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1. OZET

Sizofreni; psikoz, kognitif disfonksiyon ve negatif semptomlarla karakterize kompleks bir
hastaliktir. Genellikle 25 yasindan once baglamakta ve yasam boyu devam etmektedir.
Vakalarin ¢ogunda etyoloji bilinmemektedir. Genetik ve cevresel yatkinlik faktorlerinin
birbirleriyle etkilesimi etyopatogenezden sorumlu tutulmaktadir. Viicutta olusan serbest
radikaller ve antioksidan sistem bir denge icindedir. Sizofreni hastalarinda gelisen oksidatif
strese bagli olarak denge oksidanlar lehine bozulmakta ve bilinen veya heniiz kesfedilemeyen
mekanizmalarla sgizofreniye neden olmaktadir. Bu ¢alismada viicuttaki antioksidan
enzimlerden biri olan glutatyon peroksidaz’in en 6nemli alt iinitesi olan glutatyon peroksidaz
1 (GPX1) genine ait prol97leu polimorfizminin sizofreni etyopatogenezindeki roliiniin
aydinlatilmas1 hedeflenmistir.

Calismaya 100 sizofreni hastas1 (54 erkek ve 46 kadin) ve 100 saglikl1 goniillii birey (66 erkek
ve 34 kadin) dahil edildi. Calisma PCR\RFLP metoduyla yapildi.

Hasta grubunda Pro\Pro genotipi % 48, Pro\Leu genotipi % 43 ve Leu\Leu % 9 oraninda
tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise Pro\Pro % 57, Pro\Leu % 34 ve Leu\Leu % 9 olarak
tespit edilmistir.

Hasta ve kontrol grubundaki bireyler arasinda GPX1 genotipleri, allel frekanslar1 agisindan
kadin ve erkek hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanamamustir.
Sonug¢ olarak, ¢alisma verilerimize gore GPX1 geninin prol97leu polimorfizmi en azindan
bizim toplumumuz igin sizofreniye yatkinlik olusturmamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sizofreni, Glutatyon Peroksidaz 1, Polimorfizm.



2. ABSTRACT

THE ROLE OF PRO197LEU POLYMORPHISM OF THE GLUTATHIONE
PEROXIDASE 1 GENE IN THE ETIOPATHOGENESIS OF SCHIZOPHRENIA AND

THE ALLELE DISTRIBUTION IN THE TURKISH POPULATION

Schizophrenia is a complex disease and characterized with psychosis, cognitive disfunction
and negative symptoms. It generally begins before the age of 25 and continues through the
life. The etiology is unknown in most cases. The interaction of genetic and environmental
factors is responsible from the etiopathogenesis of the disease. Free radicals and antioxidant
system are in balance in the body. The balance shifts to oxidants resulted from oxidative
stress and leads to schizophrenia with some suspected and unknown mechanisms. In this
study, we aimed to elucidate the role of the prol97leu polymorphism of glutathione
peroxidase 1 enzyme, the major subunit of glutathione peroxidase, in the etiopathogenesis of
schizophrenia.

The study composed of 100 patients (54 males and 46 females) and 100 healthy volunteers
(66 males and 34 females). The study was conducted with the PCR\RFLP method. In patient
group, the rates of Pro\Pro, Pro\Leu, and Leu\Leu genotypes were found as 48 %, 43 %, 9 %,
respectively. In control group, they were found as 57 %, 34 %, 9 %, respectively.

There were no statistically significant differences between the patient and control groups with
regard to genotypes and between males and females in the patient group with regard to allele
frequencies.

In conclusion, the Prol97Leu polymorphism of GPXI1 gene does not constitute any
susceptibility for our population.

Key Words: Schizophrenia, Glutathione Peroxidase 1, Polymorphism.



3. GIRIS

3.1. Sizofreni

3.1.1. Sizofreninin Tanim

Sizofreni; psikoz, kognitif disfonksiyon ve negatif semptomlarla karakterize kompleks
bir hastaliktir (1). Genellikle 25 yasindan 6nce baslamakta ve yasam boyu devam etmektedir.
Biitiin sosyal smiflardaki insanlarda goriilebilen yaygin psikotik bozukluklardan biridir.
Populasyonun yaklasik % 1’ini etkileyen sizofreninin (2), yillik insidans1 100.000” de 10-15
kadardir (3). Diinyanin her yerinde prevalansi asagi yukan esittir (2). Hastalik her iki
cinsiyette esit yayginliktadir. Ancak hastaligin baglama yags1 ve gidisat1 her iki cinste farklilik
arzetmektedir (4). Erkeklerde daha erken baslayan sizofrenin tedavisi kadinlarda daha iyi bir
gidis gostermektedir (2).

3.1.2. Sizofreni Klinigi

Sizofreni semptomlart giiriiltiilii bir sekilde akut baslangi¢li olabilecegi gibi sessiz bir
siiregte izleyebilmektedir. Semptomlar, sizofreni alt tiplerine gore farkli sekillerde ortaya
cikabilmektedir. Ancak psikoz, kognitif disfonksiyon ve negatif semptomlar olmak {izere ii¢
temel semptom tipi mevcuttur (1). Psikoz; deliizyonlar, halusinasyonlar ve bizar davranislar
icermektedir. Deliizyonlar, dini veya kiiltiirel bir grup tarafindan paylasilmayan garip
inaniglart kapsamaktadir. Halusinasyonlar, baskalar1 tarafindan paylasilmayan algilardir.
Sadece gorsel algilar1 degil bes duyu organi ile ilgili algilar bu gruba girmektedir.

Kognitif disfonksiyon; dikkat, 6grenme, hafiza, konsantrasyon, soyut diisiinme ve problem
¢ozme gibi konularda zorluklar1 kapsamaktadir. Negatif semptomlar; genel populasyonda var
olan davranig ve tecriibelerin olmayist nedeniyle bu isimle adlandirilmistir. Kiginin siirekli
uyku halinde olmasi veya g¢evreye ilgisizligi, aloji, anhedoni, kiintlesmis beden dili veya

aktivitenin azalmasi negatif semptomlardandir (1). Sizofreni tanisi i¢in herhangi bir



laboratuvar testi bulunmamakla birlikte tani, klinik olarak konmaktadir. Amerikan Psikiyatri
Birligi tarafindan sizofreni ve diger psikiyatrik hastaliklara konulan tanilari netlestirmek ve bu
konuda bir standart olusturmak amaciyla ‘Mental Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel El
Kitabi IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV, DSM-IV)
yayimmlamaktadir. Sizofreni tanisi, halen kullanimda olan DSM-IV-TR’e gore konmaktadir
(Tablo 1).

3.1.3. Sizofreni Alt Tipleri

Sizofreninin farkl klinik spektrumlarinin varligi, tan1 ve tedavide kolaylik saglanmasi
acisindan alt tiplendirmenin zorunlulugunu ortaya koymustur. 20. ylizyilin baslarinda Bleuler
(1911) tarafindan latent ve basit tipler olarak iki alt grup tanimlanirken 1919 yilinda
Karaepelin tarafindan hebefrenik, katatonik ve paranoid olmak iizere 3 alt tip tanimlanmistir
(5). Amerikan Psikiyatri Birligi yayimladigi ve giinlimiizde en yaygin kullanilan tani
kriterlerinin son {i¢ versiyonunda - DSM III (1980), DSM III-R (1994) ve DSM 1V (1994) -
genel olarak Karaepelin’in siniflandirmasim1  temel alarak sizofreninin 5 alt tipini
tanimlamistir. Bu tanimlamada paranoid, katatonik, dezorganize, farklilasmamis ve residiiel
sizofreni alt tipleri belirlenmis ve tani kriterleri ortaya konmustur (5).

3.1.4. Etyopatogenez Incelemesi

Vakalarin ¢ogunda etyoloji bilinmemektedir (6). Genetik ve c¢evresel yatkinlik
faktorlerinin birbirleriyle etkilesimi etyopatogenezden sorumlu tutulmaktadir (1). Cevresel
etkenler olarak cografi yasam bolgeleri (7), itk farkliliklar (8), enfeksiyon ajanlari (9), dogum
tarihi (10), gebelik komplikasyonlar1 (11), kiiltiirel (12) ve ekonomik sorunlar (13) gibi bir
¢ok etken arastirilmistir. Ancak bu etkenlerden hi¢ biri bugiin igin sizofreni hastaliginin
etyolojisinde kesin bir etken olarak kanitlanamamistir. Bununla birlikte kiiltiirel ve c¢evre
faktorlerinden ziyade genetik faktorlerin daha etkin oldugu yapilan aile, ikiz ve evlat edinme

calismalar1 sonucunda gosterilmistir (14). Son zamanlarda sizofreni etyolojisinde tek bir



etkeni suglamak yerine birden ¢ok ajanin birlikte etkin oldugunu 6ne siiren modeller lizerinde

durulmaktadir.

Tablo 1: DSM- [V’e gdre Sizofreni tam 6l¢iitleri (2).

A. Karakteristik belirtiler: Bir aylik bir donem boyuca (basariyla tedavi edilmisse daha
kisa bir siire), bu silirenin énemli bir kesiminde asagidakilerden ikisinin (veya daha
fazlasinin) bulunmasi:

e Hezeyanlar

e Haliisinasyonlar

e Dezorganize konusma

e lleri derecede dezorganize yada katatonik davranis

e Negatif belirtiler (affektif donukluk, aloji yada avolisyon)
Not: hezeyanlar bizar ise yada haliisinasyonlar kisinin davranis yada diisiinceleri lizerine
stirekli yorum yapmakta olan seslerden ya da iki veya daha fazla sesin birbirleriyle
konusmasindan olusuyorsa A tani dlgiitiinden sadece bir belirtinin bulunmasi yeterlidir.

B. Toplumsal\Mesleki islev bozuklugu: Is, kisiler aras1 iliskiler yada kendine bakim gibi
onemli islevsellik alanlarinda bir yada daha fazlasini, bu bozuklugun baslangicindan
beri gecen siirenin 6nemli bir kesiminde, bu bozuklugun bslangicindan 6nce erisilen
diizeyin belirgin olarak altinda kalmistir (baslangici ¢ocukluk ve ergenlik dénemine
uzaniyorsa, kisiler arasi iliskilerde, egitimle ilgili ya da mesleki basarida beklenen
diizeye erisilememistir).

C. Siire: Bu bozuklugun siiregiden belirtileri en az 6 ay siireyle kalici olur.

Bu 6 aylik siire, en az bir ay siireyle (basariyla tedavi edilmisse tedavi edilmisse daha
kisa bir siire) A tani Olgiitiinii karsilayan belirtileri kapsamalidir. Bu bozuklugun
belirtileri, prodromal yada rezidiiel donemlerde, sadece negatif belirtilerle yada A tani
Olgiitlinde siralanan iki yada daha fazla belirtinin daha hafif bi¢cimleriyle kendini
gosterebilir.

D. Sizoaffektif bozuklugun ve duygudurum bozuklugunun dislanmasi: Sizaffektif
bozukluk ve psikotik 6zellikler gosteren duygudurum bozuklugu dislanmistir, ¢linkii
ya (1) aktif evre belirtileri ile birlikte ayn1 zamanda major depresif, manik yada mikst
epizotlar ortaya c¢cikmamistir yada (2) aktif evre belirtileri sirasinda duygudurum
epizotlart ortaya ¢ikmissa bile bunlarin toplam siiresi aktif ve rezidiiel dénemlerin
stiresine gore daha kisa olmusgtur.

