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TRIPTOFAN HIDROKSILAZ GEN POLIMORFiZMiNiN iSITSEL OLAYA iLISKIN BEYIN
POTANSIYELLERINE ETKISI *

Tolgay ERGENOGLU, Gonca COSKUN, Hiiseyin BEYDAGI, H. Yasemin KESKIN,
Mehmet Emin ERDAL, Tamer DEMIRALP

Background and Design.- Serotonin (5-HT) which is synthesized from tryptophan with tryptophan hydroxylase
enzyme is an important neurotransmitter in the central nervous system. Tryptophan hydroxylase (TPH) is the
initial step and rate-limiting enzyme in the synthesis of serotonin. Present study investigated whether A218C
polymorphism on the seventh intron that is caused by adenin-cytosine transition of TPH gene has an effect on
auditory event-related potentials (ERP). Forty-eight healthy male volunteers participated in this study. N100, P200
and P300 potentials elicited with auditory oddball and novelty paradigms. Subjects were grouped according to the
A218C polymorphism of TPH gene identified using the PCR method. The differences in amplitude, latency and
topographic distribution of ERPs between the genotype groups were tested with repeated measures ANOVA.

Results.- The latency of the P200 in response to the oddball targets was longer in C/C genotype than in the A/C
genotype group (p=0.007). There was also a trend for longer P200 latencies obtained with the novel stimuli of the
novelty paradigm for the C/C group (p=0.079).

Conclusion.- Our results suggest that differentiation in serotonergic activity that results from TPH gene
polymorphism may alter auditory ERPs.

Ergenoglu T, Coskun G, Beydagi H, Keskin H.Y, Erdal E.M, Demiralp T. The effect of tryptophan hydroxylase
gene polymorphism on auditory event related brain potentials. Cerrahpasa J Med 2005; 36: 194-199.

lektroensefalogram (EEG) temelli

bir yéntem olan Olaya Iligkin Potan-

siyeller (OIP’ler), tekrarlayan uya-

ranlar ve bu uyaranlarin iglenmesi ve
baglantili biligsel 6devler sirasinda EEG’de or-
taya c¢ikan degisimleri yansitirlar.'> OiP’ler,
yiiksek bir zaman ¢dziimlemesine sahip olma-
lar1 nedeniyle duyusal isleme, dikkat ve calis-
ma bellegi gibi biligsel siireglerin fizyolojik
temellerini ve dinamiklerini incelemede yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Ancak OIP’lerin bi-
reyler arasinda biiylik degiskenlik géstermesi,
hem saglikli kontrol hem de hasta gruplarinda
karsilastirmalart  giiglestirmektedir.” OIP’ler,
yas, cinsiyet, aglik-tokluk, sicaklik gibi fizyo-
lojik faktorlerden ve bireyin dikkat ve motivas-
yonu gibi psikolojik faktorlerden etkilendikleri
bilinmektedir.”> Ayrica aile bireylerinde ve
ikizlerde yapilan calismalar ¢ok sayida genetik
faktoriin EEG ve OIP’lerdeki fenotipik degis-
kenlige katkida bulundugunu gostermisler-
dir.*” Fakat genom ve OIP’ler arasindaki bu
iliskide rol alan genetik faktdrlerin neler oldu-

gu heniiz tam olarak tespit edilememistir. Son
yilarda yapilan ¢aligmalar nérotransmiter sis-
temlerindeki gen polimorfizmlerinin beyin is-
levlerini etkileyebilecegini ve davranigsal bir
takim sonuglar dogurabilecegini gdstermekte-
dir.* Beyinde kritik norotransmiter yolaklarmi
etkileyen bu tip gen varyantlarn bireyler arasin-
daki elektrofizyolojik degiskenligin 6nemli
kaynaklarindan biri olabilir.

Triptofan hidroksilaz enzimi ile triptofan-
dan sentezlenen serotonin (5-HT), merkezi si-
nir sisteminde yaygin olarak bulunan &nemli
bir norotransmitterdir. Ponsta bulunan dorsal
rafe c¢ekirdegindeki noéronlardan kortekse ve
limbik yapilar kapsayacak sekilde beyine ge-
nis bir dagilim gosterirken, medullada bulunan
ventral rafe cekirdegindeki ndronlardan ise
medulla spinalise dogru projeksiyonla yayilim
gosterir.”

