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OZET

Sizofreni kisinin ve ailesinin hayatin1 olumsuz yonde etkileyen ciddi bir toplum
saglhig1 sorunudur. Etiyolojisi ve patogenezi tam c¢oOziilememis olmasina ragmen
cevresel genetik faktorlerin  sizofreni gelisiminde oOnemli oldugu belirlenmistir.
Fibrinolitik sistem fibrin pihtilarinin azaltilmasi ve uzaklastirilmasindan sorumludur ve
bu olayda plazminojen onemli rol oynar. Plazminojen aktivator inhibitér 1 (PAI-1)
plazminojen aktivasyonunu inhibe ederek proteolizi ve fibrinolizisi diizenler. PAI-1
seviyesindeki artig fibrinolitik aktivitenin artisina neden olmaktadir. PAI-1 diizeyindeki
artisin bu genin promotor boélgesinde -675’de yer alan 4G/5G polimorfizmine neden
olan 4G aleli ile iliskilendirilmistir. Kan koagiilasyon faktorleri ve sizofreni arasinda
muhtemel bir iliski olmakla birlikte, akut ve kronik sizofreni hastalarinda plazminojen
seviyesinin azaldigi1 ve bu hastalarda stres bagimli trombozlarin PAI-1 tarafindan regiile

edildigi gosterilmistir.

Bu ¢alisma sizofreni hastalarinda plazminojen aktivator inhibitor tip-1 (PAI-1)
geni 4G/5G polimorfizm sikligim belirleyerek bunun sizofreni gelisiminde genetik

yatkinlik yoniinden iligkili olup olmadigin1 arastirmak amaciyla planlandi.

Calismada; Sizofreni tanis1 konan 100 hasta ve 50 saglikli bireyden alinan vendz
kan oOrneklerinden tuz-ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen genomik DNA
analiz edildi. PCR metodu ile PAI-1 geni 4G/5G baz giftleri ilgili primerler kullanilarak
cogaltildi. PCR ile c¢ogaltilan Ornekler PAI-1 dirlini i¢in %2’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek, CCD (Charge Coupled Device) kamera ile degerlendirildi.
4G primeri ile 139 bg de bant verenler 4G homozigot, 5G primeri ile 139 b¢ de bant
verenler 5G homozigot, her ikisinde de bant verenler 4G/5G heterozigot olarak

belirlendi.

Calisma sonunda bulgularimiz, PAI-1 geni genotipleri ile hastalik arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik oldugunu gostermekle birlikte, alel frekansi ile hastalik

arasinda anlaml bir iliski bulunmadigini gostermektedir. Sizofreni olusumu, ¢evresel



etkenler ve diger genlerin etkilesimi ile birlikte birgok genetik varyantin katkisinin
olabilecegi ¢ok etkenli bir durumu agiklar. Bu nedenle, polimorfizm g¢aligmalarinin
genis popiilasyonlarda daha anlamli sonuglar verdigi bilgisine dayanarak, hasta
sayisinin artirilmast ve gen bolgesi ile ilgili diger polimorfizmlerin de c¢alisiimast,
boylece ¢esitli toplumlardan elde edilecek farkli bulgularin sizofreni ile PAI-1 geni
4G/5G polimorfizmi etkilesimlerini agiklamak i¢in gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Sizofreni, PAI-1 geni, 4G/5G polimorfizmi



SUMMARY

Schizophrenia is a public health problem that affecting negatively both
individual and family. Despite its pathology and etiology is not fully understood,
environmental genetic factors are were determined to be important in the development
of schizophrenia. Fibrinolitic system is responsible for reducing and removing of
coagulum. Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) regulates proteolysis and
fibrinolysis by inhibition of plasminogen activation. PAI-1 level increase causes the
increase of fibrinolytic activity. Increase in the level of PAI-1 is associated with 4G
allele that causes 4G/5G polymorphism in the region of -675 promoter site. There is a
possible association between coagulation factors and schizophrenia, it was reported that
plasminogen levels were reduced in acute and chronic schizophrenia patients and stress-

dependent thrombosis was regulated by PAI-1 in these patients.

This study was carried out to determine frequency of plasminogen activator
inhibitor type-1 (PAI-1) gene 4G/5G polymorphism and planned to investigate whether
this gene associated with genetic predisposition of development of schizophrenia with

genetic predisposition of schizophrenia or not.

In this study, genomic DNA samples obtained from 100 patients with
schizophrenia and 50 healthy subjects were analyzed. Genomic DNA was prepared
from peripheral blood using the salt-extraction method. The presence of the 4G/5G
polymorphism in the PAI-I gene was determined using the polymerase chain reaction
(PCR) method. PCR products were separated by 2% agarose gel electrophoresis and
visualized by a charge-coupled device (CCD) camera. Samples identified according to
whether they have 139 bp band or not. Samples that produced 139 bp band with 4G
primer were identified as homozygous 4G genotype, samples that produced 139 bp band
with 5G primer were identified as homozygous 5G genotype, samples that produced
139 bp band with both 4G and 5G primer were identified as heterozygous 4G5G
genotype.



Our findings show not only there is a statistical significance between PAI-1 gene
genotypes and the disease but also show there is no association between allele frequency and the
disease. Environmental factors and other genes in the formation of schizophrenia with
lots of interaction may be due to the effect of a genetic variant can contribute a lot to
explain. As a result, polymorphism studies based on knowledge of the wide range of
patient populations, increasing the number of more meaningful results and other related
gene polymorphisms on the need for work to be obtained so that the different findings
in the various communities of PAI-1 gene 4G/5G polymorphism with schizophrenia

seem to be necessary to explain the interaction.

Key words: Schizophrenia, PAI-1 gene, 4G/5G polymorphism
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1. GIRIS ve AMAC

Sizofreni; diinya niifusunun yaklasik %]1'ini etkileyen, kisinin diisiince, algilama,
duygulanim ve davraniglar1 ile ¢evreye uyum ve islevsellik diizeyini belirgin olarak
bozan, farkli klinik goriiniimlere sahip kronik ve siddetli seyreden psikiyatrik bir
hastaliktir. Etiyolojisi ve patogenezi tam c¢ozililememis olmasima ragmen c¢evresel
faktorlerin yani1 sira genetik yatkinligin sizofreni gelisiminde onemli oldugu ileri

siiriilmiistiir (31, 35, 41, 50, 97).

Sizofrenide, psikoz kognitif disfonksiyon ve negatif semptomatik belirtiler vardir.
Psikoz; deliizyonlar, halusinasyonlar ve bizar davranmiglart i¢ermektedir. Kognitif
disfonksiyon; dikkat, 6grenme, hafiza, konsantrasyon, soyut diisiinme ve problem
¢ozme gibi konularda zorluklar1 kapsamaktadir. Negatif belirtiler; duygu durumunda
donukluk (affektif), diisiincenin ve konusmanin akiciliginda kisitlilik (aloji) ve belli
diisiinceye yonelik davranislarin baglatilmasinda kisitlilik (avolisyon) durumunu igerir

(5, 6).

Sizofreninin tipleri ise paranoid, dezorganize, katatonik, farklilagsmamis ve
rezidiiel olarak siniflandirilmaktadir (31). Sizofreninin etiyolojisinde genetik faktorlerin
onemli bir rolii oldugunu aile, ikizlik ve evlat edinme g¢alismalar1 gostermektedir.
Sizofreninin genetik gegisi ile 1lgili baz1 teoriler ileri siiriilmiistiir. Bu teoriler tam olarak
kanitlanamamasina ragmen sizofreninin kalittminin ¢ok genli (multigenik) ¢ok etkenli
(multifaktoriyel) gecisli olabilecegi diistiniilmektedir. Sizofreni hastalarinin ailelerinde
hastalanma siklig1 genel populasyona gore daha yiiksektir ve tek yumurta ikizlerinde
eslerden birinin hastalanma olasilig1 ¢ift yumurta ikizlerine gore daha fazladir (31, 85,
95).

Bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla siirdiiriilmeyecek oranlarda var
olan, nadir siklikta, siireklilik gostermeyen iki veya daha fazla genetik 6zelligin birlikte
olusumu durumuna “polimorfizm” denilmektedir. Toplumun %1 veya daha fazlasi

nadir bir aleli tasiyorsa bu durum polimorfiktir. Polimorfizmler insan genetik

1



arastirmalarinda anahtar bir fonksiyon {istlenerek, genetik bir marker gibi gorev
yapmaktadir. Giiniimiize kadar sizofrenide bir¢ok gen (6rnegin; dopamin reseptor
sentezinde rolii olan genler) polimorfizm yoniinden arastirilmis ve bazilarinda énemli

bulgular elde edilmistir (4, 24, 49, 54).

