiyonu oldugu

diistintilmiistiir (88,104,).

DRD3 kokain 6diil etkisinde de 6nemli rol oynadig1 degisik arastirmalarda tespit
edilmistir (106,107). Le foll ve ark. (108) DRD3’ iin kokain sartlanmasini kortikal
diizeyde ayarlayabilecegini diisiinmiistiir. Vorel ve ark. deneysel rat modelinde selektif
dopamin DRD3 reseptor antagonistini (SB-277011) kullanarak madde arayis1 ve
kokaine bagli 6diillendirmeyi inhibe ederek DRD3{in kokain bagimliliginda énemli bir
rol oynadigini gostermislerdir (109). Bu sonuglar dogrultusunda DRD3 agonistleri

beyin 6diil sistemini uyararak kokain bagimliligin tedavisinde kullanilabilir (24).

Staley ve ark. postmortem ¢alismalarinda DRD3 reseptorlerinin bagimlikta ve 6zellikle
kokain bagimliliginda modiilator etkisi oldugunu gdstermislerdir (110). Bu sonuglar
daha once yapilan ¢aligmalar1 (91) destekleyerek DRD3’iin bagimlilikta rolii

olabilecegini bir kez daha vurgulamaktadir.

Dopamin D3 reseptor genin klonlanmasi ¢aligmalarinda 3q13.3 lokalizasyonunda
tanimlanmistir (88,96,111). DRD3 geni i¢in birden fazla polimorfizmi oldugu
bilinmektedir (96). DRD3’iin Ball (Mscl) RFLP polimorfizmi ilk kez Lannfelt ve ark.

tarafindan tanimlanmistir (112).
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Sekil 6:

DRD3 Genin genomik lokalizasyonu (113)

DRD?3 genin birinci eksonunda, Ball restriksiyon enzimini kodlayan bolgede, nokta

mutasyonu sonucunda reseptoriin ekstraselliiler N terminalinde (extracellular N terminal

domain) serin yerine glisin yerlesmesine neden olur (112). Bu mutasyon sonucunda

ortaya c¢ikan reseptdrler mutasyona ugramamis reseptorlere gore dopamin i¢in daha

yiiksek afiniteye sahiptir (114). S6z konusu mutasyon Mendel kanunlarina gére

kodominant olarak aktarilmaktadir (88). DRD3 genin dordiincii intronunda tespit edilen

MspI polimorfizmi diger DRD3 gen varyasyonlar1 arasindadir (115).

DRD3 Geni
1 2 3 4 p=—=D
Birincil RNA Transkripti
~10.3 Kb ~4.6 Kb ~ 9.5Kb ~ 9.5Kb ~ 95
N 1 A2 A 3 A 4 A 5 6
| 1 1 I 1 =

mRNA ;

Vi

Sekil 7:

Vi

Insan DRD3 geni, birincil RNA, mRNA ve reseptdrii gdsteren sema. (108)
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DRD3 reseptoriin Ser9Gly polimorfizmi sizofreninin genetik baglantisi ile ilgili en ¢cok
arastirilan gendir. Ancak bu aragtirmalardan birbiri ile ¢elisen sonuglar elde edilmistir
(98,116). Bircok arastirmaci (117,118) DRD3 Ser9 varianti ile ilgi bildirmis, digerleri
her iki homozigot tipinde (Ser/Ser, Gly/Gly) heterozigotlara gore artis (119)
saptamislardir. Buna karsin bazi yazarlar DRD3 polimorfizmi ile hastalik arasinda ilgi

bulamamiglardir (120).

Staddon ve ark. Ispanya Bask bdlgesinde yasayan 118 sizofrenik ve 162 kontrol
hastada Ser9Gly polimorfizmini arastirmis ve bu polimorfizmin hastalia yatkinlik
tizerine sinerjik veya kombine etkisi oldugunu ortaya ¢ikarmiglar (98). Xuang ve ark.
130 Cinli (Han irkindan) sizofrenik hastada Ser9Gly polimorfizmi dahil DRD3 iin 8
SNPs’ini arastirip buradaki genetik varyasyonlarin bir antipsikotik ilag olan
Risperidone’a olan yanitin1 anlamli sekilde etkilemedigini gostermislerdir (121). DRD3

ile ADHD arasinda anlamli ilgi bulunamamuistir (122).

DRD3 limbik bolgelerde dagilimi nedeni ile madde bagimliligi ile ilgisi agisindan aday
gen olabilecegi disilinlilmiistiir (123). Buna gére DRD3 gen varyasyonlari ve alkolizm
ile ilgisi birgok grup tarafindan arastirilmistir. Sander ve ark. alkol bagimlig: ve Ball
DRD?3 polimorfizmi arasinda iliski bulamamislardir (124). Gorwood ve ark. (84) 2001
yilinda 131 Fransiz asilli (2. nesil) alkol bagimlisi ile ve madde bagimlilig1 hikayesi
olmayan 35 yas iistii 68 kisilik kontrol grubu ile yaptiklari ¢alismada Ball DRD3
polimorfizmi agisindan bir fark gosterememislerdir. Bu ¢alismanin sonuglar1 yazarlarin
1995 yilinda (125) yaptiklari ¢alismay1 desteklemektedir. Higuchi ve ark. Ayni sekilde
Japonyada alkol bagimliligr ve DRD3 polimorfizmi arasinda ilsiki bulamamiglardir

(126).
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Kotler ve ark. Ashkenazi olmayan Israilli eroin bagimlis1 deneklerde DRD?3 ile ilgi
saptanmadigini bildirmislerdir (127). Buna karsin Li ve ark. Cin’in Sichuan bolgesinden
eroin bagimlilarinda yaptiklari ¢alismada DRD3 Ser9Gly polimorfizmi ile bagimlilik
arasinda anlaml ilgi saptamamisglardir (128). Duaux ve ark. tarafindan DRD3 reseptor

geni ile eroin bagimlilig1 arasinda zay1f ancak anlamli ilgi bildirilmistir (129).

Freimer ve ark. Ser9Gly alelin homozigosite frekansi ile kokain bagimlilig1 arasinda
anlamli olmayan bir egilim bildirirken (130) Messas ve ark. 730 kokain bagimlisinda
yaptiklari caligmada 782 kisilik kontrol grubuna gére DRD2 Taql, DRD3 Ball

polimorfizm agisindan anlamli bir fark saptamadiklarini bildirmislerdir (131).

Duaux ve ark. Fransiz opiat bagimlilarinda Ball alel frekansinda artis saptamamustir.
Ancak arastirmacilar bu 6rneklemin bir alt grubunda (yliksek heyecan arayisi skoru)
homozigositede artis bulmus ve bunun genetik yatkinlik olarak yorumlanabilecegini

diisiinmiislerdir (129).

Mental hastalik durumunda madde bagimligi ve DRD3 genetik polimorfizmi de
arastirma konusu olmustur. Krebs ve ark. madde bagimlis1 sizofrenik Fransiz hasta
grubunda homozigot polimorfizmi ve bagimlilik arasinda ilgi saptamis iken (132),
Ballon ve ark. (133) Fransa’nin Karayib Adalari’nda ADHD li hastalarda DRD3 Ball

polimorfizmi ve kokain bagimlilig1 arasinda ilgi bulamamaiglardir.
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2.5.2.2-Dopamin D4 reseptorii (DRD4)

Dopamin D4 reseptorii (DRD4) arastirilan ilk dopamin reseptoriidiir (14). DRD4 geni
yliksek polmorfizmi nedeni ile davranis bilimcileri tarafindan sikca arastirma konusu
olmustur (14,134). DRD4 ile ilgili yapilan genetik ¢alismalar genellikle genin III.
eksonunda VNTR polimorfizmi {izerinde odaklanmigtir. DRD4 genin kisa formu’nun (4
tekrar) sitoplazmik domainlerin birinde 48 bg lik DNA dizini mevcuttur. Buna karsin
geninin uzun formunda bu domain yedi kez tekrarlamaktadir. Genin uzun formu diger
alellere gore reseptdriin baglama kapasitesinde ve baglanma durumunda cAMP
tiretiminde azalma gibi degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (135,136). DRD4
genin promotor bolgesinde (C-521T) SNP polimorfizmi tespit edilmis ve bunun ekson
IIT’in VNTR polimorfizmi ve ayrica reseptoriin ekspresyonu ile baglantili oldugu

diisiiniilmistiir (137,138).