Triptofan hidroksilaz (TPH), serotonin sen-
tezinin baglangic ve hiz kisitlayict basamagidir.
TPH enzimi, 11. kromozomda lokalize olan
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11p15.3-p14 gen bolgesi tarafindan kodlanir.'
TPH geni iizerinde yapilan ¢aligmalarda bu gen
bolgesinde 12 tane polimorfizm tanimlanmis-
tir.'"! TPH A218C polimorfizmi 7. introndaki
218. pozisyonundaki adenin—sitozin doniisii-
mii ile ortaya ¢ikan tekli niikleotid degisim po-
limorfizmidir. TPH A218C gen polimorfizmi-
nin major depresyon, sizofreni, intihar girigimi,
agresyon, 0fke ve serotoninle ilgili davranigla-
rin diizenlenmesiyle iligkili oldugu 6ne siirtil-
mektedir.'*"* Bu ¢alismada, TPH A218C gen
polimorfizminin OIP’ler {izerine olan etkileri-
nin arastirilmasi amaglanmustir.

YONTEM ve GEREGLER

Elektroansefalogram kayitlarinin  alindigi
denek grubu; calismaya goniillii olarak katilan
hepsi saglak ve yas ortalamalari 21.62+1.72
olan 48 saglikli erkekten olusuyordu. Denekler
norolojik veya psikiyatrik rahatsizligi olmayan
saglikli tip fakiiltesi Ogrencileriydi. Kayaitlar,
elektromanyetik ve ses izolasyonu bulunan
2.5x3x3 m boyutlarinda hafif¢e aydmlatilmis
bir odada alindi. EEG uluslararas1 10/20 siste-
mine gore Oz, O1, 02, Pz, P3, P4, Cz, C3, C4,
T3, T4, Fz, F3, F4, Fpl, Fp2 bolgelerine yer-
lestirilen toplam 16 elektrod bolgesinden her
iki kulak memesindeki elektrodlarin ortalamasi
referans alinarak unipolar olarak kaydedildi.
Kayit dncesinde tiim elektrod direnglerinin 30
kQ’un altinda olmasina dikkat edildi.

Calismada isitsel oddball paradigmasi ve
yenilik (novelty) paradigmasi kullanildi. Odd-
ball paradigmasinda standart uyaranlar 1000
Hz, hedef uyaranlar ise 2000 Hz frekansinda
saf seslerdi. Toplam uyaranlarin (300) %20’ini
olusturan hedef uyaranlar rastgele olarak veril-
di. Yenilik paradigmasinda standart (%60) ve
hedef (%20) uyaranlara ilave olarak %20 sik-
likla képek havlamasi, cam kirilma sesi, ¢iglik
sesi gibi farkli ve yeni (novel) uyaranlar rast-
lantisal olarak verildi. Uyaranlar arasi siire 2 sn
idi. 75 desibel (dB) siddetindeki sesler ozel
olarak elektromanyetik yalitimi yapilmis olan
bir kulaklik (Sony MDR-CD 350) araciligiyla
uygulandi. Deneklerden her iki paradigmada
da sadece hedef uyarani duyduklarinda sag isa-
ret parmaklari ile bir diigmeye basmalar1 isten-

di. Deneklerden parmak hareketlerinin takibi
icin elektromiyografi (EMG) ve goz hareketle-
rinin takibi i¢in elektrookiilografi (EOG) kaydi
alindi. Nihon Kohden Neurofax 4421 serisi 21
kanalli EEG cihazimin biyoelektrik ytikseltici-
lerinde giiclendirilen sinyaller analog-sayisal
cevirici kart araciligryla 256 Hz 6rnekleme hi-
ziyla bilgisayarin hard diskine off-line analiz
icin aktarildi. Calismaya katilan deneklerden
deoksiriboniikleik asit (DNA) izolasyonu i¢in
7-8 ml vendz kan alinarak, 1 ml %2’lik etilen-
dimetil tetra asetik asit (EDTA) i¢eren, 15 ml’-
lik santrifiij tliplerine konuldu. DNA izolasyo-
nuna kadar -20°C’de saklanan bu kanlardan
tuz gtliéktiirme yontemiyle DNA izolasyonu ya-
pildi.