E. Madde bagimhiliginmin\genel tibbi durumun dislanmasi: Bu bozukluk bir maddenin
dogrudan fizyolojik etkilerine yada genel tibbi duruma baghh olarak ortaya
cikmamustir.

F. Bir vagin gelisimsel bozuklukla iliskisi: Otistik bozukluk yada diger bir yaygin
gelisimsel bozukluk Oykiisii varsa, ancak en az bir ay siireyle (basariyla tedavi
edilmigse tedavi edilmigse daha kisa bir siire) belirgin hezeyan yada haliisinasyonlar
da varsa sizofreni ek tanisi1 konabilir.




3.1.4.1. Sizofreni Etyopatogenezinde Rol Oynadig Ileri Siiriilen Modeller

3.1.4.1.1. Stres Yatkinhk Modeli

Biyolojik, psikososyal ve cevresel etkenlerin karsilikli etkilesiminin anlatimi olan
stres-yatkinlik modeline gore, 6zel bir yatkinligi olan bir kisi stresli bir durumla karsilaginca
sizofreni belirtileri gelismektedir (2).

3.1.4.1.2. Norobiyolojik Modeller

Son yillarda artan caligmalarda limbik sistem, frontal korteks, sebellum ve bazal
gangliay1 iceren belirli beyin bolgelerindeki patofizyolojik olaylar iizerinde durulmaktadir.

3.1.4.1.3. Dopamin Hipotezi

Sizofreni etyolojisine ve antipsikotik ilaglarin etkilerine dair hipotezlerden en yaygin
kabul goreni Dopamin hipotezidir. Dopaminerjik ndronlar ortabeyindeki iki cekirdekten
koken almaktadir: 1- Nigrostriatal yolak, substansia nigra’dan baglayarak striatum’da
sonlanmakta; motor davramigi, bilisimi ve algiya iliskin kapi-kontrol mekanizmasim
diizenlemektedir. 2- Mezolimbik ve mezokortikal yolaklar, ventral tegmental alandan kdken
alarak sirastyla limbik ve kortikal yapilarda sonlanmaktadir. Bu yolaklar bilisim isteng ve
odiil sistemleriyle iliskilidir. D1 ve D5 reseptdrlerini iceren dopamin 1 (D1) reseptor ailesi,
korteks ve striatumda yiiksek yogunlukta bulunmaktadir. D2, D3 ve D4 reseptorlerini igeren
dopamin 2 (D2) reseptor ailesi ise limbik ve striatal bolgelerde yogunlasmaktadir (15).
Dopamin geri emilimini engelleyen ve salinimini artiran D-Amfetamin’in  kronik
kullaniminda paranoid sizofreni benzeri bir psikoz tablosuna yol agmasi, sizofreni tedavisinde
kullanilan antipsikotiklerin dopamin aktivitesini azaltmasi gibi bulgulardan yola ¢ikilarak bu
hipotez 6ne siirlilmiistiir (15).

3.1.4.1.4. Serotonin Hipotezi

Serotonin (5-HT) noronlari, orta beyinde dorsal ve medyan raphe nukleuslarindan

koken alarak korteks, striatum, hipokampus ve diger limbik alanlara uzanirlar. En az 15 tip 5-



HT reseptorii bulunmaktadir. Bunlardan sizofreni ile en yakin iliskili olanlar 5-HT;, 5-HTp,
5-HT,, 5-HT3;, 5-HTg, 5-HT; reseptorleridir. Sizofreninin, beyin serotonerjik sisteminin agiri
aktivitesinden kaynaklandigim ileri siiren bu hipotez daha iyi kurgulanmis caligmalarla
desteklenememistir (15).

3.1.4.1.5. Glutamat Hipotezi

One siiriillen glutamat hipotezinde glutamatin hipoaktivitesi, hiperaktivitesi ve
glutamatin yol actig1 norotoksisite ilizerinde durulmaktadir. Yine glutamat antagonisti olan
fenilsiklidinin akut alinmasi ile sizofreniye benzer bir sendromun ortaya ¢ikmasindan dolay1
sizofreni etyolojisinde glutamatin da etkisi oldugu ileri siiriilmektedir (2).

3.1.4.1.6. Noropatolojik Modeller

Sizofrenik beyinlerde, beyin fonksiyonlarina aracilik eden akson, dendrit ve
sinapslarin yogunlugundaki azalmanin sonucu olarak gelisen beyin hacmi azalmalar1 yaygin
olarak bildirilmistir. Bu yogunluk 1 yasinda en yiiksek diizeyde iken erken ergenlik
doneminde yavas yavas eriskin diizeylerine gerilemektedir. Sizofrenininde siklikla ergenlik
doneminde gelistigi diisiiniildiiglinde, sinaptik yogunluktaki azalmanin sizofreninin nedeni
oldugu diistintilmiistiir (2).

3.2. Serbest radikaller ve antioksidan sistemler

Bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron tasiyan molekiil veya atomlara serbest
radikaller denilmektedir (16). Diger maddelerden elektron almaya olan yatkinliklar1 onlart
oldukgca reaktif hale getirmektedir. insan viicudunda cok cesitli tipte serbest radikaller vardir.
Biitiin hiicrelere higbir zorlukla kargilasmadan giren ve en ¢ok kullanilan molekiil olma
ozelligine sahip olan madde molekiiler oksijendir (O,). Sik¢a kullanilan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) (17) terimi aym1 zamanda molekiiler oksijeni ifade etmektedir (18). En yaygin ROS

tiirleri, siiperoksit anyonu (O;"), hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksit (H,O,)’tir.



3.2.1 insan viicudunda serbest radikal kaynaklari

Viicutta bir ¢ok mekanizma ile bir ¢ok yolakta serbest radikaller olugmaktadir.
Hiicresel ROS’un kaynaklar1 arasinda, mitokondrial elektron transport zinciri, mikrozomal
elektron transport zinciri, ksantin oksidaz, siklooksijenaz gibi oksidan enzimler, fagositler,
Fe™ ve epinefrinin hiicresel oto-oksidasyonu (19) ve prostoglandin sentez yolagi (20)
sayilabilir.

Mitokondrial elektron transport zinciri: Mitokondride normalde elektron akisi
esnasinda son iriin olarak su olugsmaktadir. Ancak transport esnasinda kacan elektronlarin
oksijen ile reaksiyona girerek oksijeni bir elektronla indirgemekte ve sonucunda siiperoksit
radikali olugmaktadir (21).

Mikrozomal elektron transport zinciri: Ozellikle endoplazmik retikulumda bazi
metabolizma faaliyetleri sirasinda serbest radikal olusmaktadr.

Prostaglandin sentezi: Arasidonik asitten prostaglandin sentezlenmesi agamalarinda
gerek siklooksijenaz ve gerekse lipoksijenaz yolaklarinda cesitli kademelerde serbest
radikaller iiretilmektedir (20).

Kangik fonksiyonlu oksidazlar: Ksantin oksidaz, amino asit oksidaz, sitokrom
oksidaz, monoamin oksidazlar bu grubun en Onemli iiyeleridir. Piirin katabolizmasinda
Onemli roller iistlenen ksantin oksidaz bazi 6zel durumlarda fazla miktarda O, iiretmektedir
(22).

Solunum patlamasi: Fagositozda, nétrofiller stoplazma ve membraninda bulunan
enzimleri ile hem serbest oksijen radikalleri hemde asir1 okside edici ajanlar iireterek viicut
savunmasinda etkin rol almaktadir.

Bunlardan baska; kisinin aldig: ilaglar, maruz kaldigi bazi ajanlar da ROS miktarini

artirmaktadir.



3.2.2. Serbest radikalleri notralize eden sistemler

Serbest radikaller viicutta bazi etkili enzim sistemleri ve bazi diger antioksidan
maddeler tarafindan ndtralize edilmektedir. Viicuttaki antioksidan enzimlere glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon s-transferaz 6rnek
olarak verilebilirken disaridan alinan besin kaynakli antioksidanlara vitamin E, vitamin C,
karotenler, flavonoidler, iirik asit ve taurin 6rnek olarak verilebilmektedir (23).

3.2.3 Antioksidan enzimler

Katalaz (CAT) (EC 1.11.1.6); karaciger, bobrek ve eritrositte aktivitesinin ¢ok yiiksek,
beyin, kalp, iskelet kas1 ve destek dokusunda ise daha diisiik oldugu saptanan katalaz, dort
adet alt tiniteden olusmus glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Prostetik grup olarak her
bir alt @nitenin aktif merkezinde hem grubuna bagli bir Fe™ atomu tasimaktadir. Ozellikle
peroksizomlarda ve mitokondride, daha az olarakta sitoplazma ve endoplazmik retikulumda
bulunmaktadir. Ozellikle H,O, miktarinin asir1 arttign durumlarda devreye girerek bu
molekiilii suya ¢cevirmektedir (16).

Stiperoksit dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1); siiperoksit radikallerini direkt olarak
hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene ¢evirmektedir (16). Okaryotlarda SOD enziminin 3
adet izoenzimi bulunmaktadir ve bunlar tasidiklar1 prostetik grup olan metallere ve
lokalizasyonlarina gore; Cu,Zn-SOD, Mn-SOD ve ekstraselliller SOD (EC-SOD) seklinde
siniflara ayrilmaktadirlar (24).

Glutatyon rediiktaz (EC 1.6.4.2); pentoz fosfat yolunda olusan okside glutatyonu
(GSSG) rediikte glutatyona (GSH) doniistiirerek direkt degil de dolayli olarak antioksidan etki

gosteren bir enzimdir. Bu katalizi gergeklestirirken koenzim olarak NADPH kullanmaktadir

(16).



Glutatyon s- transferaz (25) (EC 2.5.1.18); bir elektrofilik karbon, azot veya kiikdirt
atomu igeren non-polar bilesiklerin konjugasyonunu rediikte glutatyona katalizlemekte (26)
ve selenyumdan bagimsiz islev gérmektedir.

3.2.3.1. Glutatyon peroksidaz enziminin biyolojik fonksiyonu ve alt tipleri

Glutatyon peroksidaz enzimi, dort protein alt iinitesinden olugmaktadir. Bu tetramerik

yapilari herbiri aktif bolgelerinde selenyum elementi tasimakta ve aktif katalizde bu element
prostetik grup olarak 6nemli bir fonksiyon gérmektedir. Viicudun biitiin doku ve hiicrelerinde
bulunmakla birlikte organlara gore farkliliklar gostermektedir. Karacigerde en yiiksek
aktivitede, akciger, kalp ve beyinde daha az aktivitede, kasta ise en az aktivitede oldugu
saptanmistir. Hiicre i¢inde sitoplazmada ve mitokondride daha yogun olarak bulunmaktadir.
Ik kez memeli eritrositlerinde, daha sonra da hayvan dokularinda varh@ gosterilmistir.
Viicutta hidrojen peroksitin (H,O,) detoksifikasyonunda ve ayrica lipid hidroperoksitlerin
detoksifikasyonunda gorev almaktadir (27). Koenzim olarak glutatyonu (GSH)
kullanmaktadir (28) ve 4 tipi bulunmaktadir. Bunlar;

1. Glutatyon peroksidaz 1 (GPX1): Selenyum iceren GPX1 herbiri birbirinin ayn1 olan 4
alt {inite iceren bir selenosistein rezidiisiinden olugmaktadir. Enzim viicutta her yerde
iiretilirken eritrosit, karaciger ve bobrekte 6zellikle bol miktarda bulunmaktadir (29).