Fibrinolitik sistemin bir elemani olan PAI-1’in sinir sistemindeki hemostazin
dengelenmesinde 6nemli bir yeri bulunmaktadir (76). Normal hemostaz, koagulasyon
faktorleri ve fibrinolitik sistemler arasindaki hassas etkilesimler sonucunda saglanir.
Trombositler primer hemostaz, koagulasyon proteinleri ve fibrinolitik sistem
elemanlar1 ise sekonder hemostaz i¢in gorev yaparlar. Normal kan akimi ve bunu
etkileyen faktorler saglikli hemostaz icin gereklidir. Normal hemostaz ve/veya
koagulasyon (kan pihtilasmasi) sisteminde meydana gelen bozulmalar Klinikte tromboz
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu nedenle normal hemostaz ve/veya koagulasyon
sisteminde protrombotik yonde patolojik degisimlere sebep olabilen kalitsal veya

mevcut trombotik risk faktorlerinin gdzden gegirilmesi 6nemlidir (9, 29, 34, 77).

Fibrinolitik sistem fibrin pihtilarinin  azaltilmasi ve uzaklastirilmasindan
sorumludur ve bu olayda plazminojen onemli rol oynar. Plazminojen aktivator
inhibitor-1 (PAI-1) plazminojen aktivasyonunu inhibe ederek proteolizi ve fibrinolizisi
diizenleyen bir serin proteaz inhibitor ailesine aittir. PAI-1 bircok biyolojik siirecte rol
oynar. Kanser, obezite, renal, koroner kalp hastaliklar1 ve metabolik sendromlara bagh

olarak degisen ekspresyon seviyesi ilging sonuglara neden olabilir (102).

PAI-1 seviyesindeki artis, fibrinolitik aktivitenin artisina neden olmaktadir. PAI-
1 proteinini kodlayan genin promotor bolgesinde, transkripsiyonel baslama noktasinin
675 bazgifti upstreaminde yer alan 4G/5G polimorfizmi iki farkli alelin (4G ve 5G)
olusumuna neden olan tek bir guanozin insersiyon/delesyonu sonucu meydana
gelmektedir. PAI-1 seviyesindeki artis bu bdlgede yer alan 4G aleli ile
iliskilendirilmistir (69). S6z konusu alellerden 5G aleli uyarici olmayan, 4G aleli ise
aktive edici rol oynamaktadir (27). 4G/4G genotipli hastalarda plazma PAI-1

seviyeleri, 5G/5G genotipine sahip hastalarin plazma PAI-1 seviyelerinden daha



yiikksek, 4G/5G genotipinde ise orta seviyede bulunmustur. Diger bir agidan
bakildiginda 5G aleli hem eksprese edici hem baskilayici protein baglar. 4G aleli ise
sadece eksprese edici protein baglar bu nedenle 4G aleli olan kisiler 5G aleli olanlardan

daha yiiksek PAI-1 aktivitesine sahiptir (59).

PAI-1 seviyesindeki artis, fibrinolitik aktivitenin artisina neden olmaktadir. PAI-1
proteinini kodlayan genin promotor bolgesinde, transkripsiyonel baslama noktasinin
675 bazgifti upstreaminde yer alan 4G/5G polimorfizmi iki farkli alelin (4G ve 5G)
olusumuna neden olan tek bir guanozin insersiyon/delesyonu sonucu meydana

gelmektedir.

Sunulan birka¢ c¢alismada, kan koagiilasyon faktorleri ve sizofreni arasinda
muhtemel bir iliski oldugu bildirmistir. Kontrol grubuna gore akut ve kronik sizofreni
hastalarinda azalmis plazminojen seviyesi oldugu ve stres bagimli trombozlarin PAI-1
tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (36). Wong ve arkadaslari, serum proteinlerindeki
degisiklikleri agiklamak suretiyle, Cin populasyonunda kontrol grubuna gore akut ve
kronik sizofreni hastalarinda azalmis plazminojen seviyesi oldugunu bildirmislerdir
(97). Bir diger galismada ise sizofreni hastalarinin serebrospinal sivilarinda antitrombin

seviyesinin azalmis oldugu bildirilmistir (36).

Calismamiz, sizofreni hastaligi ile PAI-1 geni 4G/5G polimorfizminin iligkili
olup olmadigim1 belirlemek amaciyla, ayrica yapilan literatiir taramalar1 sonucunda
belirtilen hastalik acisindan heniiz ¢ok kisitli ¢alisildigr goriilen bu genin, toplum
taramas1 yonilinden degerlendirildiginde iilkemizdeki sizofreni gelisiminde genetik

yatkinligin roliiniin belirlenmesine yonelik katki saglayacag diistiniilerek planlanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SIZOFRENI

2.1.1. Sizofreninin Tanim

Sizofreni; genc yaslarda baslayan, kisiler arasi iliskilerin bozuldugu, kisinin
gerceklerden uzaklasarak kendi i¢ diinyasina c¢ekildigi, duygu, diislince, davranis
yoniinden 6nemli patolojik durumlarin sergilendigi ve diinya niifusunun yaklagik %1 ini
etkileyen karmasik noropsikiyatrik bir hastaliktir. Etiyolojisi ve patogenezi tam
coziilememis olmasma ragmen cevresel faktorlerin yani sira genetik yatkinligin
sizofreni gelisiminde 6nemli oldugu ileri strilmistir (2, 5, 17, 31, 50, 52, 86, 89, 93,
97).

Sizofreni ileri derecede anksiyete, diizensiz davranis ve agir psikotik
semptomlarin eslik ettigi ataklar ve onlari izleyen durgunluk donemleri seklinde seyir
gosteren bir hastaliktir (44, 83). Kisinin diisiince, algilama, konusma, iletisim, dikkat,
davranig, diirtii denetimi gibi yeteneklerini etkileyerek is, sosyal ve 6zel yagamlarinda
cesitli diizeylerde sorunlara yol agar. Hastalik genellikle 25 yasin altinda baglar ve hayat
boyu devam eder (32). Her sosyal smiftan insanmi etkileyebilir (42). Sizofreni
hastalarinin  yaklasitk %10’u intihar girisiminde bulunmaktadir (2). Kadin ve
erkeklerdeki goriilme sikligi her iki cinsiyet i¢in de esit dagilimhidir.(5,52). Degisik
populasyonlarda ve etnik gruplarda goriilme orani degisiklik gosterir (5). Hastaligin,

diinya genelinde yaklagik 24 milyon kisiyi etkiledigi disiiniilmektedir. (72, 90).



2.1.2. Sizofreninin Tarihcesi

Sizofreni, tanim1 ¢ok eski zamanlara dayanan bir hastaliktir. Hipokrat okuluna
bagli eski Yunan hekimlerinin yazilarinda ve eski ¢ag Sanskrit yazilarinda sizofreninin
gosterdigi ozelliklere benzer 6zellik tagiyan hastaliklardan bahsedilmistir (25). Milattan

sonra 1. ve 2. yiizyillarda sizofreni ile ilgili tanimlar yapilmaya baslanmistir (22).

Sizofreni ile ilgili ilk isimlendirme 1860 yilinda, erken bunama (Dementia
Precox) seklinde Morel tarafindan yapilmistir. Hecker 1871 yilinda ‘“hebefreni”yi,
Kahlbaum 1874’te katatoniyi tanimlamistir (72). Bu iki hastalik tipine paranoid ve basit
tipi de ekleyerek, hastaligi “dementia praccox” tanisi altinda toplayan Kraepelin,
hastaligin farkli bilissel 6zelliklere sahip oldugunu ve erken yaslarda basladigin ileri
stirmiistiir. Glinlimiizde kullanilan sizofreni semptomlarinin ayrimini belirleyen sinirlar
da ¢izmistir (22). 1911 yilinda Bleuler, Kraepelin’in hastaligi tanimlarken belirttigi
erken yasta baglama ve bunama ile sonuglanma gibi belirteglerin goriilmesinin zorunlu
olmadigin1  gostermistir.  Giiniimiizde kullanilan  sizofreni tanimi, Yunanca
“schism”(yarilma) kelimesinden tiiretilmistir. Bleuler sizofreniyi, kisinin ruhsal
hayatindaki yarilmayla ilgili oldugunu ileri slirmiistiir. Ayrica hastaligin temel klinik
belirtileri olan assosiyasyon (cagrisimlarda bozulma), affekt bozukluklar (duygulanim
bozukluklar1), autism ambivalanst “4A” bashigi altinda toplamis ve bunlar1 temel
belirtiler olarak, varsani ve sanrilar ise ikincil belirtiler olarak bildirmistir. Meyer,
hastaligin ortaya c¢ikmasinda, kisinin ge¢miste yasadigi cesitli toplumsal, psikolojik
olaylarin ve fiziksel etmenlerin etkili olabilecegine inanmistir. Schneider, kisinin i¢
yasantisin1 tanimlamaya yonelik bir yaklagimla “ kendilik ve dis diinya arasindaki
bariyerin” bozulmasiyla olusan bir takim belirtilerden bahsetmistir. “Isitme varsanilari,
kendi diisiincelerinin yiiksek sesle sdylendigini isitme, bedenin dis giigler tarafindan
kontrol edilmesi veya diislincelerin ¢alinmas1” gibi belirtilerin en sik rastlandigina
inanmis ve bunlari birinci sira belirtiler olarak adlandirmistir. Freud’a gore ise sizofreni,
insan iligkilerinde catisma ve engellenmelere karsi olusan bir tepkidir. Kisilerarasi
(interpersonal) psikoanalitik okulunun kurucusu olan Sullivan, toplumsal yasamdan

yalitimi sizofreninin hem sonucu hem de nedeni olarak gormiistiir (22, 25, 72).
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2.1.3. Sizofreni Klinigi ve Tan Kriterleri