Calismamizda triptofan hidroksilaz geninin
A218C polimorfizmi incelendi. 1024 bp’lik
tekli niikleotid degisimi olan bu polimorfizm
icin belirlenen primerler (Forward 5° TTC
CAT CCG TCC TGT GGC TGG TTA 3’ ve
Reverse 5° TTT GAA CAG CCT CCT CTG
AAG CGC 3”) kullanilarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu-Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (PCR-RFLP) ydntemiyle gen
bolgesi ¢ogaltildi.'>'7 Amplifiye edilen gen
bolgesinin uzunlugunu saptamak i¢in agaroz
jel elektroforez teknigi kullanildi. Elde edilen
PCR iiriinleri UV 15181 altinda Vilber Lourmat
jel sistemiyle goriintiilendi. Inceledigimiz tekli
niikleotid degisimini taniyan Nhe I kesici en-
zim kullanilarak alel tespiti yapildi. Kesme is-
lemi sonunda A aleline sahip gen bolgeleri ke-
silmezken C aleline sahip gen bolgeleri kesildi.
Orneklere ait 1024 bp hizasinda tek bir bant
varsa A/A; 1024bp, 660 bp ve 364 bp hizasin-
da ii¢ bant varsa A/C; 660 bp ve 364 bp hiza-
sinda iki bant varsa C/C olarak genotiplendir-
me yapild.

Caligmaya katilan 48 denekten 16 kanaldan
kaydedilen 1.5 sn’lik EEG dilimlerinin artefakt
eliminasyonu yapildiktan sonra N100, P200,
P300 (P3a ve P3b) tepelerinin genlik ve latans-
lar1 olgiildii. Elde edilen veriler genotip grubu
(A/A-A/C-C/C), antero-posterior dagilim (Fz-
Cz-Pz-Oz) ve lateral dagilim (sol-orta-sag)
faktorlerini iceren yinelenmis Ol¢iimler igin
ANOVA testi ile analiz edildi. Yinelenmis 61-
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¢limler i¢in serbestlik derecelerine Greenhou-
se-Geisser diizeltmesi uyguland:. Istatistiksel
sonuglar, orijinal serbestlik dereceleri, F deger-
leri ve anlamlilik degerleri ile verildi.

BULGULAR

Genotip analizi sonucunda c¢aligmaya kati-
lan bireylerden 8 tanesinin A/A (% 16.7), 22
tanesinin A/C (% 45.8) ve 18 tanesinin C/C (%
37.5) genotipinde oldugu saptandi.

Sekil 1. TPH geni A218C polimorfizminin AA, AC ve
CC genotipine sahip deneklerin oddball paradigmasinin
hedef uyaranlarina yanitlarinin biiyiik ortalamalarinda
orta hat frontal, santral ve pariyetal kanallarda gzlenen
N100-P200 kompleksi. Ozellikle fronto-santral bolgede
P200 latanslarinin AA-AC—CC genotipleri i¢in gittikce
uzadig1 goriilmektedir. P200 latansindaki farklar
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.006).

ODDBALL -HEDEF UYARAN

---------- AC

cC

100 200

Oddball paradigmasinda beklendigi gibi
standart uyaranlara kars: elde edilen OIP’lerde
N100-P200 dalgalar1 gozlenirken, hedef uya-
ranlara karsi olusan OIP’lerde ise bunlara ek
olarak pariyetal orta hatta maksimuma ulasan
P300 dalgas1 elde edildi. Novelty paradigma-
sinda ise standart ve hedef uyaranlara kars1 ay-
n1 yanit paterni elde edilirken, novel uyaranlara
kars1 ise N100-P200 kompleksine ek olarak
fronto-santral yayilimli P3a dalgasi elde edildi.
Her iki paradigmanin tiim uyaran tiplerine kar-
st elde edilen N100, P200, P300 ve P3a yanit-
larinin tepe genlik ve latanslar1 gruplar arasin-
da karsilastirildiginda, her dort dalganin gen-
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liklerinde anlamli fark saptanmamuistir. Latans-
lar incelendiginde ise her iki paradigmadaki
hedef uyaranlara kars1 elde edilen P200 latans-
lar1 haricinde anlamli bir fark saptanmamustir.