DRD#4 genin polimorfizmi (6zellikle uzun formu) bagimlikta 6nemli rolii olan yenilik
arayisi, disadoniikliik ve impulsivite gibi davranis tipleri ile baglantili oldugu

disiinilmistiir (134,139-141).

Dopamin D4 reseptdrii (DRD4) ekson III polimorfizmi madde bagimliliginda bir risk
faktorii olarak arastirilmis ancak ¢eliskili sonuglar elde edilmistir. Bagimlilikta 6diil
yoksunlugun yant sira yenilik arayisi1 da onemli rol oynamaktadir (14). Dopamin

reseptorleri arasinda en cok DRD4 yenilik arayisi ile ilgilendirilmistir (14,141-143).

DRD4’iin VNTR polimorfizminin madde bagimlilig: ile ilgisini arastiran ¢aligmalardan

celiskili sonuglar elde edilmistir. Comings ve ark. (144)ve Gelernter ve ark. (145) alkol
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ve madde bagimlilig1 ile DRD4 ekson III polimorfizmi arasinda ilgi olmadigini

bildirmislerdir.

Yapilan bazi ¢calismalarda DRD4 ve alkolizm (146,147), veya agir alkoizm tablosu
(148) arasinda ilgi gosterirken diger ¢alismalar (149-152) ilgi olmadigini

gostermislerdir.

Cin (153) ve Israil’de (154) yapilan iki degisik ¢alismada DRD4’{in VNTR
polimorfizmi ile opioid bagimlilig1 arasinda ilgi bulunmustur. Benzer sekilde caligmalar
DRD4’iin uzun alell polimorizmi ve eroin bagimlilig1 ile ilgisini gostermistir (153,155,
156). Bunun disinda Cinli deneklerde DRD4 iin 120 bg lik VNTR polimorfizmi ile
metamfetamin bagimliligi arasinda ilgi bulunmustur (157). DRD4 geni ile kokain
bagimlilig1 arasinda biigiine kadar yapilan tek aragtirma ADHD tanis1 alan bir grup

hastada yapilmis ve ilgi saptanmamaistir (133).

Sizofreni ve DRD4 ekson 3 polimorfizmi arasinda ilgi bulunmaz iken (158-161), bu
polimorfizm ile ADHD arasindaki ilgi pozitif (162-171) veya negatif olarak (144,172-
176) bildirilmistir. Buna ragmen Faraone ve ark. bir metaanalizde ADHD ve DRD4

VNTR polimorfizmi arasinda genelde pozitif ilgi oldugunu saptamislardir (177).
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Chr 11

pl5.5
pl5.d
pl5.2
pls.1
pld.3
pld.l
13
12
pll.2
pll.iz2
gll
glz.l
gl3.l
gl3.2
gl3.g
old.1
old.2
old.3
g2l
gz2.1
q22.3
g23.1
g23.2
q23.3
gzd.1
gzd.2
gzd.3
423

1 4
t

Sekil 8:

DRD4 Genin genomik lokalizasyonu (113)

[

A B

D42 D44 D4AS D4.7 D438 o PAPRLPQDPCGPDCAP

af POl apnel  ofnepel  apnuent . P ATCLIROPCGPDCAP
“E'S‘é oppeg “Egﬁgﬂé D4.9 vp PAPGLPRGPCGPDCAP
Py aPYEPE;  gBnnpeBel o PAPGLPQGPCGPDCAP

-y apug Das afnApeC P PAPSLPQDPCGPDCAP

ol goac  OBMBC  gepsc D410 yu AAPGLPQDPCGPDCAP

oG op;  SPOREC ofneper  aBmpnepeC 50 AAPSLPQDPCGPDCAP
axC apoepC oBBofel 1 AAPGLPRDPCGPDCAP
o Thve PAPGLPQDPCGPDCAP
“"eé CEo PAPGLPPDPCGSNCAP
(v}

Sekil 9:

DRD#4 genin III'lincii eksonunda goriilen VNTR polimorfik varyantlarin sematik ¢izimi.
A) Uzunluklaria gore variantlar B) Degisik 48 bg lik tekrarlarin amino asit dizini C)
DRD4’{in en kisa (D4.2) ve en uzun (D4.10) variantlar1. (178,49).
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III. GEREC VE YONTEM

3.1- Orneklem grubu

Denekler grubu DSM IV kriterlerine uygun olarak madde bagimlisi teshisi konmus olan
her iki cinsten 16-47 yas aras1 126 kisiden olustu. Orneklerin tamami Balikli Rum
Hastanesi Anatolia kliniginden hastalarin aydinlatilmig rizalar ile elde edildi (Bkz
Aydinlatilmis Riza Formu Ek 2). Kontrol grubu birbirleri ile akrabalik iligkileri
olmayan 16-71 yaslar1 arasinda her iki cinsten saglikli 100 kisiden olustu. Denek
grubunu olusturacak kisilerin sigara kullanimi dahil (179,180), herhangi bir

bagimliliklarinin olmamasina 6zen gosterildi.

Gerek denek (181) gerekse kontrol grubu Ek 3 te goriilen anket formundaki sorulari
yanitlayarak calismanin sosyodemografik verilerinin olugsmasini sagladi. Y&ntemin
uygulanmasinda kullanilan kimyasal, ara¢ gereg¢ ve ¢ozeltilerin 6zellikleri Ek 4 te

gosterilmistir.

3.2- Kandan DNA c¢ekitlemesi

Deneklerden DNA c¢ekitlemek iizere antikoagiilanli (EDTA) 10 cc kan alindi.

Kandan DNA, silika temelli ve kelatlastirici recine temelli ¢cekitleme yontemi ile

cekitlendi. Cekitlenen DNA analiz giiniine kadar —20 derecede bekletildi.
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3.2.1- Kelatlastirici recine temelli yontem asamalari

8.

9.

1,5 mmlik mikrosatrifiij tiiptine 1000 pL steril distile su kondu. Buna 100 pL

kan eklendi

ornek tiip alt iist edildi ve oda sicakliginda 30 dk. siire ile inkiibasyona birakildi.

Bu siire igerisinde 5 dakikalik araliklarla tiip yine alt iist edildi.
10,000 xg de 3 dakika boyunca 6rnekler santrifiij edildi.

Pelet birakild1 ve siipernatant uzaklastirildi.

%35°1ik 200 puL Chelex ¢ozeltisi eklendi.

Karisim 30 dakika siiresince 56 °C da inkiibe edildi.

10 saniye boyunca yliksek hizda vorteks yapildi.

Ornekler 100 derecelik su banyosunda 8 dk. inkiibe edildi.

10 saniye boyunca yliksek hizda vorteks yapildi.

10. 10,000 xg de 3 dakika boyunca 6rnekler santrifiij edildi.

3.2.2- Silika temelli cekitleme yontem asamalari

1.5mL'lik tiibe 0.5mL kan 6rnegi kondu. 3000rpm, 4°C'de 3dakika santrifiij
edildi. Ust faz uzaklastirilds.
0.8mL TBP tamponu eklendi ve vortkekslendi. 3000rpm 3dakika santrifiij
edildi. Ust faz uzaklastirilds.

Ikinci adim tekrar edildi.

0.5.mLTBM tamponu eklendi ve yliksek siddetle vortekslendi. 3 uL. Proteinaz K

eklendi ve 55°C 30 dakika inkiibe edildi.
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10.

11.

12.

Tam ¢6ziilme goriilmedigi taktirde 5000rpm'de 2 dakika boyunca santrifiij
uygulandi. Ust faz alinarak {istiine 260 uL mutlak etil alkol eklendi.
Karisim EZ-10 kolonuna aktarildi. 8000 rpm'de 1 dakika santrifiij yapildi.
Toplama tiibiindeki sivi uzaklastirildi.

500 pL yikama soliisyonu eklendi ve 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiijlendi.
Yikama agsamasi tekrar edildi.