Sizofreni semptomlar1 bakimindan heterojen 6zellikler gosteren bir hastaliktir.
Semptomlar, sizofreni alt tiplerine gore farkli sekillerde ortaya ¢ikabilmektedir
(bak.2.1.5. Sizofreni Alt tipleri). Ancak psikoz, kognitif disfonksiyon ve negatif

semptomlar olmak {izere ii¢ temel semptom belirtilmistir (5).

Psikoz; deliizyonlar, halusinasyonlar ve bizar davranislar1 igermektedir.
Deliizyonlar, dini veya kiiltlirel bir grup tarafindan kabul gérmeyen garip inaniglari
kapsamaktadir. Halusinasyonlar, bagkalari tarafindan paylasilmayan sadece gorsel

algilart degil bes duyu organi ile ilgili algilar1 kapsamaktadir (5).

Kognitif disfonksiyon; dikkat, 6grenme, hafiza, konsantrasyon, soyut diisiinme

ve problem ¢6zme gibi konularda zorluklar1 kapsamaktadir (5).

Negatif semptomlar; genel populasyonda var olan davranis ve tecriibelerin
olmayis1 ve kisinin duygu durumunda donukluk (affektif), diisiincenin ve konusmanin
akicihginda kisithilik (aloji), zevk alma kapasitesinde azalma (anhedoni) ve belli

diisiinceye yonelik davraniglarin baglatilmasinda kisithilik (avolisyon) durumunu igerir

(5, 6).

Sizofreni tanisi i¢in klinikte uygulanan herhangi bir laboratuar testi olmamasina
ragmen tani, klinik olarak konmaktadir. Bu amagla Amerikan Psikiyatri Birligi (The
American Psychiatric Association (APA)) tarafindan sizofreni ve diger psikiyatrik
hastaliklara konulan tanilar1 belirleyebilmek ve bu konuda bir standart olusturmak
amaciyla ‘Mental Bozukluklarin Tamisal ve Istatistiksel El Kitab1 IV (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders 1V, DSM-1V) yayimlamaktadir. Sizofreni tanisi
halen kullanilan DSM-IV-TR tani kriterlerine gore konmaktadir (82). (Tablo 2.1.)



Tablo2.1. DSM- IV’ e gore Sizofrenide tam odlgiitleri (82).

A Karakteristik (Ozgiil) belirtiler: Bir aylik bir donem boyuca (basariyla tedavi
edilmisse daha kisa bir siire), bu siirenin 6nemli bir kesiminde asagidakilerden ikisinin
(veya daha fazlasinin) bulunmasi:

1-Hezeyanlar (sanrilar)

2-Hallisinasyonlar (varsanilar)

3-Dezorganize (darmadagin) konusma

4- Dezorganize ya da katatonik (ileri derecede darmadagin) davranis

5-Negatif semptomlar, affektif donukluk (tekdiizelik), aloji (konusamazlik) ya da
avolisyon

Not: Hezeyanlar sasilasi (bizar) ise ya da haliisinasyonlar kisinin davranis ya da
diisiinceleri ilizerine siirekli 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 arasi iliskiler ya da kendine bakim
gibi O6nemli iglevsellik alanlarinda bir ya da daha fazlasini, bu bozuklugun
baslangicindan beri gegen silirenin dnemli bir kesiminde, bu bozuklugun baslangicindan
once erisilen diizeyin belirgin olarak altinda kalmistir (baslangici ¢ocukluk ve ergenlik
donemine uzaniyorsa, kisiler arasi iligkilerde, egitimle ilgili ya da mesleki basarida

beklenen diizeye erisilememistir).

C. Siire: Bu bozuklugun siire giden belirtileri en az 6 ay stireyle kalici olur. Bu 6 aylik
siire, en az bir ay siireyle (basariyla tedavi edilmisse daha kisa bir siire) Karakteristik
belirtiler (A.) tam1 Olgiitiinii karsilayan belirtileri kapsamalidir. Bu bozuklugun
belirtileri, prodromal ya da rezidiiel donemlerde, sadece negatif belirtilerle ya da A tam
Olclitiinde siralanan iki ya da daha fazla belirtinin daha hafif bigimleriyle kendini

gosterebilir.

D. Sizoaffektif bozuklugun ve duygu durum bozuklugunun dislanmasi: Sizoaffektif
bozukluk ve psikotik 6zellikler gosteren duygu durum bozuklugu dislanmistir, ¢iinkii ya
hezeyanlar aktif evre belirtileri ile birlikte ayn1 zamanda major depresif, manik ya da
mikst epizotlar ortaya ¢ikmamistir ya da haliisinasyonlar aktif evre belirtileri sirasinda

duygu durum epizotlart ortaya ¢ikmigsa bile bunlarin toplam siiresi aktif ve rezidiiel




donemlerin siiresine gore daha kisa olmustur.

E. Madde bagimhhgmin\genel tibbi durumun dislanmasi: Bu bozukluk bir
maddenin dogrudan fizyolojik etkilerine ya da genel tibbi duruma bagli olarak ortaya

cikmamustir.

F. Bir yaygin gelisimsel bozuklukla iliskisi: Otistik bozukluk ya da diger bir yaygin
gelisimsel bozukluk Oykiisli varsa, ancak en az bir ay slireyle (basariyla tedavi edilmisse
daha kisa bir siire) belirgin hezeyan ya da haliisinasyonlar da varsa sizofreni ek tanisi

konabilir (DSM-IV-TR 2007).

2.1.4. Sizofreniyi Etkileyen Etmenler

2.1.4.1. Yas ve Cinsiyetin Etkisi

Sizofreni goriilme siklig1 (insidans) kadin ve erkeklerde yaklasik olarak aynidir.
Calismalarin ¢ogunda sizofrenik hastalarin ilk bagvuru yasinin ortalama 25-35 arasinda
oldugu belirtilmektedir (3). Erkeklerde kadinlara gére daha erken yaslarda basladigi ve
15-25 yas grubunda en yiiksek seviyeye ¢iktig1 saptanmustir. Ileri yaslarda sizofreninin
baslamasi halen tartigmali bir konudur. Kadinlarda en yiiksek diizeyine ulagma yasinin
erkeklere gore 5 yil kadar daha gec oldugu goriilmistiir. Ayrica kadinlarda menopoz
doneminde ikinci bir yiikselme donemi de saptanmustir (15). Kadinlarda sizofreninin
ortaya ¢ikma yasinin daha ge¢ olmasi Ostrojenin koruyucu etkisine baglanmigtir.
Yapilan baz1 ¢alismalarda 45 yasindan sonra da hastaligin baglayabilecegine isaret
ederken, 60 yasindan sonra sizofreni tanisi ile basvuran hastalarin azaldigini ancak ilk
bagvurunun ilerleyen yas grubunda oOzellikle kadin sizofreni hastalarinda arttigi

saptanmustir (3, 43, 85).




2.1.4.2. Genetik ve Cevre Etkisi

Genetik ve gevre arasinda her an degisebilen bir etkilesimin oldugu bilinirken bu
etkilesimin nitelikleri ise henliz tam olarak bilinmemektedir. Genler, kisinin sizofreniye
ait bozukluklar1 gosterip gostermeyecegini, ¢evresel etkenler ise hangi tip bozuklugu
gosterebilecegini belirlemektedir. Genetik ve cevresel etkenler birlikte istenmeyen
yonde etkilesirse kiginin sizofreni olmasi kacgiilmazdir. Oysa sadece genetik ya da

sadece ¢evresel etkenler kendi baslarina sizofreni olusumunda yetersiz kalmaktadir (62).