2. Glutatyon peroksidaz 2 (GPX2): Selenyum bagimli sitozolik GPX olarak bilinmekte
ve primer olarak gastrointestinal dokularda eksprese edilmektedir. Memelileri, oral
olarak alinan lipid peroksitlere karsi korumada 6nemli bir rol oynamaktadir. Enzimi
kodlayan gen 14q24.1°de yerlesiktir ve 2 ekzonu bulunmaktadir (29).

3. Glutatyon peroksidaz 3 (GPX3): Ekstraseliler GPX olarakta adlandirilan GPX3
baslica plazmada bulunmaktadir. Fakat bdbrek, akciger, kalp ve plasentada da

eksprese edilmektedir. Enzim GPX4’ten daha az etkin olarak fosfatidilkolin gibi
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kompleks lipidlerin hidroperoksitlerini indirgemektedir. Enzimi kodlayan gen 5q32-
g33.1°de yerlesiktir ve 5 ekzondan olugmaktadir (29).

4. Glutatyon peroksidaz 4 (GPX4): Fosfolipid hidroperoksit GPX olarak
isimlendirilmektedir. Cogu dokuda bulundugu ve hem sitosol hemde membranlarla
iligkili oldugu saptanmigtir. Diger GPX’larin aksine monomer halinde bulunmaktadir.
Kiigiik boyutu ve hidrofobik yiizeyi nedeniyle membrandaki peroksidize olmus
fosfolipidleri ve kolesterolleri indirgemektedir. Enzimi kodlayan gen 19pl13.3’te
yerlesiktir ve 7 ekzon i¢cermektedir (29).

3.2.3.2. Glutatyon peroksidaz 1 enziminin 6zellikleri

Hiicresel veya klasik glutatyon peroksidaz olarak bilinen GPX1 aymi zamanda

memelilerde kesfedilen ilk selenoproteindir (30). GPX1, her biri 23 kDa agirliginda bir
selenyum atomu igeren 88 kDa agirliginda bir homotetramer yapiya sahiptir (31).
Memelilerde ise, 47. pozisyonda bir selenosistein rezidiisii igeren ve 201 amino asitten (Tablo
2) olusan bir enzimdir (32). Aktivitesinin ¢cogunu (yaklasik %75) sitozolde gosterirken geri
kalan aktivitesini ise mitokondride gostermektedir. Rodentlerle yapilan c¢alismalarda hemen
tiim dokularda aktivite gdsterdigi saptanmasina ragmen en yiiksek aktivitesini karaciger ve

bobreklerde gosterdigi saptanmustir (33,34).

Tablo 2. Insan GPX1 enzimi amino asit dizisi. Tablo GenBank’tan alintilanmistir GenBank erisim
numarast: Y00483.

MCAARLAAAA AQSVYAFSAR PLAGGEPVSL GSLRGKVLLI ENVASLCGTT VRDYTQMNEL 60
ORRLGPRGLV VLGFPCNQFG HQENAKNEEI LNSLKYVRPG GGFEPNFMLE EKCEVNGAGA 120
HPLFAFLREA LPAPSDDATA LMTDPKLITW SPVCRNDVAW NFEKFLVGPD GVPLRRYSRR 180
FQTIDIEPDI EALLSQGPSC A 201

3.2.3.3. Glutatyon peroksidaz 1 geninin kromozomal lokalizasyonu
1978 yilinda ilk kez yapilan arastirmalar sonucunda GPX1 geninin 3 nolu kromozomda
yerlestigi tespit edilmis ancak tam olarak lokalizasyon belirlenememistir (35). Bir yi1l sonra

yapilan bir lokalizasyon g¢alismasi sonucunda genin, 3. kromozomun p kolunda yerlesik
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oldugu belirlenmistir (36). cDNA problarinin kullanildigr in situ hibridizasyon yontemi ile
3p13-q12 bolgeleri genin yeni yerlesim alani olarak tespit edilmistir (37). 1997 yilinda bir
arastirma grubu in situ hibridizasyon ve PCR tekniklerini kullanarak yaptiklari ¢alismada,
daha onceki arastirmacilarin 3p13-q12 bdlgelerinden aldiklari sinyallerin bir psddogen’den
kaynaklandigim1 ve GPX1 geninin tam lokalizasyonunun ise 3p21.3 oldugunu tespit
etmislerdir (38).
3.2.3.4. Glutatyon peroksidaz 1 geninin yapisi

GPX1 geni, farede 5.2 kb uzunlugunda, 2 e¢kzon ve 1 introndan olusurken (39)
insanda ise (MIM# 138320 ve GenBank# Y00483) 1733 niikleotitten (Tablo 3) olusan 2
ekzonlu bir yapiya sahiptir (40). Forsberg ve arkadaglar1 GPX1 geninde amino asit degisimleri
ile sonuglanan 3 farkli polimorfizm bildirmislerdir (41). 1; Glutamik asitten arjinine amino
asit degisimiyle (G116R) sonuglanan 349. pozisyondaki guanin’in sitozinle yer degistirmesi
(349G\C), 2; prolinden losine degisime (P121L) neden olan 365. pozisyondaki sitozinin
timinle degisimi (365C\T), 3; prolinden I16sine degisime (P197L) neden olan 593.
pozisyondaki sitozinin timinle degisimi (593C\T) (41). Hamanishi ve arkadaglar1 bu
polimorfizmlere ek olarak -602. pozisyonda adeninden guanine degisim (-602A\G), +2.
pozisyonda sitozinden timine degisim (+2C\T) ve 7-11. kodonlarda 5 veya 6 tekrarh
polialanin polimorfizmi (Ala’/Ala®) olmak iizere 3 farkli polimorfizm daha bildirmislerdir
(42).

3.3. Etyolojisinde serbest radikallerin suclandig1 noropsikiyatrik hastalik ve
siirecler

Proteinler, membran lipidleri ve niikleik asitler serbest radikallerin hedefleri
konumundadir. Triptofan, tirozin ve fenilalanin gibi aromatik amino asitler (43) ve siilfiir
iceren sistin ve sistein gibi amino asitler, yapilarindaki doymamis bag, siilfidril gruplar ve

disiilfid baglar nedeniyle serbest radikallerin etkilerine agiktirlar. Membran kolesterol ve yag
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asitleri doymamis bag icermeleri nedeniyle serbest radikal saldirilarina hassas olup sonrasinda
kolayca peroksidasyona ugrayabilmektedirler (44). Olusan her bir lipid peroksit ayn1 zamanda
bir serbest radikal olma 6zelligi tasidigindan bu kaskat bir kez baslayinca her bir lipid peroksit
komsu yag asidine saldirarak ortama bir yeni serbest radikal daha kazandirmis olmaktadir
(44).

Tablo 3. insan GPX1 geninin toplam niikleotid dizisi. Tablo GenBank’tan alintilanmistir. (Gen

bankasi niikleotid sekansi erisim numarasi: Y00483)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

aacctagatc
gtttgtgcac
cccacatcct
gaagggtaac
ccttccggcet
tgaggagggg
aaaactgcct
ccccttacag
ctgctcggcet
ccggcgggga
tggcgtccct
gcctcggacc
tgcgccggge
cggtgtggtg
tttctgttgce
aaatcccggt
cttgaccccg
tctgaattcc
cgagaagtgc
cctgccagcect
gtctccggtg
cggtgtgccc
cgaagccctg
ttggcagttg
acctacgagg
cctgttgatc
gtcagcagac
tttttttttt
gcgcaatcta

cctctgectgt
gggcagctcc
aactcaggaa
tggaccgctg
taggaggagc
ccgagcctcc
gtgccacgtg
tgcttgttcg
agcggcggcyg
gcctgtgagce
ctgaggcacc
ccggggectg
ggagcgggac
gtgggtgcgt
tcgtagcectge
gactcataga
ggttctagct
ctcaagtacg
gaggtgaacg
cccagcgacg
tgtcgcaacg
ctacgcaggt
ctgtctcaag
cagtgctgct
gaggaacacc
ccagtctctg
tgtgtgtatg
tttttttgag
ggctcactgc

cccctgeact
tgcagctgct
cctctgagaa
ccgcctggtt
acgcgtcccg
ggtagggcgg
acccgccgcec
gggcgctceg
gcggcccagt
ctgggctccc
acggtccggg
gtggtgctcg
gggacggggyg
cggctccatg
tgaaattcct
aaatctcccc
gcccttcectet
tccggectgg
gtgcgggggce
acgccaccgc
atgttgcctg
acagccgccg
ggcccagctg
gtctcggggg
ttgatcttac
ccagaccaag
tcctgtgtca
acggagtttt
aagctccgcecce

gccggtaaca
gccgtcgcecce
aaaacggagc
gcctgggcca
ctcgcgcgca
gggccggatg
ggccagttaa
ctggcttctt
cggtgtatgc
tgcggggcaa
actacaccca
gcttccecgtg
cggacgtgca
cgcggagagt
ctccgeectt
tgtttgtggt
cctgtaggag
tggtgggttce
gcaccctctc
gcttatgacc
gaactttgag
cttccagacc
tgcctagggce
ggttttcatc
agaaaatacc
gctagtttcc
ttgtcatttg
ttgctctatt
tccecgggttce

tggcacagca
accagcctcc
cctcgagggg
gaccagacat
ctctccagcc
aggcgggacc
aaggaggcgce
ggacaattgc
cttctcggceg
ggtactactt
gatgaacgag
caaccagttt
gtagtggctg
ctggctactc
gggattgcgce
tagaacgttt
aacgccaaga
gagcccaact
ttcgccttcee
gaccccaagc
aagttcctgg
attgacatcg
gcccctecta
tatgagggtg
acctcgagat
ccactaataa
ggaattcttt
gcccaggcectt
agcatttctg

gagcagggtt
tatgccaaac
cccagcecttg
gcctgctgcet
ttttcctggce
tcaggcccgg
ctgctggcect
gccatgtgtg
cgccecgttgg
atcgagaatg
ctgcagcggc
gggcatcagg
ggggcgccgg
tctecgtttce
atggagggaa
ctctectcect
acgaagagat
tcatgctctt
tgcgggaggce
tcatcacctg
tgggccctga
agcctgacat
ccccggcetge
tttcctctaa
gggtgctggt
agtgccgggt
ttcttttctt
gagtgcagtg
cta

Beyin dokusu viicuda alinan tiim oksijenin yaklasik 1\5’ini tiiketmesi, serbest oksijen
radikallerinin asir1 iiretimi ve yiiksek oranda doymamis yag icermesi nedeniyle serbest
radikal aracili hasara acik bir hedef konumundadir. Ayrica beyin total antioksidan kapasitesi

nispeten daha dusiiktiir (44). Membran lipid peroksidasyonuna neden olan demir, beyinde

baz1 bolgelerde, askorbat ise beynin genelinde yiiksek oranda bulunmaktadir (45). Tiim bu
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bilgiler 1s18inda, beyinde gelisen patolojik siireclere antioksidan sistemin katkisi ¢esitli

caligsmalarla ortaya konmaya ¢alisilmistir.