Toplama tiibiindeki s1vi uzaklastirildi. Yikama soliisyonunun kalintilarinin
tamamen uzaklastirilmasi i¢in 8000rpm'de 1 dakika santrifiij uygulandi.
Kolon 1.5mL'lik steril tiibe yerlestirildi. Kolon membranina 50 pL. Eliisyon
Tamponu uygulandi. Tip 37°C'de 2 dakika inkiibe edildi.

DNA'nin kolondan alinmasit amact ile 10.000 rpm'de 1 dakika santrifiij yapildi.
Orneklerin gekitlemesi tamamlandiktan sonra +4°C de analiz giiniine kadar

saklandi.

3.3- DRD3 lokusunun amplifikasyonu

DNA amplifikasyonu ortalama 100 nanogram DNA ile ger¢eklestirildi. PCR {iriinlerinin
kalitesinin saptanmasi amaci ile tirlinler asagida belirtildigi tizere, kiiglik su alt1 agaroz

jel elektroforezine tabi tutuldu ve etidium bromiir ile goriiniirlestirildi.

- Kullamlan Primerler (112)

f-Primer: 5 GCT CTA TCT CCA ACTCTC ACA 3

r-Primer: 5’AAG TCT ACT CAC CTC CAG GTA 3’

PCR dongii parametreleri:
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Inkiibasyon: 95 °C de 6 dakika

92 °C de 1 dakika

56°C de 1 dakika ——F—» 35 siklus

72°C de 1 dakika

Son uzama 72°C de 8 dakika.

- PCR karisimi:

dNTP + tampon karisimi 2.5uL
BSA 1uL
f-Primer Ims
r-Primer lulL
Taq DNA Polimeraz (5 i/pL) 0.5uL
Steril distile su 14 uL

20 pL hazirlanan karisima 5 pL. 6rnek eklendi ve toplam 25 pLlik hacimde PCR

reaksiyonu gerceklestirildi.

3.4- DRD4 lokusunun Amplifikasyonu

DNA amplifikasyonu ortalama 100 nanogram DNA ile ger¢eklestirildi. PCR {iriinlerinin

kalitesinin saptanmasi amaci ile tirlinler asagida belirtildigi tizere, su alt1 agaroz jel

elektroforezine tabi tutuldu ve etidium bromiir ile goriiniirlestirildi.
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Kullanilan Primerler

f-Primer: 5> GCGACT ACGTGG TCT ACTCG ¥’

r-Primer: 5S’AGG ACC CTC ATG GCCTTG 3’

- PCR dongii parametreleri:

Inkiibasyon: 99 °C de 1 dakika

95 °C de 1 dakika

58 °C de 1 dakika —T> 40 siklus

72 °C de 1 dakika

Son uzama 72°C de 4 dakika.

- PCR karisimi:

dNTP + tampon karisimi
BSA

f-Primer

r-Primer

Taq DNA Polimeraz (5 i/pL)

Steril distile su

2.5uL
lulL
1.2uL
1.2uL
0.25uL

13.85uL

20 pL hazirlanan karisima 5 pL. 6rnek eklendi ve toplam 25 pLlik hacimde PCR

reaksiyonu gerceklestirildi.
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3.5- PCR iiriinlerinin su alt1 agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmesi:

1. 10 x TBE stok ¢ozeltisi hazirlandi.

2. Stok ¢ozeltiden aliman 50 mL ye 950 mL stril distile su eklenerek 1000 mL 0.5
xTBE c¢ozeltisi elde edildi.

3. Cozeltiden 50 mL ye bir gram agaroz eklendi ve 2 dakika boyunca mikrodalga

firinda kaynatildi.

4. Jel karigiminin dokiiliip sogumasindan sonra drnekler 6x bromofenol blue boyast

ile (5 uL BB + 5 pL 6rnek) karistirilip yiiklemeye hazir hale getirildi.
5. Ornekler ile birlikte phiX174 DNA/Hae III markeri yiiklendi (5 uL BB + 5 uL
marker).

6. Ornekler 20 dakika boyunca 100 voltta elektroforeze tabi tutuldu.

3.6- DRD3 PCR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz yontemi ile kesimi:

SNP polimorfizminin belirlenmesi amaci ile PCR {irtinleri Ball enziminin izosizomeri

olan Mlsl enzimi ile asagida belirtilen karisim yolu ile kesimi gerceklestirildi:

- Kesim karisim

PCR 06rnegi 10pL
Stril distile su 18uL
10xR tampon soliisyonu 2ul
MisI (5 U/uL) 2ul
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Karigim PCR iirtinlerine eklendikten sonra kisa bir santrifiij yapildi ve 37°C da 4 saat

boyunca inkiibe edildi.

3.7- DRD3 Kesim iiriinlerinin su alt1 Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ve

tiplenmesi:

1. 10 x TBE stok ¢ozeltisi hazirlandi.

2. Stok ¢ozeltiden alinan 50 mL ye 950 mL stril distile su eklenerek 1000 mL 0.5
xTBE ¢ozeltisi elde edildi.

3. Cozeltiden 50 mL ye bir gram agaroz eklendi ve 2 dakika boyunca mikrodalga
firinda kaynatildi.

4. Jel karigiminin dokiiliip sogumasindan sonra drnekler 6x bromofenol mavisi ile
(5 uL BB + 5 pL 6rnek) karistirilip yiiklemeye hazir hale getirildi.

5. Ornekler ile birlikte phiX174 DNA/Hae I1I markeri yiiklendi (5 uL BB + 5 uL

marker).

Ornekler 30 dakika boyunca 100 voltta elektroforeze tabii tutuldu.

Elektroforezin bitiminde DRD31in iki olas1 aleli tiplendi: 304bg¢ uzunlugunda olan Alel

1(Ser-9) ve 206b¢ ve 98 b¢ uzunluklarinda olan iki parcadan olusan Alel 2 (Gly-9). Her

iki alelde polimorfik olmayan bir bolgeden kaynaklanan 111bg¢ ve 47b¢ uzunlugundaki

parcalar goriildii.
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3.8- DRD4 Polimorfizmi i¢in Poliakrilamid jelin hazirlanmasi

Bu calismada 33 Cm x 17 Cm x 0.4 mm (33x42x0.4) boyutlarinda dikey denatiire

poliakrilamid jel asagidaki protokole uygun sekilde hazirlandi.

l.

2.

Uzun ve kisa cam plaklar %95’lik etanol ile yikandi ve kagit havlu ile silindi.
Kisa cam plakaya taze hazirlanmig bind silane ¢6zeltisinden 45 pl konarak
yayildi.

Bind silane ¢6zeltisinin kurumasi i¢in 5 dakika beklendi. Kuruduktan sonra 2-3
kez %95°1ik etanol ile yikand1 ve kurutuldu.

Her iki cam yiizeyinin birbirine temas etmemesine 6zen gosterildi.

Uzun camin uzun kenarlarina 0.4 mm kalinliginda ayristirict bant kondu. Kisa
cam uzun cam lizerine oturtuldu. Kiskaglarla her iki cam, koselerden ve
kenarlardan sikistirildi.

Akrilamid ¢ozeltisi (%8) 0.2 mikronluk filtre ile stiziildii.

Filtre edilmis akrilamid ¢ozeltisine 20ul TEMED ve %10’luk amonyum
persiilfattan 200 pl eklendi.

Cozelti, iki cam plaka arasina hava kabarcigi olusmasina izin verilmeyecek
sekilde dokiildii.

Plakalar diizlemde 30° a¢1 olusturacak sekilde yerlestirildikten sonra kuyucuklu
tarak 20 takildi.

Bu sekilde 2 saat polimerizasyon igin bekletildi.
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3.9- Poliakrilamid jel elektroforezi

1. Jel polimerize olduktan sonra kiskaglar ¢ikartildi. Camlar deiyonize su ile
1slatilmis kagit havlu ile temizlendi.

2. Tarak jelden ¢ikarilarak kuyucuklarin olusumu gozlendi.

3. Elektroforezin iist ve alt tank boliimleri 0.5 xXTBE tamponu ile dolduruldu.

4. Diizenegin kisa cami tampon tank bolmesine bakacak sekilde elektroforeze
yerlestirildi.

5. 0.5 x TBE ile doldurulmus bir enjektd yardimiyla kuyucuklar yikandi.