Sizofreni hastaliginin olusum ve gelisiminin nedenlerinin (etyopatogenez)
belirlenmesinde hem ¢evrenin hem de genetik etkenlerin 6nemi aile, ikiz ve evlat
edinme ¢alismalarindan elde edilen sonuglarla ortaya ¢ikarilmistir (52,89). Tek yumurta
(monozigot) ikizlerinde es hastalanma orani (konkordans) yiiksek bulunmustur. Evlat
edinilen tek yumurta ikizlerinde de konkordans ayni sekilde yiiksektir. Tek yumurta
ikizlerinin ¢ift yumurta (dizigotik) ikizlerine oranla 3 kat daha hastaliga yatkin oldugu
gosterilmistir. (32). Bu bulgular genetik etkinin hastalik {izerinde ¢evresel etkenlerden
daha etkili oldugu sonucunu giiclendirmektedir (93). Genetik etkenlerin giicii aileler
arasinda degisiklik gostermekte; hastanin birinci derece yakinlarinin (ebeveyn, kardes,
cocuk) hastaliga yakalanma olasilig1 %10 iken, ebeveynlerden her ikisinin de sizofren
olmast durumunda ¢ocuklarin hastaliga yakalanma olasiligi %350 kadar olmaktadir (22,

03).

Sizofreni multifaktoriyel kalitim gdsteren karmasik bir hastaliktir. Sizofreni tanisi
alan kisiler i¢in en biiyiik risk faktoriiniin aile hikayesi oldugu bilinmektedir. Sizofreni
icin kalittm oOnemli olsa da fenotipik farkliliklarin goriilmesi cevresel etkenlerle

aciklanabilir (63).



2.1.5. Sizofreni Alt Tipleri

Amerikan Psikiyatri Birligi yayimladig1 ve gliniimiizde en yaygin kullanilan tan
kriterleri i¢inde - DSM 111 (1980), DSM I11-R (1994) ve DSM 1V (1994) - genel olarak
5 alt tip tamimlanmistir (8). Bu tanimlamada paranoid, katatonik (Kasilakalmais),
dezorganize (darmadagin), farklilasmamis (Ayirim gostermeyen, diferansiye olmamis)
ve rezidiiel (Ardakalan) sizofreni alt tipleri belirlenmistir. Alt tiplerin prognozlar1 ve
tedaviye verdikleri yanit farklilik gostermekle birlikte en iyi prognoz Paranoid Tip, en

kotli prognoz ise Dezorganize Tip de izlenir (8, 43, 61).

Sik rastlanan paranoid sizofreni bilissel islevselligin ve duygulanim kismen
korunurken, belirgin hezeyanlar ya da isitme haliisinasyonlar1 baslica 6zelligidir. Ikinci
siklikta izlenen bi¢cim farkhilagsmamis sizofrenidir; burada herhangi bir tip sanr1 ve
varsant baskindir ve ¢agrisimlarda sapma, parcalanma ve yarilma ile konugma anlamsiz
bir hal alir (enkoherans) ile ileri derecede dezorganize davranis bu tabloya eslik eder.
Dezorganize sizofreni’nin, baslica Ozellikleri dezorganize konusma, dezorganize
davranig, ve donuk ya da uygunsuz duygulanimdir. Rezidiiel sizofreni, negatif
belirtilerin baskinlik gosterdigi hastalik tipidir. Hastaligin nadir goriilen tipi, katatonik

sizofrenidir bu tipde motor bozukluk temel goriiniimii olusturur (43, 61).

2.1.6. Sizofreni ve Genetik Polimorfizmler

Sizofrenin genetigi ile ilgili cok sayida arastirma yapilmistir. Insan Genom
Projesinin tamamlanmasiyla beraber sizofreni ile baglantili genlerin kromozom
tizerindeki yerlerinin saptanmasini saglayan sitogenetik ve molekiiler genetik caligmalar
hiz kazanmustir. Sizofreni hastalig1r klinik olarak tespit edilmekle birlikte genom
tizerinde yer alan bazi polimorfizmlerin sizofreni hastaligi i¢in risk teskil ettigi

belirlenmistir (23, 37, 38).

10



2.1.6.1.Polimorfizm

Bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla siirdiiriilmeyecek oranlarda var
olan, nadir sikliktaki, stireklilik gostermeyen iki veya daha fazla genetik Ozelligin
birlikte olmasi durumuna “polimorfizm” denilmektedir (12). DNA yapisinda, normalin
disindaki olusumlar ve siklik bakimindan polimorfizlerden daha nadir goriilen genetik
degisimler ise mutasyon olarak tanimlanabilirken buna zit olarak polimorfizler,
populasyon genelinde yaygin olan ve bulundugu bireye avantaj veya dezavantaj
olusturmayan DNA dizi varyasyonlaridir (57). Polimorfik dizi varyantlari, genelde gen
dizilerinin diginda kalan DNA bdlgelerinde bulundugu igin herhangi bir hastaliga neden
olmazlar ancak bazi hastaliklar ile paralellik gosterdikleri durumlarda insan genetik
arastirmalarinda anahtar bir fonksiyon {stlenerek, genetik bir marker gibi gorev

yapmaktadir (4, 24, 50 ).

Populasyonda %1 den daha fazla goriilen genetik ¢esitlilikler, polimorfizm
olarak tanimlandigindan; ABO kan gruplari, Rh faktérii ve MHC (Biiyiik Doku
Uygunluk Kompleksi) gruplar1 polimorfizme 6rnek olarak verilebilir (57).

DNA dizisindeki degisikliklerin belirlendigi farkli polimorfizmler bulunur (57).

Protein polimorfizmi: Monoklonal antikorlar ile proteinlerin farkli tiirlerinin
tespitini amagclayan, serolojik ve elektroforez ortamindaki normal ve mutant protein
tirlerinin farklihgmi gosteren, bir kromozomun belli bir gen lokusunda bulunan ve
insanlara gore degiskenlik gosteren niikleotid farkliliklarini gosteren, genelde sitozinin

timinle yer degistirmesi seklinde meydana gelen polimorfizmlerdir (57).

Tek baz (Single Nucleotide Polymorphism=SNP) polimorfizmi: Genetik bir
lokusta farkli alleller olusturacak bicimde bir baz veya bazlarda meydana gelen nokta

mutasyonlarinin sebep oldugu polimorfizmlerdir (1).
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Kromozom polimorfizmi; Gen iiriinleri olan proteinler, genin farkli allelik
yonlerini yansitan, aym1 zamanda kesim i¢in dizi Ozgiilliigli tasiyan, restriksiyon
enzimlerinin ya kesim bolgesini ortadan kaldirarak ya da yeni bir kesim bdolgesi

olusumu ile allelik varyasyonlarin jel ortaminda tespit edilmesini saglar (57).

Kesim enzimi parca uzunluk (Restriction fragment length
polymorphism=RFLP) polimorfizmi; DNA ¢ipleri ve FISH tekniklerinin kullanildig:
genetik analizler sayesinde ortaya cikan kopya sayisinin kromozom dublikasyonlari
veya delesyonlar1 ayni zamanda s6z konusu olan dublike/delete kromozom bdlgesindeki
tim gen setlerinin de dublikasyon/delesyonuna neden olan, kromozomdan bagimsiz
olarak gen dublikasyonu (gen amplifikasyonu=gen c¢ogalmasi) veya delesyonunu
meydana getiren, DNA’y1 restriksiyon enzimleri araciligiyla keserek DNA'daki baz

strasi farkliliklarinin analiz edilmesini saglar (57).

Kopya sayisi degisimi (copy number variation=CNV) polimorfizmi: 15-100
baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda tekrarlayan dizilerden olusan, genlerin i¢inde veya arasinda

olabilen degisimlerdir (57).

Degisken sayih bitisik tekrar (Variable Number of Tandem Repeat=VNTR)
polimorfizmi; genom iginde 2-10 bg tekrarlari arasinda degisebilen adli olaylarda ve

genom analizlerinde sik¢a kullanilan polimorfizmlerdir (57).