Yaslanma; beyinde oksidize olmus proteinlerin ve lipofuskin miktarinin artmasi
yaslanmanin en belirgin 6zelliklerindendir (44,46). Bununla birlikte bir baska teori de,
normal hiicresel metabolizma sirasinda olusan serbest radikallerin DNA ve diger
makromolekiilleri hasarlandirmasidir (44). Olusan bu serbest radikaller ateroskleroz,
karaciger sirozu ve katarakt olusumu gibi daha ¢ok yaslanmayla ortaya c¢ikan bazi ciddi
problemlerin de etyolojisinde yer almaktadir. Lipofuskin yasla birlikte artarak hiicrelerin
islevlerini bozmaktadir. Yapilan caligmalarda oksijeni azaltilmis ortamlarda, oksidatif
stress durumlarinda ve redoks-aktif demirin (oksidatif reaksiyonlarin katalizorii) yogun
oldugu ortamlarda lipofuskin olusumu artarken (47), demir baglayan ilaclar
(desferrioksamin), degisik antioksidanlar (vitamin E, selenyum, glutatyon vb.) ve oksidatif
stiregleri azalttig1 bilinen kalori kisitlamalari lipofuskin olusumunu azaltmaktadir (48).
Alzheimer hastaligi (AH); Oksidatif stresin, AH’ nin etyolojisindeki etkisi kesin olarak
gosterilememistir. Ancak yasla birlikte azalan mental fonksiyonlar, yaslanma ve buna
bagl olarak artan oksidatif stres ile iligkilendirilmektedir. Dolayisiyla oksidatif stres
sonucu artan serbest radikallerin etkisiyle olusan beyin hasarinin AH’nin ortaya
cikmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (44). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda oksidatif
stresin, AH’deki en onemli noropatolojik olaylarin onciilii oldugu saptanmistir. Aymni
zamanda oksidatif degisikliklerin AH’nin erken dénemlerinde en gbze ¢arpan bulgular
olduklari da bildirilmistir (49).

Parkinson Hastalig1 (PH); etyolojisi tam olarak agiklanamayan PH icin oksidatif stresin bir
etyolojik ajan oldugu tezi su gozleme dayanmaktadir. Dopaminin oksidasyonunun toksik
semikinonlara neden olmasi ve monoamin oksidaz B ile dopaminin hizlanmis

metabolizmasinin hidrojen peroksit, siiperoksit anyonlar1 ve hidroksil radikallerinin asiri
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iiretimini indiiklemesidir (50). Ayrica mitokondrial transport zincirini bozan 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin gibi ajanlarin substansiya nigra’ya olan selektif toksisitesi
de (51) bu hipotezin ortaya atilmasina neden olmustur.

e Bu hastaliklarin yani sira down sendromu (52), bipolar bozukluk (53), obsesif kompulsif
bozukluk (54) gibi noropsikiyatrik hastaliklarin etyolojisinde de oksidatif stres
suclanmaktadir.

3.4. Sizofreni, serbest radikaller ve antioksidanlar

Viicutta olusan serbest radikaller antioksidan sistemlerle nétralize edilmektedir. Bir
diger ifade ile oksidan ve antioksidan sistem bir denge i¢indedir. Bu dengenin bozulmasi yani
oksidan {iriinlerin artmasi ile proteinler, karbonhidratlar, lipidler ve niikleik asitler gibi
viicudun temel yap1 taslarinda degisimler meydana gelmektedir. Viicudun tamaminda
meydana gelebilecek bu degisimler beyinde daha dramatik sonuglara neden olmaktadir. Bu
degisimlerin beyinde ortaya ¢ikardigi sonuglar sdyle siralanabilir; membranlarda lipid
peroksidasyonu olusmasi, membran biitiinliigiiniin bozulmasi; lipidlerin i¢cine gdmiilii sekilde
duran reseptorlerin ve Na/K-ATPaz gibi membran proteinlerinin fonksiyonlarinin degismesi,
mitokondrial ve niikkleer DNA’da baz oksidasyonlar1 ve zincir kirilmalar1 basta olmak tizere
degisik hasarlarin olugmasi, proteaz, fosfolipaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz, elastaz, ksantin
oksidaz gibi birgok litik enzimin aktiflesmesi, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
yavaglamasi, inflamasyon ve l0kosit kemotaksisi artmasi, hiicre iginde bulunan yapisal
proteinler ve fonksiyonel enzimlerin hasara ugramasi, kapiller permeabilitenin artmasi ve
antiproteolitik enzimler hasara ugramasi (28). Oksidan\antioksidan dengenin oksidanlar Iehine
bozulmasiyla beyin hiicrelerinin membranlarinda bulunan fosfatidiletanolamin igeriginin
normalden saptigt ve esansiyel yag asidlerinin kan seviyelerinde degismeler oldugu
saptanmistir (55). Sinaptik membranin esansiyel yag asiti igeriginin degismesi ile noron

fonksiyonlar1 degismekte ve en az iki farkli mekanizma ile klinik etkiler farklilasmaktadir.
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Bunlardan birincisi, membrandaki esansiyel yag asidi igeriginin degismesiyle mikrogevre
farklilagmasi ve bu nedenle membran reseptorlerinin, iyon kanallarinin ve enzimlerin yap1 ve
fonksiyonunda degisimler olmasidir. Ikinci mekanizma ise ikinci habercilerin onciil
molekiilleri i¢cin kaynak gorevi goren esansiyel yag asitleri hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal
iletiminde degismeler olmasidir. Ancak yapilan g¢aligmalar sonucunda bu tiir membran
degisikliklerinin sizofreniye 6zgli olmadigi bunun yam sira depresyon, alkolizm, hareket
bozukluklari, retinitis pigmentoza ve yaygin peroksizomal bozukluklarda da goriilebilecegi
bildirilmistir (56). Serbest radikal kaynaklarindan bir tanesi de prostoglandin sentez yolagidir.
Bu yolakta gliserolden lizofosfolipidlerin olusma basamagini katalizleyen fosfolipaz A2
enziminin aktivitesinin sizofreni hastalarinda arttigi saptamistir (57). Fosfolipaz A2
aktivitesinin artig1 prostoglandin sentezindeki artisa isaret etmekte ve dolayisiyla bu yolaktaki
serbest radikallerinin olugsumundaki artigin bir gostergesi olarakta kabul edilebilmektedir.
Sonug olarak sizofreni hastalarinda gelisen oksidatif strese bagli olarak denge oksidanlar
lehine bozulmakta ve bilinen veya heniiz kesfedilemeyen mekanizmalarla sizofreniye neden
olmaktadir.

3.5. Sizofreni Genetigi

Aile, ikiz ve evlat edinme calismalarindan elde edilen sonuclarla sizofreni
etyopatogenezinde hem ¢evrenin hemde genetik faktorlerin 6nemli oldugu ve ayn1 zamanda
kalitilabilir bir hastalik oldugu ortaya ¢ikarilmisgtir.

3.5.1. Klinik Genetik Ac¢idan Sizofreni
Sizofreni multifaktoryel kalitim gosteren kompleks bir hastaliktir. Sizofreni tanisi alan kisiler
icin en biiyiik risk faktoriiniin pozitif aile hikayesi oldugu bilinmektedir (58). Sizofreni i¢in
kalitilabilirlik 6nemli olsa da, fenotiplerdeki farkliliklar1 agiklamak igin g¢evresel faktorler

hesaba katilmalidir. Ayrica sizofreninin kalitilabilirliginin tahmini olarak % 60-80 kadar
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oldugu bildirilmistir (58). Bireylerin sizofreni hastasina olan yakinliklarina gore tasidiklar

risk oranlart sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1: Sizofreni hastasi bir bireyin akrabalarinda sizofreni ortaya ¢ikma riskleri (59)

3.5.2. Sizofrenide Sitogenetik Calismalar

Sizofreni hastaligina veya yatkinligina neden olabilecek bir lokus belirleyebilmek
amaciyla cesitli arastirmacilar tarafindan karyotip c¢aligmalart yapilmistir. Kunugi ve
arkadaglar1 Japonya’da 250 sizofreni hastasinin karyotipini ¢ikardiklari ¢aligmalarinda, X
kromozomu andploidilerinin ve 9. kromozomun perisentrik inversiyonunun bu hasta
grubunda normal populasyona gore artmig oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica 9 numarali
kromozomun kirilma bdlgelerinde veya X kromozomunda bir lokusun hastaliga yatkinlik
olusturabilecegini ileri siirmiiglerdir (60). Ancak Japonya’da yapilan diger bir ¢aligmada hasta
ve normal bireyler arasinda farklilik bulunamamistir (61). 1994 yilinda yaymlanan bir
derlemede g¢esitli caligmalardan elde edilen sonuglardan X kromozomunun bir yatkinlik
lokusu tagidigr ileri siiriilmiistiir (62). 2003 yilinda Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada inv(9)
orani yiiksek bulunmus ve kirik bolgelerinin yatkinlik lokusu olabilecegi ileri siiriilmiistiir

(63). 22q bolgesinde interstisyel delesyonla ortaya ¢ikan ve kendini ¢esitli dismorfik
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goriinimlerle ortaya ¢ikan velo-kardiyo-fasiyal sendromla birlikte, sizofreni bagta olmak
lizere ¢esitli psikoz tablolarinin goriilmesi arastiricilarin dikkatini bu bdlgeye g¢ekmistir.
Yapilan linkaj ¢aligmalar1 sonucunda bu bélge yatkinlik lokusu olarak tanimlanmistir (64).
Ancak genis bir arastirmaci grubunun ¢ok merkezin katilimi ile yaptiklar1 bir linkaj ¢aligmasi
ile bu sonu¢ dogrulanamamstir (65). Yapilan tiim arastirmalara ragmen tutarli bir yatkinhk
lokusu heniiz tespit edilememistir.

3.5.3. Sizofrenide molekiiler calismalar

Sizofreni heterojen bir hastaliktir. Bugiine kadar ¢ok sayida lokus ve gen ile ilgili
caligsmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalar1 3 ana baglik altinda toplamak miimkiindiir.

Asosiyasyon (iliski) ¢aligmalari; bu ¢alisma tiirlinde aday gen veya genler i¢in hasta
bireyler ve saglikli kontrol bireyleri arasinda allel sikliklari arasinda fark olup olmadigi
aragtirtlmaktadir. Biitin genomu asosiyasyon i¢in taramak miimkiin olmadigindan, bu
calismalar i¢in spesifik genler ve lokuslar secilmektedir. Asosiyasyon ¢aligmasi i¢in en uygun
genler, hastalikla iliskisi oldugu bilinen bir biyolojik siirecte gorev alan genlerdir. Giiniimiizde
ise mikroarray yontemleri ile ayni anda ¢ok sayida geni taramak miimkiin hale gelmistir.