3.10- Ornek hazirlama ve yiikleme

1. Etiketlenmis 0.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 2pl 6x yiikleme tamponu ve 4pul
tiriinii 2 PCR protokolune ait iiriinler konuldu.

2. Ayniiglem, PCR {iriinii yerine standart konarak gergeklestirildi.

3. Yukaridaki sekilde hazirlanmis 6rnekler, 1s1 dongii cihazina yerlestrilerek 95°C
de 4 dakika denatiirasyon yapildi.

4. Denatiirasyondan hemen sonra 6rnekler iizerine yerlestirildi.

5. Jel kuyucuklar1 0.5x TBE ike yeniden yikandi.

6. Kuyucuklara her 6rnekten 5 pl yiiklendi.

7. Her lig-dort 6rnekten sonar bir standart yiiklendi.

Yiikleme isleminin 20 dakikadan az olmasina 6zen gosterildi.
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3.11- Elektroforez

1. Yikleme islemi tamamlandiktan sonra ayni1 elektriksel kosullarda 200 voltta 2 saat
elektroforez stirdiiriildii.
2. Aymni jel lizerinde birden fazla yiikleme yapilacagi zaman yiiklemeler 30 dakika ara

ile yapildi.

3.12- Giimiis boyama

1. Elektroforez tamamlandiktan sonra elektroforez tampon bolmelerindeki tampon
bosaltildi.

2. Jel diizenegi elektroforezden ¢ikartildu.

3. ki cam plaka sivri uglu pens yardimiyla birbirinden ayrildi. Jel kisa cam
tizerinde kaldu.

4. Jel bir tepsi icine yerlestirildi ve sirastyla Tablo 3’te beliritlen ¢ozeltiler iginde

belirtilen stirelerce bekletildi.
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Tablo 3:

Glimiis boyama i¢in kullanilan ¢ézeltiler ve bekletilme siireleri.

COozelti Sure
1 Nitrik asit (%1) 3 dakika
2 Deiyonize su 30’ar saniyeden 3 kez
3 Glimiis nitrat ¢ozeltisi (%2) 20 dakika
4 Deiyonize su 1’er dakikadan 3 kez
5 Sodyum bikarbonat Aleller goriilene kadar
6 Asetik asit (%10) 5 dakika
7 Deiyonize su 2 dakika

3.13- istatistik analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 13.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL) kullanimi ile

gerceklestirildi. Bulgular Hardey-Weinberg dengesine uyum agisindan incelendi.

Cokluklar arasindaki ilgi z istatistigi kullanimi ile yapildi. Kullanilan formiiller Ek 5 de

goriilmektedir.
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IV- BULGULAR

Caligmaya dahil edilen bagimlilar grubu DSM-IVR kriterlerine gore Balikli Rum
Hastanesi Anatolia Kliniginde bagimli tanisi almis ve tedavi edilen 14’1 kadin (%11,1)

122’si erkek (%88,9) 126 madde bagimlisindan olustu.

Calismamizda oncelikle deneklerin sosyodemografik yonden incelenmesi
gerceklestirildi. Bulgular tablo 4-7 arasinda sunulmaktadir. Deneklerin kullanilan
maddelere gore dagilimi ile aile bagimlilik gegmisi tablo 8-9 arasinda sunulmaktadir.

Alkol ve sigara bagimlilar1 bu ¢alismaya dahil edilmemistir.

Kontrol grubunu yaglar1 16 ile 71 arasinda degisen (ortalama 33.18), 34 kadin ve 66

erkek, bagimlilik ve mental hastalik anamnezi olmayan goniillii olusturdu (Tablo 18).

Tablo 4: Deneklerin cinsiyet dagilimi

Siklik %
Kadin 14 11,1
Erkek 112 88,9
Total 126 100,0
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Tablo 5: Deneklerin medeni durumu

Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %
Bekar 62 49,2 49.6 49,6
Evli 53 42,1 42,4 92,0
Bosanmais 8 6,3 6.4 98,4
Ayr1 yastyor 1 0,8 0,8 99,2
Dul 1 0,8 0,8 100,0
Total 125 99,2 100,0
Bilinmeyen 1 8
Total 126 100,0
Tablo 6: Deneklerin egitim diizeyi
Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %
Egitimsiz 1 0,8 0,8 0,8
[lkokul 47 37,3 37,9 38,7
Lise 58 46,0 46,8 85,5
Universite 15 11,9 12,1 97.6
Lisans
Y .Lisans 3 2.4 24 100,0
Total 124 98,4 100,0
Bilinmeyen 2 1,6
Total 126 100,0
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Tablo 7: Deneklerin mesleki durumlarina gore dagilimai.

Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %

Vasifsiz Isci 11 8,7 8,8 8,8
Vasifli Isci 15 11,9 12,0 20,8
Ozel Sektor Calisant 33 26,2 26,4 472
Ogrenci 4 3,2 3,2 50,4
Profesyonel 3 2,4 2.4 52,8
Hicbiri (Issiz) 29 23,0 23,2 76,0
Diger 30 23,8 24,0 100,0
Total 125 99,2 100,0
Bilinmeyen 1 0,8

Total 126 100,0
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Tablo 8: Deneklerin kullandiklar1 maddeler (her madde igin)

Kullanilan Madde Siklik %
Esrar

Evet 65 51,6

Hayir 61 48,4
Eroin

Evet 91 72,2

Hayir 35 27,8
Afyon

Evet 3 2.4

Hayir 123 97,6
Diger Opiatlar

Evet 4 3,2

Hayir 122 96,8
Kokain

Evet 30 23,8

Hayir 96 76,2
Metamfetamin

Evet 3 2,4

Hayir 123 97,6
Ekstazi

Evet 19 15,1

Hayir 107 84,9
Barbituratlar

Evet 1 0,8

Hayir 125 99,2
Benzodiazepinler

Evet 14 11,1

Hayir 112 88,9
Haliisinojenler

Evet 1 0,8

Hayir 125 99,2
Ugucular

Evet 6 4.8

Hayir 120 95,2
Diger Maddeler

Evet 1 0,8

Hayir 125 99,2




Tablo 9: Deneklerin tek veya birden fazla kullnaimi

Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %
Esrar 7 5,6 5,6 5,6
Eroin 34 27,0 27,0 32,5
Diger Opiatlar 2 1,6 1,6 34,1
Kokain 4 3,2 3,2 37,3
Metamfetamin 1 0,8 0,8 38,1
Benzodiazepinler 1 0,8 0,8 38,9
Ucucular 3 2,4 2.4 41,3
Birden Fazla Madde Kullanimi1 74 58,7 58,7 100,0
Total 126 100,0 100,0
Tablo 10 : Ailede bagimlilik varlig.
Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %

Evet 13 10,3 11,1

Hayir 104 82,5 100,0

Total 117 92,9

Bilinmeyen 9 7,1
Total 126 100,0
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Tablo 11: Denek grubunda DRD3 polimorfizm sonuglari ( 1=Ser , 2=Gly )

Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %
1/1 58 46,0 46,0 46,0
1/2 52 41,3 41,3 83,7
2/2 16 12,7 12,7 100,0
Total 126 100,0 100,0

Tablo 12: Eroin kullanan bagimlilarda DRD3 polimorfizm sonuglar1 ( 1=Ser , 2=Gly )

Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %
1/1 44 48,4 48,4 48,4
1/2 31 34,1 34,1 82,4
2/2 16 17,6 17,6 100,0
Total 91 100,0 100,0

Tablo 13: Eroin kullanmayan bagimlilarda DRD3 polimorfizm sonuglar1 ( 1=Ser,

2=Gly)
Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %
1/1 14 40,0 40,0 40,0
1/2 21 60,0 60,0 100,0
Total 35 100,0 100,0
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Tablo 14:

Kokain kullanan bagimlilarda DRD3 polimorfizm sonuglari ( 1=Ser , 2=Gly )

Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %
1/1 20 66,7 66,7 66,7
1/2 8 26,7 26,7 93,3
2/2 2 6,7 6,7 100,0
Total 30 100,0 100,0