Kisa tekrar dizileri (Short Tandem Repeat Polymorphism=STR)
polimorfizmi; genom igindeki 2, 3, veya 4 niikleotidlik ardigik tekrar dizilerinden en
yaygin olani diniikleotidler, mikrosatellitler ve STR (Short Tandem Repeat) dizileri
olarak tamimlanir. insanlarda en yaygin mikrosatellit tiirii ikili "C ve A" ni "n" sayida
tekrarint igerir. Genellikle tekrar 2-10 bg tekrarlar1 arasinda degisir. Bu bolgeler
kriminal incelemeler i¢in kullaniir ve genom analizleri faydali molekiiler

belirleyicilerdir (57).
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2.1.6.2. Sizofreni Etyopatogenezinde Cahisilan Bazi1 Genetik Polimorfizmler

Gliniimiize kadar sizofreni hastaligi etyopatogenezini ortaya koymak i¢in birgok
genin polimorfizmleri arastirilmis bazilarinda 6nemli bulgular elde edilmistir (4, 24,
50). Dopamin D2 reseptor geni -141C Ins/Del polimorfizmi ile sizofreni arasindaki
iligki aragtirllmig ¢alismada -141C Ins/Del genotip ve alleleri agisindan hastalik ve alt
tipleri arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir (50). Yapilan bir diger ¢alismada ise
DRD2 geninin sizofreninin erken tanisinda etkin bir role sahip olmadigini gosterirken

sizofreni, -141C delesyonu sizofrenik semptomlarin gelisiminde etkili olabilir (38, 50).

Dopaminin metabolizmasinda 6nemli bir yer tutan Katekol-O-metil transferaz
(COMT) enzimini kodlayan gendeki Vall108/158Met polimorfizmi ile sizofreni
arasindaki Val108/158Met polimorfizmi ile sizofreni arasindaki iliski arastirilmis ve
hasta bireylerde allel sikliginda artma tespit edilmistir. Bu durum prefrontal korteks
fizyolojisine bagli olarak biligsel fonksiyonda meydana gelebilecek bozulmalarin

hastalik olusturma riskini artirabilecegi sonucuna gotiirmistiir (23).

Bu genlerden bagka bir¢cok gen ile ilgili polimorfizm g¢alismalari yapilmistir.
Bunlarin bir kismui ile sizofreni veya sizofreninin bazi semptomlari arasinda iliski

belirlenebilmis, bir kismui ile ise higbir iliski kurulamamistir (74).

2.2. FIBRINOLITIK SISTEM

Fibrinoliz (tromboliz), pihtilagma sonucu olusan fibrinin enzimatik olarak
parcalanmasini saglayan bir proteoliz yoludur. Damar g¢eperindeki fibrinolitik sistem
stirekli olarak islev yapar ve yine damar endotelinde etkinlik gdsteren pihtilagsma
mekanizmasinin tersine ¢alisarak hemeostazt dengeler (45). Kanin fibrinolitik
(plazminojen/plazmin) sistemi; inaktif bir enzim olan plazminojeni ve fibrinin
¢ozlinebilir fibrin pargalanma {irinlerine doniistiiriillmesini saglayan aktif bir enzim olan
plazmini igeren bir sistemdir (55). Fibrin; 6nce kisa zincirli fibrinopeptidlere, sonra da
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kiigiik peptidlere ve aminoasitlere kadar yikilir. Bu olaydan asil sorumlu enzim, damar
endotelinden salinan plazmin (fibrinolizin) enzimidir. Plazmin, normal durumda
plazmada plazminojen (profibrinolizin) olarak bulunur. Viicutta plazminojenin aktif
hale doniistiiriilmesini saglayan iki endojen plazminojen aktivatorii vardir; bunlar doku
plazminojen aktivatorii (tissue plasminogen activator, t-PA) ve urokinaz’dir.
Plazmada ve dokudaki t-PA’nin plazminojen iizerindeki etkisi, ap- plazmin ve
plazminojen aktivator inhibitorleri (PAI-1 ve PAI-2) tarafindan kontrol edilmektedir
(45,87). (Sekil 2.1.)

Plazminojen Aktivatorleri
(t-PA ve u-PA)

Plazminojen Aktivator

Inhibitér — 1 (PAI-1) —{ I
L I

Sekil 2.1. Fibrinolitik sistemin sematik gsterimi (70).

Fibrinolitik sistem, fibrinoliziz, doku yeniden yapilandiriimasi (remodeling),
tiimor invazyonu gibi fizyolojik /patofizyolojik fonksiyonlarda ve reprodiiktif islevlerde

rol alan genis aralikli (spektrumlu) proteolitik enzimler igermektedir (33).
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2.2.1. Fibrinolitik sistem elemanlari

2.2.1.1 Fibrinolitik sistem elemanlarinin protein yapilari

Fibrinolitik sistemin birgok enzimi; aktif bolgelerinde serin, aspartik asit ve
histidin aminoasitlerini igeren katalitik amino asitlerin ti¢lii gruplarini (triad) bulunduran
serin proteazlardir. Katalitik etkiye sahip olan bu bolge, serin proteaz ailesinde C-
terminalde bulunmaktadir. N- terminal ugta bolge fibronektine homolog olan parmak
bolge (finger domain), epidermal biiyiime faktorii benzeri bolge (epidermal growth
factor-like domain ) ve kringle bolgesi adi verilen ti¢lii dongii (triple loop) yapisindaki
bir bolge yer almaktadir. Fibrinolitik sistemin ana inhibitorleri serpin (serin protease

inhibitor) siiper ailesi i¢inde gruplandirilir (80).

2.2.1.2 Plazminojen ve Plazmin

Plazminojenin aktif hale gelmesiyle olusan plazmin fibrin aglarini proteolitik
olarak yikarak, kan akiminin normal olarak siirdiiriilebilmesini saglayan bir molekiildiir.
Serbest plazmin, sahip oldugu genis aralikli etki dolayisiyla tehlikeli ve uygun olmayan
etkilere neden olmamasi i¢in, normal sartlar altinda kan dolasiminda bulunmamaktadir.
En Onemli goérevi damar igi trombolizizi diizenlemenin yaninda, hiicre gogi,
imflamasyon ve dokunun yeniden yapilandirilmasi gibi bir¢ok fizyolojik ve patalojik

sliregte onemli gorevler iistlenmektedir (70).

Plazminojen geni 6. kromozom iizerinde 53.5 kb uzunlugundadir ve 19 ekzona
sahiptir (68). insan plazminojeni 92 kD agirliginda, 791 amino asitten meydana gelen
tek zincirli bir glikoprotein molekiiliidiir. 24 disiilfit kopriisii ve 5 homolog kangalimsi
yapi (kringle) igermektedir. Biitiin plazminojen aktivatorleri, tek Arg561-Val562 peptid
bagini kirarak, plazminojeni plazmine gevirir. iki zincirli plazmin molekiilii 5 kringle
iceren agir zincir (plazminojenin N-terminal ucu) ve histamin aspartik asit ve serin
aminoasitlerinin olusturdugu, katalitik triadin (asitlerin {iglii gruplarinin) yer aldig

hafif zincirden (C-terminal ucu) meydana gelmektedir (Sekil 2.2.) (80).
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Fibrin yoklugunda t-PA plazminojeni az oranda aktive ederken, ortamda fibrin
olmast durumunda hem t-PA hem de plazminojen fibrine baglanmaktadir. Plazminojen
aktivasyonu t-PA’dan baska etmenler tarafindan da degistirilebilir. Hiicre zarlar1 ve
ekstraseliiler matriks proteinlerinin plazminojen aktivasyon oranmi arttirdig

gosterilmistir (21).

Proteazlarin yaptig1 degredasyon olaylar1 dokunun yeniden yapilandirilmasi
(tissue remodelling) ve tamirinde 6nemli goreve sahiptir. Plazmin fibrinolizizde etkin
bir serin proteaz olmasinin yani sira, matriksmetalloproteinaz aktivasyonunda, biiyliime
faktorlerinin salinmasinda, ekstraseliiler matriks proteinlerinin dogrudan yikiminda da

rol oynamaktadir (79).

2.2.1.3. Plazminojen Aktivatorleri

Plazminojen aktivatorleri, vaskiiler sistemde inaktif plazminojeni aktif molekiil
olan plazmine geviren molekiillerdir (75, 84). t-PA ve u-PA fibrinolitik sistemin anahtar
bilesenleridir (49). t-PA-plazminojen sistemi, inaktif onciil (prekiirsér) olan
plazminojenin t-PA’nin aktiflestirici etkisiyle, aktif bir molekiil olan plazmine
dontstiiriilmesine baglidir. Plazminojen aktivasyonu ise; daha dolayli olarak t-PA’nin
etkisini spesifik ve hizli aktivasyon gostererek inhibe eden plazminojen aktivator

inhibitorleri sayesinde diizenlenmektedir (92).