Linkaj (baglant1) caligmalari; herhangi bir hastaliga neden olan genlerin saptanmasi
icin atilacak ilk adimdir. Bu c¢aligmalarin amaci, yatkinlik lokusunun daha 6nceden
lokalizasyonu bilinen bir DNA dizisine (genetik marker) gore kabaca uzakliginin
belirlenmesidir. Bu yontemle elde edilen sonuglardan bir ¢ok yatkinlik lokusu belirlenmistir.
Bunlar arasinda 1q21-q22, 5q21-q33, 6p24-p22, 6q21-q25, 8p22-p21, 10p15-p11, 10q25-q26,
13g32-q34, 22q11-q13 (65), 15q13-q14 sayilabilir (66).

Aday gen calismalari; calisilacak genler, etyopatogenezde sucglanan yolaklara ait
spesifik reseptorler, enzimler veya fonksiyon gosteren diger molekiilleri hedefleyen farmakolojik,
norokimyasal ve klinik bulgular temel alinarak belirlenmektedir. Antipsikotik ajanlara oldukea yiiksek
afinite gosteren dopamin ve serotonin reseptorlerini kodlayan genler buna iki 6nemli 6rnektir (28).

Bunlara ek olarak NRG1, disbindin, PRODH2, G72, DAAO, COMT gibi genler de aday olarak
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calisilmistir (66). Bu aragtirmalardan bir kismindan timit verici sonuglar alinirken diger bir kisminin
sonuncunda ise genler aday olmaktan ¢ikarilmustir.

3.6. Polimorfizm

Polimorfizm, bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla siirdiiriilemeyecek
oranlarda var olan, nadir sikliktaki, devamlilik gostermeyen iki veya daha fazla genetik
Ozelligin bir arada olmasi olarak tanimlanabilmektedir. Eger toplumun % 2 veya daha fazlasi
nadir bir alleli tasiyorsa bu durum polimorfiktir (67). Polimorfik durumun olusmasi i¢in
gereken allel frekansi farkli yayinlarda % 1 olarakta gosterilmektedir (68).

Insan DNA dizisindeki degisikliklerin % 90 kadar tek baz degisimleridir (69) ve bu
degisimleri iceren allellerin frekansi toplumda % 1’1 gectiginde tek baz polimorfizmi (Single
Nucleotide Polymorphism=SNP) adin1 almaktadir. Kii¢iikk boyutlu insersiyon ve
delesyonlarda SNP kapsami icerisinde degerlendirilmektedir. SNP’lerinin yaklasik 2/3’si
sitozinden timine degisim seklinde olmaktadir. SNP’ler ekzonlarda olabilecegi gibi
intronlarda ve 5’ ve 3’ ifade edilmeyen bolgelerde de (5° and 3’ Untranslated Regions=UTR)
olmaktadir. Bu bolgelerdeki SNP’ler, RNA splicing ve stabilitesini etkilemektedir. SNP
veritabanlarinda 4 milyonun {izerinde SNP bildirimigtir. Bu SNP’ler kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diabet, mental bozukluklar ve otoimmiin hastaliklar gibi bazi yaygmn major
rahatsizliklarda risk tayini igin genetik belirtegler olarak kullanilabilmektedir (68). Yine bu
polimorfik durumlar tedavi edici ilag se¢imi ve ilaca cevapta kisiler arasindaki farkliliklar:
aciklamak ve kisiye Ozgii tedavi segenekleri gelistirmek i¢in de kullanilmaktadir. Bu
polimorfizmlerin mutasyona olan nispi stabiliteleri onlarin baglanti esitsizligi durumlarinda
kullanilmalarina olanak saglamaktadir (70).

3.6.1. Sizofreni etyopatogenezinde bugiine kadar cahsilan genetik polimorfizmler

Bugiine kadar sizofreni hastalig1 etyopatogenezini aydinlatmak amaciyla bir¢ok genin

polimorfizmleri arastirilmis ve bir kismindan 6nemli bulgular elde edilmistir.
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Katekol-O-metil transferaz (COMT) polimorfizmi; sizofrenide prefrontal korteks
fonksiyonlarinin bozulmasi 6nemli bir bulgudur. Bu bolgede norotransmitter olarak gorev
yapan dopaminin metabolizmasinda 6nemli bir yer tutan COMT enzimini kodlayan gendeki
Val108/158Met polimorfizmi ile sizofreni arasindaki iligki arastirnllmis ve hasta bireylerde
kontrol grubuna gore allel sikliginda artma tespit edilmistir. Bu sonuglara dayanarak
prefrontal kortekste dopamin katabolizmasi arttiginda prefrontal fizyoloji ve biligsel
fonksiyonlarin bozulabilecegi, bu bozulmanin sizofreni riskini artiracagi anlami ¢ikarilmistir
(71).

SHT2A reseptdr gen polimorfizmi; sizofreninin beyin serotonerjik sisteminin agiri
aktivitesinden kaynaklandigini ileri siiren hipotezlere dayanilarak yapilan arastimada SHT2A
reseptor geninde, kodlayici bolgenin 102. pozisyonundaki (T102C) polimorfizmi ile sizofreni
hastalig1 arasinda bir iligki saptanmustir (72).

Dopamin D4 reseptér (DRD4) geni polimorfizmi; bir calismada DRD4 genine ait
tandem tekrarlari (VNTR) polimorfizmi ve -521C>T tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
arastirilmis ve VNTR polimorfizminin sizofreni ile iliskili oldugu saptanirken SNP’nin iliskisi
bulunamamustir (73).

Bu genlerden bagka bir¢ok gen ile ilgili polimorfizm g¢alismalar yapilmistir. Bunlarin
bir kismu ile sizofreni veya sizofreninin bazi semptomlar1 arasinda iligski belirlenebilmis, bir
kismu ile ise higbir iligki kurulamamigtir (74).

3.7 Calismanin Amaci

Sizofreni populasyonun yaklasik % 1’ini etkileyen, hastay1 yikima gotiiren ve hasta
kisinin ailesine ¢ok agir sorumluluklar yiikleyen ¢ok ciddi bir toplumsal sorundur. Bir ¢ok
genetik ve cevresel faktor etyopatogenezde suclansa da heniiz sebebi net olarak bilinmeyen ve
cesitli tedavi metotlarina ragmen tam remisyon saglanamayan bu psikiyatrik hastaligin

etyopatogenezinin aydinlatilmasi kisileri ve devletleri biiyilk mali yiiklerden kurtaracaktir.
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Her ne kadar iizerinde ¢alisilan bazi modeller olsa da sizofreni i¢in tam bir hayvansal model
olusturulamadigindan bu alandaki 6nemli ¢alismalar insanlarda yapilan klinik ¢aligmalar ile
stnirli kalmigtir. Son yillarda birgok noérodejeneratif hastalikta oldugu gibi sizofrenide de
serbest radikallerin, oksidan ve antioksidan sistem arasindaki dengesizliklerin bu hastaligin
etyopatogenezinde rol aldigina dair iddialar ortaya atilmaktadir. Yapilan bir ¢ok caligmada
glutatyon peroksidaz, katalaz, siliperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz gibi antioksidan
enzimlerin aktiviteleri ve diizeyleri arastirilmis ve c¢ogunun normalin digina ¢iktigt
saptanmistir. Akciger (75) ve meme kanseri (25) riski, mesane kanseri tekrarlama riski (17)
ile iliskili bulunan glutatyon peroksidaz 1 genine ait prol97leu polimorfizminin, sizofreni
etyopatogenezine olan muhtemel katkisinin aragtirilmasi 6énemli bir konu olarak kargimiza
¢ikmaktadir. Dolayisiyla bu ¢aligmada, GPX1 polimorfizminin gizofreni ile olan iligkisini

aragtirmak amaclanmustir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Hastalarin Sec¢imi

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca onaylanan calismada, Elazig Ruh ve
Sinir Hastaliklar1 Hastanesi’nde sizofreni tamisiyla takip ve tedavileri yapilan hastalardan;
kendilerinin, birinci derece yakinlarin veya hastane otoriteleri ve hekimlerinin rizas1 ile kan
ornekleri alindi. Epilepsi, mental retardasyon, madde bagimliligi olan hastalar ¢calisma disi
birakildi. Kontrol grubunu ise, psikiyatrik hastaliklar bagta olmak iizere organik ve kronik
hastaligt olmayan, yas dagilimi1 hastalarin yas dagilimma uygun saglikli bireylerden
olusturuldu. Hasta ve kontrol grubunun benzer cografi bolgelerden olmasina dikkat edildi.

Calismanin baslangicinda 111 adet sizofreni hastasi ve 120 adet saglikli kontrol bireyi
vardi. Her iki gruptan bazi bireyler degisik sebeplerle, 6rnegin DNA izolasyonunun verimli
olmamasi, klinik smiflandirmanin tam yapilamamasi, bireyin demografik verilerinin tam
olarak elde edilememesi gibi sebeplerle ¢alisma dis1 birakildi. Son olarak iizerinde istatistiksel
analizlerin yapildig1 hasta ve kontrol bireylerinin sayisi her bir grup i¢in 100 olarak belirlendi.
Sizofreni hastalarinin cinsiyet dagilimi 54 erkek ve 46 kadin olarak, kontrol grubunun cinsiyet
dagilim ise 66 erkek ve 34 kadin olarak belirlendi. Hasta ve kontrol grubundaki bireylere ait

demografik veriler Tablo 4’te 6zet olarak sunulmustur.

Tablo 4. Hastalarin ve kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerin demogrofik verileri
(Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir).

Sizofreni Kontrol
N 100 100
Yas 38.96 £10.8 38.46 £ 11.71
Cinsiyet 54E / 46K 66E /34 K
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4.2. Orneklerin alinmasi, saklanmasi ve analizlere hazirlanmasi

Kanlar sabah a¢ karnina, dinlenmis hastalarin antekiibital veninden daha 6nceden
hazirlanmis EDTA’l tiiplere 2 cc olarak alindi.

Kanlar, kan alinma islemleri bittikten sonra DNA saflagtirmast yapilincaya kadar
ortalama olarak 1 hafta -20 C°’de bekletildi. Kanlar birkac defa alt-iist edilerek homojen hale
getirilip 8’erli gruplar olusturularak ¢aligildi.