Tablo 15: Kokain kullanmayan bagimlilarda DRD3 polimorfizm sonuglar1 ( 1=Ser,

2=QGly)
Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %
1/1 38 39,6 39,6 39,6
1/2 44 45,8 45,8 85,4
2/2 14 14,6 14,6 100,0
Total 96 100,0 100,0
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Tablo 16: Tek veya birden fazla madde kullananlarda DRD3 polimorfizm sonuglari (

1=Ser , 2=Gly )
Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %

Esrar 1/1 2 28,6 28,6 28,6
172 5 71,4 71,4 100,0

Total 7 100,0 100,0
Eoin 1/1 7 20,6 20,6 20,6
1/2 13 38,2 38,2 58,8
2/2 14 41,2 41,2 100,0

Total 34 100,0 100,0
Diger opiatlar 1/1 2 100,0 100,0 100,0
Kokain 171 1 25,0 25,0 25,0
172 3 75,0 75,0 100,0

Total 4 100,0 100,0
Metamfetamin 172 1 100,0 100,0 100,0
Benzodiazepinler 1/2 1 100,0 100,0 100,0
Ugucular 171 1 33,3 33,3 33,3
1/2 2 66,7 66,7 100,0

Total 3 100,0 100,0
Birden fazla 1/1 45 60,8 60,8 60,8
madde kullananlar 1/2 27 36,5 36,5 97,3
2/2 2 2,7 2,7 100,0

Total 74 100,0 100,0
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Tablo 17: DRD3 polimorfizminin farkli madde kullananlarda goriilme sikliklar1 (1=Ser

, 2=Gly)
1 2

Total 0,667 0,333
X=0,64367

Kadin 0,643 0,357
X=1,99908

Erkek 0,670 0,330
X=0,11029

Total Eroin kullanim 0,654 0,346
X=5,57393

Total Kokain kullanimi 0,800 0,200
X=0,83335

Sadece Esrar kullanimi 0,643 0,357
X=5,09153

Sadece Eroin kullanimi 0,397 0,603
X=1,37986

Sadece Diger op. kullanimi1 1 0
X=0

Sadece kokain kullanimi 0,625 0,375
X=1,81576

Sadece metamfetamin kull. 0,500 0,500
X=1

Sadece benzodiazepinler kull. 0,500 0,500
X=1

Sadece ugucu kullanimi 0,667 0,333
X=0,75077

Birden fazla madde kullanimi 0,791 0,209
X=0,76864
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Tablo 18: Kontrol grubunun cinsiyete gore dagilima.

Siklik %
Kadin 34 34,0
Erkek 66 66,0
Total 100 100,0

Tablo 19: Kontrol grubunda DRD3 polimorfizm sonuglari ( 1=Ser , 2=Gly )

Siklik % Gegerli % Kiimiilatif %
1/1 46 46,0 46,0 46,0
1/2 43 43,0 43,0 89,0
2/2 11 11, 11, 100,0
Total 100 100,0 100,0
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V-TARTISMA ve SONUC

Molekiiler genetik incelemeler, giiniimiizde, madde bagimlilig1 konusunu en temel
diizeyde, ‘insan geninde’ inceleyebilecek konuma gelmistir (4). DNA inceleme
teknikleri gelistikge genlerle ¢esitli davranis bozukluklar1 arasinda ilgi kurma
calismalar1 da hiz kazanmistir (182,183). Davranis genetiginin temelini olusturan
kavramlardan biri, belirli genler ve ¢esitli davranis bozukluklari arasinda iligki
kurmaktir. Molekiiler genetikte iliski (associaition) belirli bir hastalik veya durum
nedeniyle arastirilan ve birbiriyle genetik bagi olmayan bireylerde istatistiksel olarak

anlamli bulunan genetik varyantlari tespit etmek anlamina gelmektedir (184).

Insan davranis genetigi bilimi insanlarda genetik ve ¢evresel faktorlerin kisisel bazda
davranis farkliliklari tizerindeki etkilerini arastirir. Bu alanda yapilan ilk ¢aligmalarda
genetik anomaliler ve alkol bagimlilig1 arasinda anlamli iliski bulunmustur (4). Daha
sonraki caligmalarda bu iliskinin alkol bagimlilig1 disinda diger bagimlilik ve kompulsif
ve impulsif bozukluklarla da kurulabildigi gosterilmistir. Giinlimiizde alkolizm, madde
bagimliligi, sigara bagimliligi, asir1 yemek yeme ve obezite, ADHD, Tourette sendromu
ve kumar aligkanlig1 gibi bir ¢ok patolojik durum genetik variantlarla iligskilendirilmistir.
Biitiin bu patolojik durumlarin beyinde néronlar ve transmiterler tarafindan ortaya
konulan ve beyin 6diil sistemi (Reward system) olarak adlandirilan bir biyolojik

sistemde olusan dengesizlik nedeni ile ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (18, 25-30)

Beyinde “Odiil* sistemi ilk kez 1950°1i yillarda James Olds un yaptig1 ¢alismalar
strasinda bulunmustur (27,28). Odiil sistemin temel gérevi, “iyi olan her seyi

odiillendirmek ve kot olan her seyi cezalandirmak™ olarak tanimlanmustir. Bu sistem
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yemek ve su alimi, cinsel faaliyet, saldirganlik vs. gibi bir ¢ok temel davranig bigiminde
onemli rol oynamaktadir (26). Odiil mekanizmasi temel olarak Limbik sistem, Globus
Pallidus ve N. Akkumbens gibi derin beyin yapilarindan olusan néronal devrelerden
meydana gelmektedir (31,26). Bu devrelerin ¢alismasi birden fazla nérotransmiter
sistemine baglidir. Bunlar basta dopamin olmak iizere katekolamineler, serotonin,
opioidler ve nor-epinefrin’dir. Ozellikle N.Akkumbens’ten salgilanan dopaminin bu

sistemde kilit rol oynadig1 degisik yazarlar tarafindan belirtilmistir (32,47,33,26).

“Qdiil yoksunluk sendromu” olarak tanimlanan biyolojik tablo sonucunda bireylerin
bagimlilik ve diger psiko-patolojik davranis tiplerine maruz kaldig iddia edilmis ve bu

mekanizmay1 saglayan noronal yollarinda gelisen anomalilerle tanimlanmustir.

Gliniimiizde madde bagimliligt ile ilgili yiiriitiilen bir ¢ok arastirma beyin 6diil
sisteminin norobiolojik temelini hedeflemektedir. Madde bagimliligi ile ilgili olarak
yogun olarak dopamin reseptdr genleri incelenmektedir (185). Bazi arastiricilar DRD2
ve benzeri dopamin reseptor genlerin polimorfizmi ile aralarinda alkolizm, madde
bagimliligi, ve Tourette sendromu gibi hastalik gruplarinda anlamli bir siklikla
rastlandigini bildirmekte ancak diger bir grup arastirict s6z konusu hastaliklarin

multigenik orijinli olduklarindan, bunun tamamen tersi bir yorum yapmaktadir (186).

Popiilasyon genetigindeki tamamen farkli goriislerin varligi bir ¢ok nedene bagh
olabilir. bunlarin arasinda: a) seg¢ilen denek sayis1 ve 6zelligi; b) incelenen
popiilasyonun 6zelligi; baglica nedenler oldugu diisiiniilmektedir (187-189). Ciddi
anlamda ¢eliskili bulgularin tartisildigi bu konuyu 6zellikle ¢ok biiytik titizlikle secilmis

bir denek grubu ile gergeklestirmeyi amagladik. Bu yolla hatali denek se¢imi
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parametresini agsmis olmay1 ve son derece ilging olan madde bagimlis1 ve genetik
yatkinlik konusunu incelemeyi hedefledik. Calismada DRD3 ve DRD4 {in genetik
polimorfizmini saptayarak bagimli olmayan kontrol grubu ile karsilastirdik. Ancak
bagimlilik genetigi cercevesinde bulgu degerlendirmesine gidildiginde her durumda
etkisinden s6z etmemiz gereken bir ¢evre faktorii s6z konusudur (190) Bu nedenle
yaptigimiz ¢alismanin sosyodemografik verilerden bagimsiz diisiiniilmesi miimkiin
degildir. Denek grubunun cinsiyeti, egitim diizeyi, medeni durumu ve mesleki durumu

incelenmis olup veriler tablo 4-10 arasina goriilmektedir.