Ayrica bu aktivatorler bircok dokuda anjiyogenez, ovulasyon, trofoblast
implantasyonu, kemik biiytimesi, kas farklilagmasi, tiimor hiicresi metastazi hiicre gocii

ve proliferasyonu, gibi sayisiz fizyolojik olayda 6nemli rol oynamaktadir (75, 84).

Plazminojen aktivatorleri salgilandiklart merkezi sinir sistemi ve parasempatik
sinir sistemi noronlarinda, noronal hiicre gogiine yardimeci olmakta, sinir hasarimi

takiben akson yenilenmesini tesvik etmede noron gelisimini desteklemektedir (84).
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t-PA ve plazminojen merkezi sinir sisteminde oldukc¢a yaygimn ifade (eksprese)
edilmektedir. Ogrenme, hafiza, stres reaksiyonlar1, néronal dejenerasyon ve bagimlilik

gibi fizyolojik ve patofizyolojik islevlerde etkin bir rol tistlenmektedir (92).

2.2.1.3.1.Doku Plazminojen Aktivatorii (tPA)

Doku tipi plazminojen aktivatorii, memelilerde plazminojenin plazmine
dontstiirilmesinden sorumlu serin proteazdir. Plazmadaki temel islevi, fibrinin

parcalanmasidir (7). 8. Kromozom iizerinde, 14 ekzon ve 33 kb uzunluguna sahiptir

(68).

t-PA, 69 kDA agirligimda, 527 ya da 530 aminoasitten meydana gelen tek
zincirli bir polipeptid dir. Hiicrelerde 34 disiilfit bag ile sentezlenir ve tek zincirli enzim
(single chain-tPA= sctPA) olarak salinmaktadir. Ekstraseliiler bosluktaki plazminin
sinirli proteolizizi tek zincirli polipeptidi Arg275 ve Ile276 kompozisyonlarindan
pargalayarak agir zincir (A zinciri) ve hafif zincir (B zinciri ) olmak iizere iki zincirli

tPA’ya (two chain tPA=tctPA) doniistiirtir. (96).

A zinciri farkli 4 bolgeden olusmustur. (Sekil 2.2.) Bunlardan ilki olan parmak
bolgesi (Finger domaini=F) fibronektine homolog olan bdlgedir ve fibrine karsi
baglanma egilimi (affinity) gostermektedir. Ikinci bdlgeyi olusturan epidermal biiyiime
faktorii (epidermal growth factor=EGF) bolgeleri insan ve farelerdeki EGF’ye
homologtur. Diger iki bolge ise kringle 1 ve kringle 2 olarak adlandirilmaktadir. Bu
bolgeler de plazminojenin kringle bolgeleri ile homoloji gosterir. K2 ve F bolgeleri
fibrinle etkilesime giren bolgelerdir. B zinciri katalitik  proteaz (P) bolgesi
bulunmaktadir. Aktif bolgede histidin 322, asparajin 371 ve serin 478 amino asitleri
bulunmaktadir. tPA’nin fibrine karsi yiiksek baglanma egiliminde olmasi, kandaki
yarilanma Omrii kisa olmasmma ragmen (3-5 dk.) , pihtiya baglh plazminojeni
dolasimdaki plazminojene gore 100 kat daha etkin bir sekilde baglanmasini

saglamaktadir (96).
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Bir serin proteaz ailesi {iyesi olan ve plazminojenin plazmine doniistiiriilmesinde
onemli bir rol alan doku plazminojen aktivatorii (tPA) merkezi sinir sisteminde énemli
bir rol oynamaktadir (30, 91, 98). t-PA merkezi sinir sisteminin homeostazinin
saglanmasinda da Onemli bir role sahiptir (7). Ayrica tPA’nin ndrotransmitter
saliniminda 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (30). Normal kosullar altinda, tPA
merkezi sinir sisteminin (beyin ve omurilik) (Central nervous system=CNS) spesifik
alanlarinda diisiik diizeyde ifade edilmektedir. Ancak bununla birlikte, uzun zamanl
potansiyelizasyon (uyart alimi) ve motor 0grenme gibi sinaptik baglanma yetenegi

(plastisite) gerektiren durumlarda tPA seviyesi artmaktadir (101).

Memelilerde beyin gelisimi i¢in néronal gé¢ 6nemli bir yer tutmaktadir (18, 67).
Artan bilgiler tPA’nin dogrudan kendisinin, dolayli yoldan da plazmin iizerinden
sinaptik plastisiteyi ve yeniden yapilanmayr etkiledigini gostermektedir (30) Sinir
sisteminde tPA aktivitesi, yeni olusan noronlarin akson ve dendritlerinin olusumunda
(neurite outgrowth), néronal gbg¢, Ogrenme, norotransmitter-reseptor etkilesiminin
fazlaca olmasi nedeniyle néronlarda meydana gelen hiicre 6liimii (eksitotoksik hiicre
6liimii) ile baglantili bulunmustur (67). Memeli tiirlerinde yapilan ¢alismalarda, ¢evresel
faktorlerin,  psikososyal  stres  kaynaklarmin = hipokampiisteki ~ norogenezi
degistirebilecegini gostermektedir.(P18). Robert Pawlak ve arkadaslarinin hayvanlar
lizerinde yaptiklar1 calismada, stres ile indiiklenen davranislarin gelistirilmesinde
beyindeki doku tipi plazminojen aktivatoriiniin 6nemli oldugu gosterilmistir. tpa’nin,
akut stres altinda, stres iliskili yeniden yapilandirmanin gergeklestigi yer olan mediyal

ve merkezi amigdala hiicrelerinde upregiilasyona ugratildigini gostermislerdir (92).

2.2.1.3.2. Urokinaz (uPA)

Urokinaz enzimi ilk olarak insan idrarinda gézlemlendiginden bu isim verilmistir.
Daha sonralari, birgok hiicre tipi tarafindan salgilandig1 gosterilmistir (21) . insan u-PA
geni 10. kromozomda yer alir ve 6.4 kb uzunlugundadir. 11 ekzon i¢ermektedir. u-
PA’nin ¢esitli normal ve patolojik siireglerde ekstraseliiler proteolizi diizenlemede

onemli rol oynadig1 diistiniilmektedir (11).
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uPA hiicrelerden tek zincirli olarak salmman 54 kD agirligina ve 411 amino asit
rezidlisiine sahip bir polipeptiddir. Yapisal olarak, epidermal biiyiime faktoriine
homolog olan N-terminal bdlge, kringle bolgesi ve katalitik kismin bulundugu C-
terminal bolge olmak iizere ii¢ alt bolgeye ayrilir (Sekil 2.2.). Proteaz 6zelligindeki
katalitik bolge, serin proteazlara 6zgii olarak bulunan His204, Asp255 ve Ser356 {iglii
aminoasit gruplarin1 (katalitik triad) igermektedir. Urokinazin kringle bdlgesi,
urokinazin spesifik inhibitdrii olan PAI-1 ile baglanmay1 saglayan diziyi igermektedir
(88). Tek zincirli uPA (scuPA), belirli bolgelerindeki peptid baglarinin (Lys158-1le 159)
plazmin, kallikrein gibi molekiiller tarafindan koparilmasiyla ¢ift zincirli (tcuPA) aktif
molekiil haline getirilir (21).

2.2.1.2.3. ax-Antiplazmin

ap-Antiplazmin bir serpin siiperailesi tiyesidir. Karacigerden tek zincirli 70 kDa
agirliginda 464 aminoasitten olusan bir glikoprotein olarak salinir. Plazmadaki plazmini

hizlica pargalar. Fibrinin par¢alanmasini diizenleyen mekanizmada onemli role sahiptir

(21).

Plazmin
H2N JM@Q\{ ] t-PA
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HoN — —— - “‘/\/[ ] u PA
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@@@ x~ Pl
< SN~ e SN A 1 azminojen
e

Plazinin

Sekil 2.2. tPA, uPA ve Plazminojenin Bolgesel Yapilari (21).
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Sekil.2.2°de de gosterildigi gibi tPA; parmak benzeri bolge, epidermal biiyliime
faktorii bolgesi ,2 kringle bolge ve katalitik bolge olmak tizere 5 bolgeden olusmaktadir.
tPA’nin fibrine baglanmasina parmak benzeri bolge ve kringle 2 bdlgesi aracilik
ederken; PAI-1’e baglanmasina da kringle 2 bolgesi ile katalitik bolgenin N-terminal
ucunda bulunan 296- 304 pozisyonundaki rezidiiler yardimci olmaktadir. scuPA;
epidermal biiyiime faktorii bolgesi, kringle bolge ve katalitik bolgelerden olusmaktadir.
Plazmin ve kallikrein, scuPA’y1 Lys158’in oldugu kisimdan keserek aktif ¢ift zincirli
hale getimektedir. Trombin scuPA’yr Argl56’nin oldugu bolgeden kestiginde ise
serbest plazminojeni kesebilen ¢ift zincirli hale getirebilir ancak; bu durumda daha
sonradan plazmin tarafindan daha yavas kesilebilir hale gelmektedir. Plazminogen ise;
fibrine, ay-Antiplazmin’e ve hiicre reseptorlerine baglanmaya aracilik eden 5 kringle
bolge ve bir katalitik bolge meydana gelmektedir. Plazminojenin aktif hale gelmesi,
Arg561 pozisyonundan pargalandiktan sonra gergeklesmektedir. Plazmin Arg67, Lys76
veya Lys77 pozisyonlarindaki baglar1 parcalayarak fibrine baglanma istegi daha fazla ve
tPA veya UPA tarafindan daha hizli parcalanabilir plazminojen tiirlerini meydana
getirebilir (21).