Sekil 2. TPH geni A218C polimorfizminin AA, AC ve
CC genotipine sahip deneklerin yenilik paradigmasinin
hedef uyaranlara yanitlarinin biiyiik ortalamalarinda
orta hat frontal, santral ve pariyetal kanallarda elde edilen
N100-P200 kompleksi. Ozellikle fronto-santral bolgede
P200 latanslarni AA-AC—-CC genotipleri i¢gin gittikce
uzadig1 goriilmektedir. P200 latansindaki farklar trend
diizeyinde (p=0.079) olmakla birlikte oddball
paradigmasindaki bulguyu desteklemektedir.

YENILIK PARADIGMASI -HEDEF UYARAN

[T Ti]

100 200

Sekil 3. TPH A218C polimorfizmine gére siniflandirilan
A/A (n=8), A/C (n=22) ve C/C (n=18) genotipli
deneklerde oddball paradigmasindaki hedef uyaranlara
karsi elde edilen P200 yanitlarinin latans degerleri. C/C
grubunun P200 latans1 A/C grubundan anlamli olarak
daha uzundu (p=0.007).
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Oddball paradigmasindaki hedef uyaranlara
kars1 elde edilen P200 latanslarinda gruplar
arast anlamli fark bulunmustur (F (2,45)=5.81,
p=0.006). Post hoc analizler, CC grubunun
P200 dalga latansinin, AC grubundan anlamli
olarak uzun oldugunu gostermistir (p=0.007)
(Sekil 1 ve 3). C/C ve A/C genotipli gruplar
arasindaki bu latans farki, li¢ uyaran paradig-
masindaki hedef uyaranlar i¢in de trend diize-
yinde gozlenmistir (F (2,45) = 2.68, p=0.079)
(Sekil 2). AA grubunda P200 latansinin AC
grubundan daha kisa olmasia karsin AA-AC
ve AA-CC karsilastirmalarinda anlamli fark el-
de edilmemesinin sebebi AA grubuna diisen
denek sayisiin diisiikliigii olabilir.

TARTISMA

Serotonerjik sistemin depresyon, anksiyete,
obsesif kompulsif bozukluk, psikoz, sizofreni
gibi bilissel siireclerin etkilendigi bir¢ok psiki-
yatrik bozuklukla iligkili oldugu gosterilmis-
tir.'>'*2° Beyin sapimin orta hattinda yerlesmis
olan rafe c¢ekirdeklerindeki serotonin igeren
ndronlardan beynin bir¢ok bolgesine projeksi-
yonla iletilirler. Ozellikle primer isitsel korteks
yogun serotonerjik innervasyonlar alir.” Sero-
toninin beynin birgok bolgesine yaygin dagili-
mi ve biligsel siiregleri etkileyen patolojik ko-
sullarla olan iliskileri, serotonerjik sistemi etki-
leyebilecek genetik polimorfizmlerin bireyler
arast OIP degisikliklerini agiklamada yardimci
olabilecegini diisiindiirmektedir.

TPH A218C gen polimorfizminin C alleli
ve C/C genotipi intihar davrams1'?, kisilik bo-
zukluklarinda diirtiisel agresif davranislar” ve
sizofreni' ile iliskili bulunmustur. TPH
A218C polimorfizminin serotonerjik sistem
izerine etkisi heniiz bilinmemektedir. Hasta-
larda ve saglikli kontrollerde yiiriitiilen pek ¢ok
caligsma, impulsif, agresif davranig ve intihar
egiliminin'*'*"**° merkezi sinir sisteminde
azalmig serotonerjik aktivite ile iligkili oldugu-
nu gostermistir. Bu bulgulardan, dolayli olarak
C alleli yada C/C genotipinin diisiik serotoner-
jik aktiviteye neden olabilecegi diisiiniilebilir.