Denekler genel anlamda degerlendirildiginde grubumuzun %89 unun erkek oldugu
saptanmistir (tablo 4). Literatiirde denek gruplarina bakildiginda bu oranin farkl
oldugu, kadinlarin ¢ok daha yiiksek oranda madde kullandiklar1 bildirilmektedir. Bu
durumda 6rneklemimizin sagliksiz oldugu kanisina varilmasi s6z konusu olabilir.
Ancak bulgularimiz genel Tiirkiye verileri ile karsilastirildiginda bu oranin genel
anlamda tutarli oldugu anlagilmaktadir. Yiincii ve arkadaglarinin 2006 yilinda yaptiklar
calismada madde kullanan erkek oram %88.5 olarak bildirilmektedir (191). Ulkemizde
kadin madde kullananlarin gergekten az mi1 oldugu yoksa genel olarak bilinen
‘gizlenme’nin mi s6z konusu oldugu tartisilabilir. Rehabilitasyon amaci ile bir klinige
yatabilecek kadar desifre olabilecek kadinlarin sayisinin az olmas1 muhtemeldir. Ancak
bu konu bu tez kapsaminda tartigilmayacaktir. Esasen cinsiyet yiizdelerinin
incelenmesinin farkli bir amaci vardir. Konumuzla ilgili yapilmis olan literatiir
taramasinda, bir ¢alismada hi¢ beklenmeyen bir sekilde polimorfik sikliklarin kadinlar
ve erkekler arasinda farklilik gosterdigi bidirilmektedir. Bu savin tartigilabilmesi amaci
ile 6rneklem grubumuzda kadin ve erkekleri birlikte ve ayr1 ayr1 degerlendirmeye aldik.

Bu nokta ile ilgili tartisma polimorfik sikliklarin tartisildigi kisimda aktarilacaktir.
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Yas dagilimi agisindan bu ¢aligmaya dahil edilen kisilerin yas aralii (16-47) ve yas

ortalamasi (31,57) literatiirden farkli degildir.

Kisilerin biiyiik bir ¢gogunlugunun evli oldugu goriilmektedir. %42 oraninda evlilik,
kisilerin sosyal agidan yozlagsmis olmadiklar1 anlamina geldigini diistindiirebilir (Tablo
5). Ayni1 zamanda tablo 7’de goriildiigii izere denek grubumuzu olusturan kisilerin
sadece %231 issiz oldugunu ifade edilmektedir. Deneklerin %28.2 si 6zel sektor
calisan1 %3.2 si ‘profesyonel’ olarak vasiflandirilan (doktor, miithendis, hukukcu gibi)
meslek grubuna dahildir. Bu da sosyal statii sahibi kisilerden olugsmus bir grup

inceledigimiz anlamina gelebilir.

Deneklerin egitim diizeyi tablo 6’da goriilmektedir. Veriler incelendiginde
egitimsizlerin oraninin %8, yiiksek 6grenime sahip olanlarin oraninin %15 oldugu
goriilmektedir. Lise mezunlarinin oraninin % 46.8 olmasi, ¢alistigimiz grubun oldukga
0zel bir grup oldugunu gostermektedir. Bu durum denek grubumuzun 6zel bir
hastanenin bagimlilik tedavi merkezinden kaynaklanmasi ile iliskilendirilebilir. Daha
ileride tartisacagimiz tizere bu durum farklilasmis bir sosyal statii ve dolayisi ile ¢evre

anlamina gelmektedir.

Kullanilan madde degerlendirmesinde (tablo 8 ve 9) en ¢ok kullanilan maddenin % 72.2
oraninda eroin, daha sonra %51.6 ile esrar, %23.8 ile kokain, %15 ile ekstazi , % 11
benzodiazepin, %2.4 metamfetamin, % 0.8 barbitiirat ve %4.8 ucucular oldugu
goriilmektedir. Oranlarin %100’e tamamlanmamasinin nedeni deneklerin birden fazla
maddeyi ayn1 zamanda kullantyor olmalari1 nedeni iledir. Birden fazla maddeyi kullanan

deneklerin oran1 % 58.7 iken sadece tek medde kullanim1 seklinde bakildiginda eroin %
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65 oraninda birinci durumdadir. Bulgular Tiirkiye verileri ile karsilagtirildiginda
oranlarm benzerlik gdsterdigi anlasilmaktadir. ilgi ¢ekebilecek diger bir bulgu ailenin
gecmisinde bagimlilik olup olmadigidir. Tablo 10°da da goriildiigii gibi ailede bagimlilk
hikayesi % 10 oranindadir. Literatiire gore diisiik sayilabilecek bu oran denek

grubumuzun 6zel durumuna baglanabilir.

DRD 4 polimorfizmi ¢aligmamizda her ne kadar yontem oturtma deneylerimiz basari ile
tamamlanmis ise de deneklerimizin tamamini tipleyebilecek diizeyde kimyasal madde
tilkenmesi nedeni ile calisma gerceklestirilememistir. Yontemin standardize edilmesi ve
veri eldesi gere¢ ve yontemler boliimiinde ifade edildigi sekildedir. Tekrarlanabilir ve
giivenilir sonuglar elde edebilmek ¢ok uzun siire ve ayirag tikketimine neden olmustur.

Calismanin bu boliimii ile ilgili siklik saptanmasi ek bir proje halinde gelistirilecektir.

Dopamin DRD 3 polimorfizmi ile ilgili verilerimiz degerlendirildiginde genel olarak
bulgularimiz madde bagimlilar1 grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
gostermemistir (Tablo 19). Bulgularimiz literatiir bulgulari ile karsilastirildiginda biiytik
bir ¢ogunlukta uyum goriilmektedir. Soyle ki: Li ve ark. Cin Sichuan bolgesinden eroin
bagimlilari ile yaptiklari calismada DRD3 Ser9Gly polimorfizmi ile bagimlilik arasinda
anlamli fark saptamamislar (128) ayni sekilde Ballon ve dig (133) Fransa’nin Karayib
Adalari’nda ADHD li hastalarda DRD3 Ball polimorfizmi ve kokain bagimliligi
arasinda ilgi bulamamiglardir. Brezilya da Messas ve arkadaglar1 (131) tarafindan 2005
yilinda 730 kisilik bir denek grubu ile yapilmis olan bir ¢aligmada denek ve kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamis ve sonug degerlendirildiginde gerekce

olarak birincil dncelige ¢evre faktorii konmustur. Latin Amerika’da kokain kullanimi1
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sosyal olarak yaygin bir ger¢ek oldugundan bunun 6zel beyin 6diil sistemi ile

iliskilendirilmesi dogrudan gecerliligini yitirmektedir.

Ozel olarak incelemek gerekirse ¢alisiimis 126 bagimlinin DRD3 A1 gen siklig1 0.66
oranindadir. Bu siklik kontrol grubu ve diinya literatiirii ile uyum icerisindedir. DNA
diizeyinde bir polimorfizmin esasen kadin ve erkek arasinda farklilik géstermesi
beklenen bir durum degildir. Oranlarin benzer olmasi genetik kanunlarin bir geregidir.
Ancak yapilan literatiir taramasinda bir ¢calismada kadin ve erkek denekler arasinda
anlamli bir siklik farki oldugu bildirilmektedir (131). Bu nedenle bizler kadin ve erkek
deneklerimizin sikliklarini ayr1 ayri hesaplayarak karsilagtirdik. Elde edilen veriler tablo
17°de de goriilecegi lizere anlaml1 bir fark gostermemektedir. Bu da genel teori ile

uyumlu bir sonugtur.