2.2.1.4. Plazminojen Aktivator Inhibitér Tip-1 (PAI-1=SERPIN-1)

PAI serin proteaz siiper familyasina ait bir proteazdir. PAI'nin tiim dizi analiz
sonuglar1 398 amino asitten meydana geldigini ve biiyiik oranda sistein rezidiilerini
igerdigini gostermektedir. Plazminojen inhibitor aktivatorii, doku tipi plazminojen
aktivatoriiniin ve iirokinaz tipi plaminojen aktivatoriiniin hizli etkili inhibitoriidiir. t-PA
ve U-PA ile etkilesmesinin yaninda PAI, fibrinolitik sistemin modiilasyonunda etkili
olan fibrin, vitronektin ve heparin gibi diger c¢esitli bilesenlere de spesifik olarak
baglanir. PAI'nin reaktif bolgesindeki P1 (arg346) rezidisii t-PA ve u-PA ile
baglanmay1 saglar (46).
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PAI-1, serin proteaz inhibitor siiper ailesinde yer alan ve 50.000 molekiiler
agirhga sahip bir molekiildiir (20, 65). Tek zincirli glikoprotein olan PAI-1, SERPIN
ailesinin diger tiyeleriyle yapisal benzerlik gostermektedir. Karaciger ve endotel
hiicrelerinden sentezlenir ve sentezi endotoksin, interlokin-1, fibroblast biiyiime faktorii-
2 ve lipidler gibi birkag¢ araci (mediyator) tarafindan diizenlenmektedir (16). Ayrica,
PAI-1 hepatositler, trombositler ve diiz kaslar gibi ¢ok sayidaki degisik hiicrelerden
salinmaktadir (19). PAI-1 endotelyal hiicrelerde ve trombositlerde sentezlenirken, PAI-2
16kositler ve plesentada sentezlenmektedir (100). Plazminojen aktivator inhibitor-1 aktif
form olarak sentezlenmektedir. Plazmadaki vitronektin ile etkilesimi tarafindan aktif
sekilde sabit (stabil) halde tutulabilmesine ragmen, daha sonraki konformasyonel
degisiklikler (bag kirilmasi olmadan donme hareketiyle molekiilin geometrik

diizenlemesi) tarafindan inaktif hale ¢evrilebilir (16).

PAI-1 t-PA’nin  baglica inhibitériidir (94), bu nedenle fibrinolizin
diizenlenmesinde 6nemli diizenleyici molekiillerden biri olarak sayilmaktadir (65). PAI-

1 seviyelerinin bir¢gok metabolik sendromla iliski oldugu gosterilmistir (20).

Insan PAI-1 geni promotor bodlgesinde tanimlanan 4G/5G polimorfizmi farkli
seviyelerde serum PAI aktivitesiyle iligkilidir. 5G varyantt E2F transkripsiyon
represoriinii baglamaktadir, oysa 4G varyant1 bunu yapamaz ve serumda yiliksek PAI-1
seviyesi goriilmektedir (79) PAI-1 geninin promotdr bolgesindeki 4G polimorfizmi

artmig PAI-1 transkripsiyonuyla iliskilidir (81).

Ayrica, PAI-1 bir ECM elemanindir ve vitronektine baglanmaktadir. Bu baglanma
PAI-1’in aktif halde kalmasimi saglamaktadir Fibroziz, hiicre zarlarinin tabaninda ve

interstisyal dokularda, ECM’in anormal olarak birikmesinden kaynaklanmaktadir (78).
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2.2.1.4.1. Plazminojen Aktivator Inhibitér Tip 1 (PAl-1) Gen Polimorfizmi

Plazminojen aktivatorleri (tPA ve uPA) ve plazminojen aktivatorler inhibitorleri
(PAI-1), fibrinolitik sistemde homeostazin dengelenmesinde 6nemli enzim sistemleridir

(48).

PAI-1 geninde bir ¢ok polimorfizm tanimlanmis olup, tek bir baz degisimini
iceren 4G/5G polimorfizmi promotor bolgede yer ahr (Sekil 2.3.). Insanda PAI-1
proteini kodlayan PAI-1 geninin promotor bdlgesinde, transkripsiyonel baslama
noktasinin 675 bazgifti upstreaminde yer alan 4G/5G polimorfizmi, iki farkli alelin (4G
ve 5G) olusumuna neden olan tek guanozin insersiyon/delesyonu sonucu meydana
gelmektedir.(65, 68). Insan PAI-1 geni 7. kromozomun uzun kolunda (7g21.3-g22)
lokalize olmustur, 9 ekzon ve 8 intron igerir. (14). Bu bolgede goriilen
polimorfizm,PAI-1 geninin gen ifadesinde degisikliklere yol agarak ve farkli PAI-1
seviyelerinin gézlemlenmesine aracilik etmektedir.(19, 33, 60). 4G aleli, 5G aleline
gore daha yiiksek aktiviteye sahiptir, bunun nedeni ise; 5G alelinin transkripsiyonel
represor gibi davranan DNA baglayict protein i¢in ek bir DNA baglanma bolgesi
icermesidir.( 33). Dolayisiyla 4G aleli yiiksek plazma seviyesi ile iliskilidir.(24).

wn’) .1 7008 K zz: .~
15422763.| rsj:9)$89‘ 156092 12226668 1s2227683
S44 NG -675 5GHG AlalSThr 152227666

152227708 1207604 1724

Sekil 2.3.PAI-1 genindeki polimorfizmler (64).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Arastirma Grubu Bireyleri

Bu c¢alisma, 2011/288 sayil1 ve 19.12.2011 tarihli etik kurul karar1 ile onay1 alinan
ve 2011-2012 yillar1 arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Psikiyatri poliklinigine basvuran sizofreni tanisi
konulmus 100 hasta ve 50 saglikli birey ile gergeklestirildi. Hastalarin 50'si kadin 50'si
erkek, kontrollerin ise 25'1 kadin 25'1 erkek idi.

Calisma asamalarimiz su sekildedir:

1. Sizofreni hastas1 ve saglikli kontrollerin periferal arterlerinden EDTA’l1 tiipe

10 ml kan alinimi

2. Kandan tuz ekstraksiyon yontemi ile genomik DNA izolasyonu

3. DNA’ nin miktar ve kalitesinin Nano drop (Mikro Olgekli Spektrofometre) ile

Ol¢timii

4. izole edilen DNA’dan PAI-1 geni -675 4G/5G gen bélgelerinin PCR’da

cogaltilmasi

5. Elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi ve UV

transliiminatorde goriintiilenmesi

6. Cekilen jel goriintiilerinden faydalanilarak genotiplerin uygun istatistiksel IBM

SPSS Statistics20 programu ile biyoistatistik analizin gergeklestirilmesi.