4.3. Kimyasallar maddeler, sarf malzemeleri ve cihazlar

Mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157.MP, Germany ve
Eppendorf microcentrifuge type 5415C, Germany), Elektronik hassas terazi (Shimadzu
Corporation Libror AEG-320, Japan), pH metre (Hanna Instruments HI8521 pHmeter, Italy),
UV/visible spektrofotometre (LKB  Biochrom Ultraspec Plus 4054 UV/visible
spectrophotometer, Cambridge, England), hiz ayarli vorteks (Labinco L46, The Netherlands),
su banyosu (Kotterman labortechnic type 3643, Germany), Elektroforez aparati 1200V-
500mA E815 (Belgium), Electrophoresis box (Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout,
Belgium), Eppendorf Mastercycler gradient (Netheler Mlnz GmbH, 22331 Hamburg,
Germany), UV lambas1 ve ilgili okuma, kaydetme, fotograflama iinitesi (TCP-20-M, Vilber
Lourmat, Cedex, France), amonyum asetat, amonyum kloriir, potasyum hidrojen karbonat,
sodyum dodesil siilfat (SDS), isopropanol, %70’lik etanol, borik asit, EDTA, bromphenol
blue, xylene cyanole, ficoll, agaroz, yiiksek rezoliisyonlu agaroz, ethidium bromide, TRIS
baz, potasyum asetat, magnesium asetat, TRIS-asetat, DTT (dithiotreitol), deoksiniikleotid
trifosfat (ANTP) seti (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), Taq
DNA polimeraz (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), Magnezyum Kloriir, 100 bp DNA ve

50 bp DNA step marker’leri (Promega, Madison, WI).
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4.4. Kandan DNA izolasyonu

DNA saflastirilmast Promega firmasindan alinan ticari “Wizard Genomic DNA

Purification Kit”1 ile gergeklestirildi (Kat. No.: A1125, Madison, WI, USA). Bu kit 300 puL

kandan DNA izolasyonu i¢in dizayn edilmistir. Calisma esnasinda kitin genel kurallarina

uymak kosuluyla bazi modifikasyonlar yapildi. Gergeklestirilen deney asamalar1 asagida

siralandig gibidir:

1.5 ml lik tiiplere 900 uL “cell lysis” (hiicre par¢calama) solusyonu konuldu.

Alt-iist edilmis kandan 300 pL alinarak hiicre parcalama solusyununun iizerine ilave
edildi, 5-6 defa alt-iist edildi, 10 dak. oda 1sisinda bekletildi.

15.000 x g de 20 saniye oda 1s1sinda santrifiijlendi.

Alttaki beyaz kisma zarar vermeden miimkiin oldugu oOlgiide fazla siipernatan
uzaklagtirildi ve atildi. Altta hiicrelerin iizerinde yaklasik olarak 10-20 uL sivi
birakildi.

Hiicre pargalama solusyonundan 300 pL almarak cok hafifce vortekslenmis hiicre
¢Okiintiisiiniin tizerine eklendi ve 5-6 kez alt-iist edildi. 2-4. basamaklar tekrar edildi.
Beyaz hiicrelerin arasinda hala bazi kirmizi hiicreler goriiliiyorsa bu durumda tekrar
hiicre parcalama solusyonu eklenerek yukaridaki deneyler tekrarlandi.

Beyaz hiicreler siddetle vortekslenerek iyice karigmasi saglandi (10-15 saniye).
Vortekslenmis hiicrelerin iizerine 350 UL “Nuclei lysis” (¢ekirdek pargalama)
solusyonu eklendi. Beyaz hiicrelerin parcalanmasi icin solusyon 5-6 kez pastor pipeti
ile pipetlendi ve birakildi. Solusyon viskoz bir yap1 kazandi. Karistirildiktan sonra hala
hiicre kiimeleri goriiniiyorsa 37°C’de inkiibe edildi ve kiimelerin bozulmas1 beklendi.
Kimeler 1 saat sonra hala varsa 100 puL ¢ekirdek parcalama solusyonu eklenerek

inkiibasyon tekrarlandi.
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Oda 1sisina getirilmis Niikleer lizatin tizerine 120 uL “protein precipitation” (protein
coktiirme) solusyonu eklendi. 10-20 saniye siddetle vortekslendikten sonra kiigiik,
degisik kahverengi tonlarinda protein kiimeleri goriildii. Numuneler tam oda 1sisina
gelmeden protein ¢oktiirme solusyonu eklendiginde yeterli bir protein ¢okiintiisii elde
edilemeyeceginden hareketle iyi bir ¢oktiirme i¢in bu ayrintiya dikkat edildi.

Oda sicakliginda 15.000 x g’de 3 dakika santifiijlendi. Eppendorf tiipiin dibinde koyu
kahverengi bir protein ¢okiintiisii goriildii.

Siipernatan 300 puL izopropanol igeren 1.5 ml’lik santifiij tiipline transfer edildi.
Siirekli alt-iist edilerek ve ters c¢evrilerek karistirildi. Beyaz iplik goriiniimiindeki
DNA, goriilebilen bir kitle oluncaya kadar bu ¢evirme islemine devam edildi. Bazi
numunelerde goriilebilen kiimeler olusurken diger bazilarinda ¢ok kiiciik miktarda
iplik¢ik goriildii.

1 dakika oda sicakliginda 15.000 x g’de santrifiijlendi. DNA, ornekteki 16kosit
miktarinin az veya fazla olmasina gore miktar1 degisebilen beyaz bir ¢okiintii olarak
gortldii.

Stipernatan dokiilerek dipte kalan DNA’nin iizerine 300 uL oda sicakligindaki
%70’lik etanol eklendi. Alt-list yapilarak DNA pelleti ve tlipiin kenarlar1 yikandi.
Yukaridaki santrifiijleme islemi tekrarlandi.

Etanol dikkatlice aspire edildi. Bu asamada DNA c¢ok gevsektir. Yanliglikla
pipetlenebileceginden dikkatli olmak gerekir. Tiipler temiz kurutma kagitlarinin
tizerine agizlari alta gelecek sekilde yerlestirildi, boylece fazla etanol alinmis oldu.
Sonra 5-10 dakika normal havada kurumaya birakildi.

Kurumus tiipe 100 pL. DNA rehidratasyon solusyonu eklendi. DNA’y1 rehidre etmek
icin 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Tiip ara ara ¢alkalandi.

DNA 0.5 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 2-8°C’de saklandi.
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Bu islemler bittikten sonra eppendorf tiiplerde bulunan DNA’nin tahmini miktarini
hesaplamak i¢in su islem gergeklestirildi: UV/visible spektrofotometre 260 ve 280nm’de ¢ift
dalga boyu araliginda okuma yapacak sekilde ayarlandi. DNA 6rneginden 4 puL almarak
mikro kiivette bulunan 746 pL saf suyun iizerine konuldu ve alt-iist yapildi. Okuma
gerceklestirildi. Daha sonra ng/ul DNA= A4y x dilusyon faktorii x 50 formiiliinden hareketle
orneklerdeki DNA’nin yaklasik miktar1 hesaplandi.

4.5. Oligoniikleotidler (primerler)

Calismada kullanilacak olan Primer (Oligoniikleotid) Biobasic firmasina (BioBasic,
Ontario, Canada) sentezlettirildi. PCR deneylerinde kullanilacak olan oligoniikleotidler, insan
DNA’s1 iizerindeki ilgili gen bolgesinin amplifikasyonunu gergeklestirmek icin kullanildi.
Satin alinan primerin niikleotid sekans1 tablo 5’te belirtilmistir:

Tablo 5: GPX1 genine ait primer dizileri

Sense primer: 5°’- GCCTGGTGGTGGGTTCGAGCC-3’
Antisense primer: 5’-GACAGCAGCACTGCAACTGCC-3’

PCR isleminde kullanilacak olan primer konsantrasyonunun 20 pmol, PCR son
hacminin de 50 pl olmasi planlandi. On denemelerde 5 pmol, 10 pmol, 20 pmol, 30 pmol, 40
pmol, 50 pmol primer serileri diger biitiin degiskenler sabit kalmak iizere esit miktarda DNA
kullanilarak denendi. Bunlardan en iyi sonu¢ verenin 20 pmol oldugu goézlendi. Bu
denemelere ait teknik detaylar ve elde edilen bulgular tezin bu bdliimiiniin ilerleyen
kisimlarinda ve bulgular boliimiinde verilecektir. Stok ve ¢aligma primer serileri 5 mM pH 7.5
Tris-HCI tamponu igerisinde hazirlanarak esit kisimlar halinde (20’ser UL hacimlerde) derin

dondurucuda saklandi.
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4.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Hasta ve kontrollerden elde edilen DNA oOrnekleri PCR (76) ile ¢ogaltildi. PCR
kosullar1 Forsberg ve arkadaglarinca tariflenen protokole gore belirlendi (70). PCR
optimizasyonundan sonra protokol laboratuvar sartlarimiza gore yeniden olusturuldu. Buna
gore; PCR isleminin birinci asamasi ¢ift sarmal DNA molekiillerini denatiire etmek igin
yalnizca bir dongli olmak iizere 5 dakika 95°C’de gergeklestirildi. PCR isleminin ikinci
asamasi 94°C’de 45 saniye denatiirasyon (melting), 66°C’de 45 saniye baglanma (annealing)
ve 72°C’de 1 dakika uzatma (extention) olmak {izere 27 dongii iizerinden ger¢eklestirildi. Bu
tiir caligmalar i¢in yapilan biitiin PCR analizleri kalitatif amagli olarak yapildiginda ikinci
segmentin siklus say1s1 rutin olarak 27 olarak belirlendi. Ugiincii asama olan en son siklustaki
uzatma periyodu 72°C’de 10 dakika olacak sekilde gergeklestirildi ve 6rnekler 4°C’ye kadar
hizla sogutuldu. Daha sonra bu PCR amplikonlar agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.
Genel olarak total PCR iiriiniiniin % 40’1 agaroz jel elektroforezine kosuldu. Agaroz jelin
yiizdesi DNA fragmentlerinin beklenen hacimlerine gére belirlendi. PCR fiirlinleri daha ileri
analizler veya tekrarlar icin -20°C’de saklandi.

Cogaltilan 359 bp’lik GPX1 gen bolgesine ait detayli bilgiler Sekil 2°de verilmistir.
Tag polimerazin bulundugu ortamda her bir primerden 20 pmol kullanildi. Sense ve antisense
primerler, 1.25 U Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), 2 mM dNTP
(MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1 mM MgCl,, 50 mM KCI ve 10 mM Tris-HCI (pH 8.3)
tamponu (10X buffer) iceren master miks solusyonu (30 puL), 20 puL su i¢cinde 50 ng DNA
iceren 0.2 mL’lik tiiplere eklendi (reaksiyon hacmi 50:1 olarak belirlendi).

4.6.1. PCR optimizasyonu

Bu metotla yapilan PCR denemelerinde en uygun sonu¢ almamayinca baglanma
1s1sinda bazi degisiklikler yapilarak en uygun iiriin elde edildi. lgili ¢aligmada &nerilen 57

°C’de yapilan PCR’da elde edilen iiriinlerin % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda non-
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spesifik bantlarin olusumu goriildii. 58, 60, 62, 64 ve 66 °C baglanma 1silarinda 5 ayr1 PCR
kurularak en uygun baglanma derecesi 66 °C olarak tespit edildi. Primer kullaniminda en iyi

sonucu alabilmek icin 5, 10, 20 ve 50 pmol oranlarinda primer kullanildi. En uygun sonucun

20 pmol oldugu belirlendi.

..... TTCC CTCAAGTACG TCCG[GCCTGG TGGTGGGTITC GAGCCCAACT TCATGCTCTT

CGAGAAGTGC GAGGTGAACG GTGCGGGGGC GCACCCTCTC TTCGCCTTCC TGCGGGAGGC

CCTGCCAGCT CCCAGCGACG ACGCCACCGC GCTTATGACC GACCCCAAGC TCATCACCTG

GTCTCCGGTG TGTCGCAACG ATGTTGCCTG GAACTTTGAG AAGTTCCTGG TGGGCCCTGA

CGGTGTGCCC CTACGCAGGT ACAGCCGCCG CTTCCAGACC ATTGACATCG AGCCTGACAT

*

CGAAGCCCTG CTGTCTCAAG GGCCCAGCTG TGCCTAGGGC GCCCCTCCTA CCCCGGCTGC
T

TTGGCAGTTG CAGTGCIGCT GTC] ICGGGGG GGTTTTCATC TATGAGGGTG TT.......