Deneklerimiz genel olarak bagimlilarda oldugu iizere biiyiik bir cogunlukta birden fazla
madde kullanmaktadirlar. Bu nedenle degerlendirmemiz kullanicilar ayri ayri
gruplandirmak seklinde oldu. Tablo 12-17 arasinda goriilecegi lizere en biiylik grubu 91
kisi ile eroin kullanicilart olugturmaktadir. Unutulmamalidir ki bu grup sadece eroin
kullanmay1p beraberinde baska madde kullananlar1 da dahil etmektedir. Bu gruba
kiimtilatif bakildiginda polimorfik sikliklarin farkli olmadig goriillmektedir (A1=0.654).
Ancak bunun hemen sonrasinda sadece eroin kullanip baska maddeler kullanmayan
grubumuzda anlaml bir sekilde polimorfik sikliklar A2 lehinedir. Bu bulgu ¢ok ciddi
anlamda bir ilgi gostermektedir. Sadece eroin kullanan bagimlilarda A2 sikliklarinin bu
denli yiiksek olmasi temel sav lehinde bir veridir. Bu tiir bir ilgiye baska herhangi bir
maddede rastlayamadik. Buna karsin denek sayisinin ¢ok kii¢iik olmasi (35) verimizin

giivenirligini ciddi anlamda diistirmektedir. Bundan sonra incelenen tiim maddelerin
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bagimliliklarinda Hardy-Weinberg dengesine uyum goriilmiis ve sikliklar agisindan

kontrol grubundan anlamli bir fark bulunamamustir.

Duaux ve arkadaglar1 calismamiza benzer bir arastirmada DRD3 reseptor geni ile eroin
bagimlilig1 arasinda zayif ancak anlamli bir ilgi bulmuslardir (129). Ancak Kotlr ve ark.
Ashkenazi olmayan Israilli eroin bagimlis1 grubunda DRD3 ile ilgi saptayamamuislar
(127). Yazarlar denek sayisi, ve olgu degerlendirme seklini bu sonuglarin beklenen
sonuc¢lara uymamasindan sorumlu olabilecegini diisiinmiiglerdir. Genel olarak aile
temelli ilgi ¢alismalari, daha biiyiik 6rneklem grubu, ve daha ¢ok polimorfizmin bir

araya getirilerek ¢aligilmasi bu sorunlari ortadan kaldirabilir.

Bizim ¢aligmamizda ise 6zel olarak calismanin sonuglarini etkileyen ve siirlayan
nedenler sdyle siralanabilir: Orneklem grubunun belli kisilerin hizmet alabilecegi 6zel
bir saglik kurusundan toplanmasi (selection bias), bu kurulusa bagvuran bagimlilarin bir
grubunun yliksek sosyoekonomik siniftan oldugu i¢in ¢aligmaya katilmak istememsi,
desifre olmaktan korktuklari i¢in ¢alismaya katilmak istememesi bu sonuglari etkileyen

ve sinirlayan nedenler arasindadir.

Yukaridaki nedenlerden dolay1 kan 6rneklerinin yaklasik 30 aylik bir siire i¢inde
toplanmasi ve bu nedenle bazi1 6rneklerin tasinma, saklama ve islemler sirasinda zarar
gormesi nedeni ile giivenilir bulunmayip ¢alismaya dahil edilmemesi, sonug olarak
kiictik bir 6rneklem grubu ile ¢alismanin yapilmasi bunlarin da kullandiklart maddeler

acisindan heterojen bir grup olmalar1 sonuglari etkilemistir.
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Sonug:

Madde kullanimi bir su¢ olduguna gore temel strateji bu sugun dnlenmesini saglamak
veya bunun i¢in modeller gelistirmektir. Madde bagimliligini 6nlemek amaciyla
kullanimi1 yasaklamak (eron, kokain,vs..) veya yiiksek vergiler uygulayarak erisimi
zorlastirmak (sigara ve alkol) gibi 6nlemler yanlizca bagimlilar1 degil biitiin toplumu
etkilemektedir. Bu tiir 6nleme ¢alismalar1 genel ve rastgele yapilmaktansa, yiiksek risk
tastyan gruplara odaklanir ise daha basarili olabilir. Caligmalar topluma gore daha
yuksek bagimlilik riski tastyan daha kii¢lik bir gruba odaklanir ise hem para ve insan
giiciinden tassaruf edilir hem de 6nleme ¢alismalarimiz daha basarili olabilir. Bu amagla
oncelikle yliksek risk tagiyan insanlar1 saptamak gerekir. Risk gruplarini saptamak icin
cesitli teknikler mevcuttur. Tip dallarinda koruyucu genetik tetkikler olarak bilinen
tarama yontemleri madde bagimliligina yatkin olan kisilerin belirlenmesi i¢in de
kullanilabilir. Caligmamizin temelini olusturan dopamin reseptdr polimorfizmi bu tiir
bir dnleme programinin bir pargasini olusturabilir. Eroin bulgularimizda oldugu gibi bu
tiir bir 1lgi s6z konusu ise A2 tipindeki insanlar odak grubumuzu olusturabilir. Ancak bu
tip genetik testlerin genellikle tek bir genin sorumlu oldugu durumlarda daha etkin
oldugu bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda oldugu gibi bir¢cok genin ilgili oldugu
durumlarda genotip ¢aligmalarin verdigi bilgiler yeterli olmaz (5,192-194). Bir ¢ok
stipheli genin kombinasyonu ortaya ¢ikarmak i¢in daha ¢ok insanin taramadan gegmesi
gerekir.Ayrica tarama testlerinin maddi boyutlar ve etik yanlar1 g6z 6nilinde
bulunduruldugunda ancak etkin tedavi yontemlerinin uygulanabilindigi durumlarda bu
tip ¢aligmalar1 izah etmek miimkiindiir. Ayrica bu testlerin yaratabilecegi etik ve adli
sorunlar, kisilerde yaratabilecegi psikolojik etkiler ve toplum anlayisint da unutmamak

gerekir. Sadece gergek anlamda bir toplumsal farkindalik programi gelistirildiginde ve

59



buna benzer bir program devlet politikasi igerisine dahil edilirse ancak o zaman gercek

anlamda degerli olabilecek bu tiir tarama testleri kabul edilebilir bir hal alir.
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OZET

Madde bagimliligi, 6diil yoksunlugu, kompiilsif davranis ve engelleyici kontrol
mekanizmalarin yetersizligi ile karakterize mental bir hastaliktir. Bagimlilik alaninda
norobilim ve genetik ¢alismalarin bir boliimii risk altinda olan bireyleri belirleyerek

tedaviden ziyade bagimliligi 6nlemeyi amaglamaktadir.

Bagimlilik genetigi ¢aligmalar1 bagimliliga yatkinliktan sorumlu olabilecek (aday)
genlerin belirlenmesini amaglamaktadir. Diger popiilasyon genetigi ¢alismalarda oldugu
gibi bagimlilik genetigi calismalar1 da Tiirkiye’de de yapilmali ve degisik alellerin

siklig1 bulunmalidir.

Bu ¢alisma dopamin DRD3 ve DRD4 reseptorlerinin madde bagimlilig ile ilgisini
saptamasini amaclamistir. Calismamizda DSM 1V kriterlerine uygun olarak madde
bagimlisi teshisi konmus olan her iki cinsten 16-47 yas aras1 126 kisiden olusan denek
grubu ile birbirleri ile akrabalik iligkileri olmayan 16-71 yaslar1 arasinda her iki cinsten

saglikli 100 kisiden olusan kontrol grubu dahil edilmistir.

DRD4 polimorfizmi ¢alismasinda yontem oturtma deneylerimiz tamamlandi ancak
cesitli nedenlerden dolay1 calisma gerceklestirilememistir. DRD3 polimorfizm
caligsmalar1 tamamlanarak elde edilen sikliklar Hardy-Weinberg dengesine uyum

acgisindan literatiir verileri ile karsilagtirilmistir.

Calismamizda DRD3 polimorfizmi agisindan denek grubu ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel agidan anlamli fark bulunamamaistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 6rneklem
grubunun kii¢iik olmasi1 ve 6zel bir saglik kurulusundan toplanmasindan etkilendigini
diisiiniirek caligmanin daha genis ve se¢ilmemis denek grubu ile tekrarlanmasini

onermekteyiz.



Summary

Drug addiction is characterized by impairment of reward, compulsive behavior and
inhibitory control deficits. The aim of neuroscience and genetic studies in the field of

addiction is to prevent this complex syndrome by identification of individuals at risk.

Addiction genetics studies are focused on identifying the candid genes responsible for
the disease. However, studies performed in different populations reveal different and
sometimes conflicting results. Similar to other population genetic investigations,
addiction genetic studies aiming candid genes should be performed in Turkish

population too.