P200 potansiyelinin temel olarak uyaranla-
rin niteliklerinin tespiti ve ayirt edilmesini yan-

sittigl diisiiniilmektedir.”’ Calismamizda C/C
genotipine sahip grupta, her iki paradigmadaki
hedef uyaranlara karsit P200 latans1 uzun bu-
lunmustur. Bu bulgu, TPH polimorfizminin se-
rotonerjik sistem araciligiyla P200 potansiyeli
iizerine olan etkisinin 6zellikle aktif uyaran ay-
riminin  gerektigi kosullarda belirginlestigini
gostermektedir. TPH gen polimorfizmine bagl
olarak bireylerin serotonerjik sistem aktivite-
sindeki olusabilecek farkliliklarin, uyaran ayri-
mu siirecini etkileyerek P200 latansinda degi-
simlere neden olabilecegi goriilmektedir. Galli-
nat ve ark serotonin tranporter geni promoter
bolgesindeki bir polimorfizmin merkezi seroto-
nerjik ndroiletiyi yansittigi diistiniilen N100/
P200 kompleksinin siddete bagimliligini etki-
ledigini gostermislerdir.”” Isitsel korteksin yo-
gun serotonerjik inervasyon aldigi géz oniinde
bulunduruldugunda, serotonerjik sistemi etkile-
yen bu tiir gen polimorfizmlerinin duysal isle-
mede degisimlere neden olabildigi agiktir.

Sonuglar; OIP’lerde bireyler arasinda goz-
lenen farklarin bir kisminin temel ndrobiyolo-
jik yapiy1 olusturan genetik polimorfizmlerden
kaynaklandigin1 gostermektedir. TPH ile ilgili
incelenen polimorfizm bu baglamda &zellikle
uyaranin ayirt edilmesi siirecini yansitan P200
potansiyelinin latansini etkilemekte ve normal
bireyler arasinda anlamliliga varan farklara yol
acmaktadir. Bu sonuglar bireyin genetik 6zel-
likleri gdz oniine almarak yapilacak OIP ana-
lizlerinin normal ve patolojik kosullarda OIP’-
lerde ortaya g¢ikacak degisimleri daha hassas
olarak gostermeye yardimci olacagini ortaya
koymaktadir.

OZET

Triptofan hidroksilaz enzimi ile triptofan-
dan sentezlenen serotonin (5-HT) merkezi sinir
sisteminde Onemli bir norotransmiterdir. Trip-
tofan hidroksilaz (TPH), serotonin sentezinin
baslangi¢ ve hiz kisitlayic1 basamagidir. Bu ca-
lismada, TPH geninin 7. intronundaki adenin-
sitozin doniigiimii sonucu ortaya ¢ikan A218C
polimorfizminin isitsel olaya iliskin potansiyel-
ler (OIP) iizerine etkisi olup olmadig arastiril-
mistir. Bu amagla 48 saglikli erkek goniilliide
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isitsel oddball ve yenilik (novelty) paradigmasi
uygulanarak OIP’ler kaydedilmistir.

Denekler A218C polimorfizmi agisindan ii¢
genotip grubuna ayrilmiglardir. Elde edilen
OIP dalgalarinin genlik ve latanslar1 dlgiilerek
gruplar arasindaki farklar ANOVA testiyle
analiz edilmis, A218C polimorfizmine gore
C/C genotipli grupta oddball paradigmasindaki
hedef uyaranlara kars1 P200 yanitlarinin latan-
sinin A/C genotipli gruba gore daha uzun oldu-
gu saptanmistir (p=0.007). C/C ve A/C geno-
tipli gruplar arasinda {i¢ uyaran paradigmasin-
daki hedef uyaranlar i¢in de istatistiksel olarak
trend diizeyinde bir latans farki saptanmigtir
(p=0.079).

Sonuglarimiz serotonerjik aktivitede TPH
gen polimorfizmine bagli olarak olusan degi-
simlerin isitsel OIP’lerin dénemli bir bileseni
olan P200 latansini etkiledigini gostermektedir.
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