Sekil 2: GPX1 geninin PCR reaksiyonunda iiretilen 359 bp’lik bolgesi ile bu bolgenin iiretilmesini
saglayan primerler, restriksiyon enzimi Dde I’in tanima sekansi, bu enzimin kesim noktasi ile 593. baz
ciftinde meydana gelebilecek C-T konversiyonunun kesime etkisinin sematik olarak gésterimi. Koseli
parantezlerin arasinda normal yazi stili ile yazilan kisim PCR ile ¢ogaltilan 359 bp’lik bolgeyi
belirtmektedir, koseli parantezin diginda kalan italik yazi stili ile gosterilen bolge ise ilgili bolgenin
oncesinde ve sonrasinda devam eden niikleotid dizisinin bir kismini gostermektedir. Gri renk ile tarali
alan forward ve reverse primerleri, alt1 ¢izili bolge restriksiyon enzimi olan Dde I’in tanima sekansini
(bu bodlgenin ikinci niikleotidi olan C (yildiz ile isaretlenmis) polimorfik niikleotidi gostermektedir.
4.7. Restriksiyon enzimi ve PCR iiriiniin sindirimi
GPX1 enzimini kodlayan genin PCR ile ¢ogaltilmasiyla elde edilen {iriinliniin ilgili
bolgesinin kesimi i¢in Desulfovibrio desulfiricans bakterisinden elde edilen Ddel restriksiyon
endoniikleaz enzimi kullanildi. Bu enzimin kesme sekansi asagida gosterildigi gibidir:
5 ...C"NAG... 3’
3’ .GANT™C... 5’
Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol gruplarinin DNA’lar1 Dde [ restriksiyon

enzimi ile sindirildi. Genel kural olarak her ug DNA ic¢in 1 iinite enzim kullamildi. Dde I
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enziminin iinite tarifi, 37 °C’de 1 saatte 50 UL hacmindeki deney ortaminda 1 pg DNA’y1
tamamen sindirmek i¢in gerekli olan enzim miktan seklindedir. Enzim ve gerekli tamponlar
Fermentas firmasindan (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania) saglandi. Inkiibasyon sicakligi
iiretici  firmanin Onerisi goz Oniine alinarak 37 °C, inkiibasyon zamani ise 8 saat olarak
belirlendi. Uretici firmanin &nerisiyle 10 pul PCR firiinii {izerine 1.2 ul Dde I restriksiyon
enzimi ve enzimle birlikte verilen 10X tampondan 2 pl eklenerek belirlenen inkiibasyon
siiresince 37 °C’deki benmaride bekletildi. Hazirlanan % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilen kesim
tirtinleri UV 151k altinda goriintiilendi.

4.8. Kullanilan DNA marker’i

Deneylerde Bio Basic Inc. (Ontario, Kanada) firmasindan alinan 100 bp DNA markeri
kullanildi. Bu marker 100 bp’den baslayarak 11 adet bant igcermektedir. Agaroz jel
elektroforezinde kullanilmak {izere marker DNA’dan 5 pl alinip iizerine 75 pl distile su, 10 pl
yiikleme tamponu eklendikten sonra 65 °C’de 5 dakika bekletildi ve buz iginde aniden
sogutularak kulanildi. Jele yiiklenirken 5 pl olarak yiiklendi.

4.9. Agaroz jel elektroforezi

Restriksiyon enzimi ile sindirilen PCR fiiriinleri hazirlanan % 2’lik agaroz jelde
yiiriitiildii. Agaroz, Prona firmasindan satin alind1 (Prona, Ispanya). Yiiriitme tamponu olarak
Tris-Borat-EDTA (TBE) tamponu (0.5X) kullanildi. Bu tamponun stok sekli olan 5X tampon
su sekilde hazirlandi: 54 g TRIS-base, 27.5 gr borik asit, 20 mL 0.5 M EDTA (pH 8) bir
miktar distile su icinde coziilerek 1 L’ye tamamlandi. Jel elektroforezini yapmak icin
Horizontal tipte jel elektroforez sistemi kullanmildi (Electrophoresis box, Consort N.V.
Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium). UV i1siginda DNA fragmanlarmi goérmek icin
Ethidium bromide (EtBr) floresan boyasi kullanildi. Her 100 mL 0.5X TBE tamponu i¢in, 5

UL hacimde, konsantrasyonu 10 mg/mL olan EtBr ilave edildi (Jeldeki ve kosma

tamponundaki final EtBr konsantrasyonu 0.5 pg/ml olarak belirlendi). Jel {izerindeki
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kuyucuklara DNA’nin aplikasyonu i¢in yiikleme tamponu kullanildi (%15 ficoll, %0.25 BPB
[brom phenol blue], %0.25 XC [xylene cyanole] bir miktar distile su i¢inde ¢dziilerek 100
ml’ye tamamlandi, 3’er ml’lik hacimlere ayrilarak deneylerde kullanildi). Bu yiikleme
tamponunun oran, jele yiiklenecek PCR iiriiniiniin % 10’unu ge¢meyecek sekilde ayarlandi.
Bunun i¢in sindirim yapilmig DNA iirliniine (total 25 puL) 2.5 uL boyali tampon ilave edildi.
DNA’lar jellere yiiklenirken, beklenen bantlarin boyutlarinin belirlenebilmesi amaciyla ayni
jel tizerine Promega firmasindan (Madison, WI, USA) aliman 100 bp DNA marker’i de
yiiklendi. Jeller, oda sicakliginda 60 V ve 25 mA sabit akimda yiriitiildii. 2 saatlik
yiiriitmeden sonra jeller UV 151k altinda degerlendirilerek fotograflanda.

4.10. Istatistiksel analizler

Genetik dagilimin Hardy-Weinberg dengesine uyumu X* goodness-of-fit testi ile
analiz edildi. Hastalar ve kontroller arasindaki genotipik dagilimlarin farkliliklar1 Ki-kare
veya Fisher’s exact test ile degerlendirildi. Kontrol ve hastalar arasindaki allelik dagilim
farkliliklar1 Fisher’s exact test ile degerlendirildi. Hastalarin demografik 6zelliklerindeki
farkliliklar (yas, cinsiyet) her 3 GPX1 genotipi goz Oniine alinarak tek yonlii varyans analizi
(one-way analysis of variance (ANOVA)) ile belirlendi. P degerinin <0.05 olmas: istatistiksel
agidan anlamh olarak kabul edildi. Biitiin istatistiksel testler “SPSS® for Windows computing

program, Version 11.0” ile gerceklestirildi.
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5. BULGULAR

En iyi PCR sartlarin1 belirlemek i¢in 58, 60, 62, 64, 66 °C baglanma derecesi ile
yapilan deneyler sonucunda 66 °C’nin en uygun baglanma sicakligi oldugu saptandi (Sekil 3).
66 °C’nin yeterli bant kalitesine sahip olmasi ve sicaklik yiikseldikge bant kalitesinin giderek
diismesi nedeniyle daha yiiksek sicakliklar denenmedi. En uygun primer miktarinin 20 pmol
oldugu belirlendi (Sekil 4). Polimorfik niikleotidin (sekil 2) Sitozin (C) olmas1 halinde, Dde 1
enziminin kesecek bir bolgesi bulunmadigindan agaroz jel elektroforezinin goriintiilenmesi ile
359 bp uzunlugunda tek bir bant, Timin (T) olmasi durumunda Dde [ ile kesim

gergeklestiginden 299 bp ve 60 bp uzunlugunda iki bant goriildii (sekil 5).

100bp
DNA
marker

Sekil 3: Farkli baglanma dereceleriyle yapilan PCR optmizasyonuna ait agaroz jel
goriintiisii. Beklenen bantlar diginda herhangi bir bantin bulunmamasi, en iyi baglanmanin
66°C’de oldugunu gosterdi.
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20 pmol 15 pmol 10 pmol 5 pmol

Sekil 4: Primer konsantrasyonunun elde edilen PCR iiriiniine etkisi.

100bp
DNA
marker

400 bp

300 bp 359 bp
200 bp 299 bp
100 bp 60 bp

Sekil 5: Dde I ile kesilen PCR {iriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii. Birey A, CT genotipi, Birey B,
TT ve Birey C ise CC genotipini gdstermektedir.
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Hasta ve kontrol grubundaki bireylere ait GPX1 genlerindeki 593. pozisyondaki C\T degisimi
ile ortaya ¢ikan prol97leu polimorfizminin degerleri Tablo 6’da belirtilmistir. Bu sonuglara
gore hasta grubunda Pro\Pro veya C\C genotipi 48 bireyde (%48), Pro\Leu veya C\T genotipi
43 bireyde (%43) ve Leu\Leu veya T\T genotipi 9 bireyde (%9) tespit edilmistir. Kontrol
grubu genotipler agisindan incelendiginde; Pro\Pro veya C\C genotipi 57 bireyde (%57),
Pro\Leu veya C\T genotipi 34 bireyde (%34) ve Leu\Leu veya T\T genotipi 9 bireyde (%9)
olarak tespit edilmistir. Her bir genotip, hasta ve kontrol arasinda karsilastirildiginda
farkhiligin anlamli olmadigi tespit edildi (X’= 1.823, p>0.05). Ayrica allel sikliklari
incelendiginde; prol97 allelinin frekansi hasta grubunda 0.695 ve kontrol grubunda 0.740
olarak, leul97 allelinin frekansi ise hasta grubunda 0.305 ve kontrol grubunda 0.260 olarak
bulundu. Hasta ve kontrol gruplari arasinda allel sikliklar1 agisindan herhangi bir anlamli
farklilik tespit edilemedi (Tablo 6).

Sizofreni hastaligina sahip bireylerin olusturdugu grupta kadinlar ve erkekler arasinda
genotipler ve allel frekanslar1 agisindan anlamli bir farklilhik saptanamadi (X°= 1.588, p>0.05)
(Tablo 7). Hasta kadinlar i¢in genotip frekanslar su sekilde saptanmistir. Pro\Pro veya C\C
genotipi 19 bireyde (%41), Pro\Leu veya C\T genotipi 22 bireyde (%48) ve Leu\Leu veya T\T
genotipi 5 bireyde (%11) tespit edilmistir. Hasta erkekler genotipler acisindan incelendiginde
ise; Pro\Pro veya C\C genotipi 29 bireyde (%54), Pro\Leu veya C\T genotipi 21 bireyde

(%39) ve Leu\Leu veya T\T genotipi 4 bireyde (%7) olarak tespit edilmistir.
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Tablo 6. Hastalar ve kontrollerdeki Pro197Leu polimorfizminin genotipi ve allel sikliklar

Gruplar GPX1 genotipi [n ()]* GPXI1 allel frekanslar1®

n Pro/Pro Pro/Leu Leu/Leu n Pro197 Leul97
Egg’feni 100 48(0.48) 43 (0.43) 9 (0.09) 200 0.695 0.305
95% GA® (0.382- 0.578) (0.333-0.527) (0.034- 0.146) (0.631-0.759) (0.241-0.369)
H-W es.’ 0.483 0.424 0.093
Kontrol 100 57 (0.57) 34 (0.34) 9(0.09) 200 0.740 0.260
95% GA (0.473- 0.667) (0.247-0.433) (0.034- 0.146) (0.679-0.801) (0.199-0.321)
H-W es. 0.548 0.385 0.068

“hasta ve kontrol arasinda genotip farkiiliklar: anlaml olarak saptanamadi. (X’=1.823, df= 2, p=0.402).