In this study we aimed to determine the association of dopamine DRD3 and DRD4
receptor gene polymorphism and drug addiction. Patient group included 126 addicts
according to DSM 1V criteria from both sex with their age between 16-47, the results
were compared to 100 helthy individuals with no history of addiction of any kind and

no family ties.

Due to some technical reasons DRD4 polymorphism studies could not be completed
despite the establishment of methodology. The DRD3 polymorphism studies were
completed, the frequencies were tested with Hardy-Weinberg equilibrium and compared

to the literature.

According the results of the present study there were no statistically significant
difference in DRD3 polymorphism between the patient and control groups. As the small
sample number and selection bias may be responsible for these results, investigation

with larger sample of unselected patients is recommended.
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Ek-2: Aydinlatilmis Riza Formu

T.C.
Istanbul Universitesi
Adli Tip Enstitiisii

Dopamin D3 ve D4 reseptor gen varyasyonlar: ve madde bagimlihg ile
ilgisinin saptanmasi

adl1 proje icin
AYDINLATILMIS RIZA FORMU

Projenin Amaci

Madde bagimlilig: ile ilgili olarak yogun olarak incelenen DNA bdlgeleri dopamin reseptdr genleridir.
Alt1 dopamin reseptoriinden 6zellikle D3 ve D4 dopamin reseptorlerindeki polimorfizmi ile madde
bagimlilig1 arasinda ilgi oldugu diisiiniilmektedir. Bazi1 arastiricilar dopamin D3 ve D4 reseporlarin
allelerinin, aralarinda alkolizm, madde bagimliligi ve Tourette sendromu gibi hastalik gruplarinda anlamli
bir siklikta rastlandigini bildirmekte ancak diger bir grup arastirict sézkonusu hastaliklarin multigenik
orijinli olduklarindan, bunun tamamen tersi bir yorum yapmaktadir. Bu tiir rastlanma sikliklarinin toplum
yapisina gore de farklilik goésterdiginden Tiirkiye popiilasyonunda bir siklik arastirmasina gidilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada sdzkonusu gen sikligini saglikli bir popiilasyonda, dogru bir
orneklem grubu ile gergeklestirmeyi amagladik.

Bu uygulamada elde edilecek olan bulgular, tiimii ile anonim kullanilacaklardir.

Bu proje Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Yénetim Kurulu'nun 20 Ocak 2004
tarihli oluru ile uygulanmaktadir.

Katkilariniz i¢in tesekkiir ederiz.
Calismaya katilmayi kabul ediyorum

Ady, soyadi

Imza



EK 3: Madde Bagimlilig1 ve Popiilasyon Genetegi Calismasi

Anket Formu [AD/TUR/02/GO2 sayili proje kapsaminda BM Uysturucu ve Sug
Ofisi (UNODC) madde kullanimi kiiresel degerlendirme programi anket formundan

uyartlmistir] (181)

Calisma NO:
1. Yas:
2. Cinsiyeti: 0O, Kadin
3. Dogum yeri:
4. Annesinin dogum yeri:
5. babasmin dogum yeri:
6. Egitim diizeyi: O, Egitim gérmemis

O, Universite (lisans)

7. Medeni durmu:

Bekar, hi¢ evlenmemis A Evli
Dul Os  Diger

8. Mesleki Durumu
Vasifsiz is¢i O, Vasiflt isci
Ozel sektor calisant O, Ogrenci
Higbiri O, Diger

9. Kullandigr madde

Madde Tipi a)

Hic

kullanilmis m

Hayir
0
1.1 Esrar (Marihuana, hasis)
1.2 Eroin
1.3 Afyon

1.4 Diger Opiyatlar (Aldolan,
Fentanil, Morfin vb.)
(belirtiniz)

1.5 Kokain

1.6 Metamfetamin
1.7 Ekstazi

1.8 Barbituratlar

1.9 Benzodiazepinler
(belirtiniz)

1.10 Hallusinojenler (LSD,
PCP)

1.11 Ucucular (tiner, bali,
uhu vb.)

1.12 Diger (belirtiniz)

O, Erkek

O, [lk okul mezunu s Lise
[JsY.Lisans s Doktora
0, Bosanmusg 0, Ayriyastyor [y
O, (belirtiniz)
O, Memur (kamu ¢aligan1) | O
Os Profesyonel (mithendis, | Oy
doktor, hukukgu vb.)
O (belirtiniz)
b) c)
ik Son 12
kullanim ayda kullamlmis
yasi m
Evet Hayir Evet
0 1

10. Ailesinde baska madde bagimhis1 var mi1? Belirtiniz:

11. Simdiye kadar hangi maddeler i¢in tedavi gordiiniiz?



Esrar (Marihuana, hasis) 0, Eroin O,

Afyon O, Diger Opiyatlar (Aldolan, Fentanil, O,
Morfin vb.,belirtiniz)

Kokain s Metamfetamin s

Ekstazi Tipi O, Barbituratlar g

Benzodiazepinler (belirtiniz) Oy Hallusinojenler (LSD, PCP vb.) Oy

Ucucular (tiner, bali, uhu, uhu vb.) O,, | Diger (belirtiniz) O,

12. Herhangi bir madde sorunu nedeniyle ilk kez ka¢ yasinda tedavi gordiiniiz?

L] Yasinda

13. Toplam olarak, hayatiniz boyunca ka¢ kez madde sorunlar1 nedeniyle tedavi gordiiniiz?
(Su anki tedavinizi saymayiniz)

L0 kez



EK-4: Calismada kullanilan arag, gere¢ ve kimyasallarin listesi

1- Kimyasal maddeler

Akrilamid

Agaroz

APS ( Amonyum Persulfat)

Bind Silane

Borik asit

BSA (Bovine Serum Albumin)

EDTA

Etil alkol (% 95)

Etil alkol (% 70)

Etidyum bromiir

Glasiyal Asetik Asit

Sodyum hidroksit

Tris baz (Tris hidroksi metil amino metan)
TEMED (-N,N,N,N tetra metil etilen diamin)

Yiikleme tamponu 6x

2- GERECLER

Buzdolabi

Derin dondurucu

DNA dongii cihazi (PCR)

Etuv

Mikro santrifiij

Otomatik pipet seti

Vorteks-Mikser

Santrifiij

Dikey akrilamid jel elektroforezi gii¢c kaynagi
Dikey akrilamid jel elektroforezi cihazi
Hassas terazi

Su alt1 agaroz jel elektroforezi gli¢ kaynagi

Sigma
LB Agaroz
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Metis
Sigma
Sigma

Sigma

Sigma

Bosch Active no frost
Bosch Active no frost

Techgene Techne

ThermolEC micromax
Finnpipette
Elektro-mag M16
ThermolEC micromax
Stratagene

CBS Scientific Co
Sartorius

Labnet Power Station 200



Su alt1 agaroz jel elektroforezi cihazi Apollo

3- TAMPONLAR VE COZELTIiLER

10X TBE (Tris-Borik asid- EDTA tamponu (pH 8.3)
107.8 g Tris baz

7.44 EDTA

55 g borik asid

Deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.

Akrilamid : bis (19:1,%40)
380 g akrilamid,
20 g bis akrilamid.

Deiyonize su ile 1 litreye tamamlandl.

Amonyum Persiilfat (%10)
0.5 g amonyum persiilfat
5 mL deiyonize su

500 ml hacimlere boliinerek 1.5mL’lik tiiplere aktarildi, -20 C®de saklandi.

Asetik Asit (%10)
100 ml asetik asit

Deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.

Giimiis nitrat cozeltisi (%2)
2 g glimiis nitrat

Deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.

0,5x TBE
100 ml 5x TBE, distile su ile 1 litreye tamamlandi

Akrilamid :Bis Akrilamid (19: 1)(%40)
380 mg akrilamid
20 mg bis akrilamid.

Deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.



EK-5: Kullanilan istatistiksel baglantilar

Beklenen deger hesabi
AlAl p°N

A1A2 2pgN

A2A2 ¢°N

Siklik hesabi

0= 2A1A1+ AlA2
2N

q= 2A2A2+ AlA2
2N

Hardey Weinberg dengesi

p+q=1

x* = ©-B G: Gozlenen degerler B: Beklenen degerler N: Denek sayisi

PI-P2

\/Pl(l ~P) _ P2(1-P2)
N N