®hasta ve kontrol bireyleri arasinda allel frekanslart acisindan farklilik saptanamady. (X°= 0.999, df= 1, p= 0.318).
%95 giivenlik aralig

d Hardy- Weinberg esitligi. Kontrol ve hastalarin genotipik dagilimlar: Hardy Weinberg dengesi i¢indedir.

34



Tablo 7. Hasta grubunda cinsiyet farkliliklarina gére Pro197Leu polimorfizminin genotipi ve allel sikliklar

Cinsiyet GPXI1 genotipi [n (H)]* GPXI1 allel frekanslar1®

n Pro/Pro Pro/Leu Leu/Leu n Pro197 Leul97
Erkek 54 29 (0.537) 21 (0.389) 4 (0.074) 108 0.731 0.269
95%GA° (0.404- 0.670) (0.259-0.519) (0.004- 0.144) (0.648-0.815) (0.185-0.352)
H-W es. 0.535 0.393 0.072
Kadin 46 19 (0.413) 22 (0.478) 5(0.109) 92 0.652 0.348
95% GA (0.271- 0.555) (0.334-0.623) (0.019- 0.199) (0.555-0.749) (0.251-0.445)
H-W es. 0.425 0.454 0.121

“Erkek ve kadinlar arasinda anlamli genotip farkhiliklar: saptanamadi. (X°= 1.588, df=2, p= 0.452).
PErkek ve kadinlar arasinda allel frekanslart agisindan farklilik saptanamadi. (X°= 1.474, df=1, p= 0.225).
€ %95 giivenlik aralig

! Erkek ve kadinlarin genotipik dagilimlar: Hardy Weinberg dengesi i¢indedir.
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6. TARTISMA

Sizofreni hastalig1 toplumda diger bir¢cok noropsikiyatrik hastalik ile karsilagtirildiginda
oldukea yiiksek siklikta goriilen bir hastalik olmakla birlikte etyopatolojisi heniiz tam olarak
aciga kavusturulamamistir. Bu konu ile ilgili olarak noérotransmitterlerin sentezlenip
salgilanmasindaki anormallikler basta olmak lizere bircok kimyasal, fizyolojik, farmakolojik
ve genetik hipotez One siiriilmiistiir. Genetik hipotezler, monoamin metabolizmasina ait
enzimler ile ilgili hipotezler, noradrenerjik disfonksiyona dair hipotezler, serotonerjik
disfonksiyona ait hipotezler, aminoasitler, prostaglandinler, biiyiime hormonu ve viral-immiin
hipotezler basta olmak iizere bir¢ok hipotez ileri siirlilmiis ve bunlara ait olduke¢a fazla sayida
aragtirma yapilmigtir. Daha 6nce de belirtildigi gibi bunlarin higbiri hastaligin etyopatogenetik
sebebi olarak tek basina sorumlu tutulamamis, kombine olarak diisiiniilen mekanizmalar bile
tam anlamiyla gilivenli bir sekilde ortaya konulamamistir (28). Bilinen mekanizmalarin bir
kismi ise tamamen tedavide kullanilan ilaglarin etkinligine bagli olarak ortaya atilmistir.
Ancak sizofreni hastalarinda oksidan\antioksidan sistemde meydana gelen dengesizliklerin
sizofreni etyopatogenezinde 6nemli rol oynadiklar hipotezi bu ¢aligmanin ana fikri olmustur.

Bu calismanin planlanmasinda gz Oniine alinan teori ve hipotez tamamen sizofreni
hastalarinda oksidatif stresin artmasi iizerine kurulmustur. Yapilan bir¢cok klinik calismada
daha once de belirtildigi gibi sizofreni hastalarmin kan, eritrosit, beyin dokusu, BOS gibi
biyolojik materyallerinde bir taraftan oksidatif stresin arttigi bulunurken diger taraftan
antioksidan savunma sisteminin azaldig1 bulunmustur (77). Oksidan/antioksidan sistemlerdeki
bu diizensizlikler yalniz basmna diisiiniildiiklerinde herhangi bir anlami olmayabilir ama
merkezi sinir sisteminde sebep olacaklar ikincil degisiklikler bazi psikiyatrik semptomlarin
ortaya ¢ikisini izah edebilir.

Bu calismada sizofreni hastalarinda viicuttaki en 6nemli antioksidan enzimlerden biri olan

GPX1 enziminin Pro197Leu polimorfizmi, saglikli kontrol bireyleri ile karsilastirilmali olarak
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arastirildi. Elde edilen verilere gore, 100 bireyden olusan hasta grubunda Pro\Pro genotipi 48
bireyde, Pro\Leu genotipi 43 bireyde ve Leu\Leu 9 bireyde tespit edilmistir. Yine 100 kisiden
olusan kontrol grubunda ise Pro\Pro genotipi 57 bireyde, Pro\Leu genotipi 34 bireyde ve
Leu\Leu genotipi 9 bireyde olarak tespit edilmistir. Bu verilerle, hasta ve kontroller arasinda
genotipler karsilagtirlldiginda farkliligin anlamli olmadigi saptandi. Hasta ve kontrol
grubundaki bireylere ait genotip frekanlar1 Hardy-Weinberg esitligi i¢inde saptanmistir. Allel
sikliklart incelendiginde; prol197 allelinin frekansi hasta grubunda 0.695 ve kontrol grubunda
0.740 olarak, leul97 allelinin frekansi ise hasta grubunda 0.305 ve kontrol grubunda 0.260
olarak bulundu. Allel sikliklar1 agisindan hasta ve kontrol grubu bireyleri arasinda rakamsal
olarak farkliliklar saptansa da bu farklilik istatistiksel olarak anlamsizdi. Hasta grubu 54 erkek
ve 46 kadin bireyden olusmustur. 54 erkek hastadan 29’u Pro\Pro, 21°i Pro\Leu ve 4’iiniin
Leu\Leu genotipini tasidig1 saptandi. 46 kadin hastanin ise 19’u Pro\Pro, 22’si Pro\Leu ve
5’inin Leu\Leu genotipini tasidigi saptandi. Allel sikliklarinda ise pro197 allelinin frekansi
erkeklerde 0.731, kadinlarda 0.652 ve leul97 allelinin frekansi erkeklerde 0.269 kadinlarda
ise 0.348 olarak tespit edildi. Erkek ve kadinlarda GPX1 allel sikliklar1 agisindan ortaya ¢ikan
farkliliklarda istatistiksel anlamlilik saptanamadi. Sizofreni hastaliginin baslangi¢ yasi, klinik
belirtiler, kisiler lizerindeki negatif etkiler acisindan cinsiyetler arasinda farkliliklar gosterdigi
bilinmektedir (4). Bu farkliliklara GPX1 allelinin katkisinin bulunmadig1 gosterilmistir. Bu
sonuglar, GPX1 prol97leu polimorfizminin sizofreni etyopatogenezinde herhangi bir rol
oynamadigimi gostermektedir. Ancak sizofreni etyopatogenezinde oksidatif stresle olusan
membran hasarinin 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir. Oksidatif stres kimi zaman daha dnce
belirtildigi sekilde oksidan maddelerin artmasiyla ortaya c¢ikarken kimi zaman da, i¢inde
glutatyon peroksidazin da bulundugu bazi antioksidan sistem iiyelerinin seviyesinde

azalmalarla ortaya ¢ikmaktadir (53).
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Insan GPX1 geninde bildirilen pro197leu polimorfizminin enzim aktivitesiyle iliskili
olmadigi, nadir allellerinde normal enzim aktivitesi gosterdigi bildirilmistir (70). Ancak bu
polimorfik durumlarin fonksiyonel ve yapisal Onemleri tam olarak giin 1s181na
cikarilamamistir. Bu polimorfizmin neden oldugu fonksiyonel ve yapisal sonuglar tam olarak
bilinemese de yapilan calismalar sonucunda akciger (75) ve meme kanserinde risk artisi (25),
mesane kanseri tekrarlama riskinin artis1 (17) ile iliskili bulunmustur. Bu iliskinin muhtemel
nedeni olarak bir imino asit olan prolinin 18sin amino asidiyle yer degistirmesinin, GPX1
proteininin ikincil ve ii¢iinciil yapilarinda degisiklige neden olmasi gosterilmistir (78). Cilinkii
o karbonunda eslenmemis serbest amino grubu olmayan tek amino asit prolindir ve bu
ozelligi nedeniyle peptitlerin ikincil yapisinda biikiilme olusturabilen tek amino asittir (78).

Bir bagka antioksidan sistem iiyesi olan Mn-SOD genindeki ala-9val polimorfizminin
sizofreni etyopatogenezinde rol aldig1 bildirilmistir (79). Ancak diger antioksidan enzimleri
kodlayan genlere ait polimorfizmler heniiz c¢alisilmamistir. Bu calismanin planlandig
donemde heniiz yapilmamis olan fakat 2004 yilinda japon sizofreni hastalariyla yapilan bir
arastirmada (80) GPX1 gen polimorfizmi ile sizofreni arasinda bir iliski saptanamamistir.
Bizim ¢alismamiz da bu sonucu dogrulamaktadir.

Sonug olarak, ¢aligma verilerimize gére GPX1 geninin prol97leu polimorfizmi en azindan
bizim toplumumuz i¢in sizofreniye yatkinlik olusturmamaktadir. Akyol ve arkadaslariin (79)
yaptiklar1 Mn-SOD enzimi ile ilgili polimorfizmin sizofreni ile iliskili olmasi, biyokimyasal
calismalarda sizofreni hasta ve kontrol gruplar arasinda enzim diizeyleri agisindan farkliliklar
olmasi, antioksidan sisteminin diger iiyeleri olan CAT, glutatyon rediiktaz ve diger SOD
izoenzimleri olan Cu,Zn-SOD ve EC-SOD gibi enzimlerin de polimorfik durumlar agisindan
arastirilmasi gerektigini ortaya koymaktadir. GPX1 geniyle yapilan bu ¢alismanin sonucunda
olumlu bir sonuca ulasilmamis olmasi GPX ve diger antioksidan sistem enzimlerle ilgili

olarak yapilacak caligmalarn etkilememelidir. Ayrica bu calisma, arastirmacilar tarafindan
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hasta ve kontrol grubu bireylerinin sayilar1 artirilarak ve bunun yanma enzim aktivite
Olgtimleri de eklenerek yeniden calisilmalidir. Ciinkii toplumda yaygin olan, tilkeye maddi ve
manevi yonden biiylik yiikler getiren bu hastalifin sagaltilmasina yonelik yeni tedavi
yaklagimlarmin gelistirilebilmesi ve etyopatogenezinin tam olarak aydmnlatilabilmesi

agisindan genetik polimorfizm ¢aligsmalar1 oldukga biiyiik 6nem arzetmektedir.
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