23



3.1.2. Kullamlan Cihaz ve Gerecler

Buzdolabi (Bosch)

Sogutmali santrifiij (Scanspeed 1580 R)

Su banyosu (GFL)

Hassas terazi (Presica 125 A)

Isiticili manyetik karistrici (Isolab)

Vorteks (IKA- MS2 minishaker)

Derin dondurucu (-20) (Bosch)

Mikro dalga firin (Argelik MD 55 1)

Elektroforez igin gii¢ kaynagi (Bio-Rad power Pac- 3000)
. PCR cihazi (RunikThermal cycler)(Sacem)

© 0o N o g bk~ w D P

[
= O

. UV transliiminator (Syngene)
. Otomatik pipet seti(Bio Hit)

B
w N

. pH metre (Inolab)

[EEN
IS

. Ceker ocak
. Mikro Olgekli Spektrofometre (ATCGene ASP-3700)
. Buz makinesi (Hoshizaki FM- 120 DE)

T =
o Ol

3.1.3. Kullanilan Malzeme ve Kimyasal Maddeler

Pastor pipeti

Cam deney tiipii

Polypropilen kapakl tiip (0.2 ml)
Polypropilen kapakl tiip (1.5 ml)
Polypropilen kapakli tiip (50 ml)
EDTA’l1 vakutainer tiip (10 ml)
Eldiven (Steril)

Mikropipet ucu (1 pl)
Mikropipet ucu (10 pl)

10. Mikropipet ucu (100 pl)

© 0o N o g B~ w DN PE
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

Mikropipet ucu (1000 pl)
2-Propanol

Absolii alkol

EDTA

HCI

MgCI2

NaCl

NaOH

Proteinaz K

Sodyum dodasil siilfat
Tris EDTA

Tris HCI

Master Mix

17 niikleotidlik primer (4G aleli i¢in)
17 niikleotidlik primer (5G aleli i¢in)

26 niikleotidlik primer (upstream)

25 niikleotidlik primer (downstream)

Trizma base
Borik asit
Agaroz
Etidyum bromid
Loading buffer
Marker ( 50 bg)
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3.2. YONTEM

3.2.1. DNA izolasyonu

3.2.1.1. Tuz yontemiyle DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Lysis buffer (RCL= red cell lysis)

o2 M’lik Tris HCI’den 10 ml alinip 5Sml 1 M’lik MgCl,, ile karistirildu.
e Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

e Manyetik karistiricida karistirildi.

2 M Tris HCI hazirlanmast:

¢ 315,2 gr Tris HCI distile su ile 1000 m1’ye tamamlandi.
o Tris HC1 pH =7.5 (1M’lik NaOH veya 0.1M’lik HCl ile ayarlanir).

1 M MgCl12 hazirlanmasi:

¢203,3 gr MgCl,. 6H,0 distile su ile 1000m1’ye tamamlandi.

M’lik HCI hazirlanmasi:

¢ 9%37’lik HCI’den 8.28 ml alinir, distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

1 M’hik NaOH hazirlanmasi:

¢ 40 gr. NaOH distile su ile 1000 ml’ye tamamland.
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Sodyum EDTA (SE)

e Bir meziir icine 25 ml 3 M’Iikk NaCl ile 50 ml 0.5 M’lik EDTA kondu. Uzeri

distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

3 M NaCl hazirlanmasa:

¢175.32 gr NaCl tartildi. Bir meziir i¢inde iizeri distile su ile 1000 ml’ye

tamamlandi.

0.5 M EDTA hazirlanmasi:

¢ 186.1 gr EDTA tartildi. Bir meziir i¢inde distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

e Mekanik karistiricida karistirilarak pH= 8’ e ayarlandi.

%10 Sodyum Dodasil Siilfat (SDS) Cozeltisi

¢ Sodyum dodasil siilfattan 10 gr alinip {izeri distile su ile 100 m1’ye tamamlandi.

e Manyetik karistiricida 1sitilarak karistirildi.

epH=7,2’¢ ayarlanir (pH 1M NaOH ile ayarlandi).

¢0.22 w’luk filtreden gegirilerek sterilize edilir ve oda 1si1sinda saklandi.

Sodyum Kloriir (5M NaCl)

02922 gr. NaCl, distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
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e Manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii

Proteinaz K cozeltisi

50 ul  2M’lik Tris HC1 (pH=7.5) ile 10 ml distile su karigimi iizerine 10

mg/ml proteinaz K konuldu.

Propanol

¢ Konsantre propanol kullanildu.

% 70’lik Etil alkol (Etanol)

9096’11k alkolden 100 ml 39.4 ml distile su ile tamamlandi.

Tris EDTA (TE)

e Stok Tris EDTA’dan 1ml alinir, iizeri distile su ile 100 m1l’ye tamamlandi.

3.2.1.2. Tuz yontemi kullanilarak yapilan DNA izolasyonu

eCalisma grubu bireylerinden EDTA’L tiiplere 10 ml vendz kan alinip buz
dolabinda (+4°C) bir gece bekletildi.

e Pastor pipeti ile lstte kalan sivi (plazma) atildi. Geride kalan kism1 polypropilen
kapakli tiipe bosaltilarak tizeri lizis buffer ile 50 ml’ye tamamlandi. 15 dak. buz

uzerinde tutuldu.

2000 rpm ve +4 °C “de 15 dak. santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii ve dipte

kalan pelletin tizerine 15-20 ml lizis buffer ilave edildi.
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¢ 2000 rpm ve +4 OC de 15 dak. santrifiij edildi ve slipernatant dokiildui.

e Dibinde pellet olan tiiplere 5 ml sodyum EDTA (SE) , 500ul %10’luk sodyum
dodasil siilfat (SDS) ve 100 ul proteinaz K ilave edilip vortekslendi.

37 °C’lik su banyosunda 1 gece inkiibe edildi.

e inkiibasyon sonrasi tiiplere 2 ml sodyum kloriir (NaCl ) kondu ve elle iyice

kopiirene kadar karistirildi.

3500 rpm ve +4 °C “de 20 dak. santrifiij edildi.

e Santrifiijden sonraki silipernatant baska bir polypropilen kapakli tiipe
bosaltilarak ayni kosullarda santrifiij edildi.

e Santrifiijden sonra siipernatant tekrar baska bir polypropilen kapakli tiipe
aktarildi ve tlipte bulunan hacim kadar 2- propanol ilave edildi. Boylece DNA gozle

goriiliir hale getirildi.

e Ucu cengelli hale getirilen cam pastor pipeti yardimiyla tiip igerisinden alinan
DNA, %70 ‘lik alkol icerisinde yikanarak ependorf tiipiine kondu. Kurutmak amaci ile
tiiplin agz1 acik birakildi.

o Alkolii ugarak kuruyan DNA iizerine DNA miktarina gore 100-500 pl TRIS-
EDTA (TE) kondu.

«50 °C’lik su banyosunda 1 gece inkiibe edildi.

« TRIS-EDTA i¢inde homojen hale gelen DNA, +4°C’de sakland:.
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3.2.1.3. izole edilen DNA miktarmin 6l¢iimii

Mikro Olgekli Spektrofometre (ATCGene ASP-3700) ile yapildi. Izole edilen
DNA orneklerinde DNA saflik diizeyi belirlenmeden 6nce, TBE buffer soliisyonu kor

olarak kullanildi. Daha sonra DNA 6rneklerinden 1ul alinarak kore kars1 okundu.

260nm/280nm degeri izole edilen DNA’nin ne kadar temiz oldugu konusunda
bizlere fikir vermektedir. 1,5 degeri DNA’nin olabilecek en temiz sekilde elde edildigini

anlatir. Genel olarak, 1,5-1.8 arasinda bulunan DNA degerleri temiz olarak kabul edildi.

3.2.2. izole Edilen DNA Orneklerinin PCR ile Amplifikasyonu

3.2.2.1. Kullanilan Cozeltiler

Master miks

PCR karigimi i¢in iginde taq polimeraz, dNTP karig1 ve uygun tampon ¢ozeltiler
bulunan PCR master miks kullanildi. Matermix igerigi su sekildedir; 20 mM Tris-HCI
(ph 8,9), 1.8 mM MgCl, 22 nM NH,CI, 22 mM KCI, 0,2 mM dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP ,dNTP, dTTP), %5lik gliserol, %0,06 IGEPAL CA-630, %0,05 Tween 20,
Xylene Cyanol FF, Tartrazine, 25 tinit/ml One Taq DNA polimeraz.

Primer

Liyofilize olan primerler 100 pl distile su ile ¢oziindiiriildii. Hazirlanan bu primer
coOzeltisi stok ¢ozelti olarak kullanildi. Daha sonra bu stok c¢ozeltiden 10 pl alinarak

uzeri su ile tamamlandi.
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3.2.2.2. PAI-1 4G ve 5G alelleri i¢cin kullanilan primerler

Tablo. 3.1. PAI-1 4G ve 5G aleli i¢in kullanilan primerler

4G Aleli Icin Kullamlan Primer: 5’ -GTC TGG ACA CGT GGG GA- 3’

5G Aleli icin Kullamlan Primer: 5’ -GTC TGG ACA CGT GGG GG- 3’

Downstream Aleli I¢in Kullanilan Primer: 5> - TGC AGC CAG CCA CGT GAT TGT
CTAG-3

Upstream Aleli i¢in Kullanilan Primer: 5-AAG CTTTTACCATGG TAACCCCTG
GT-3

3.2.2.3. izole Edilen DNA Orneklerinin PCR ile Amplifikasyonu

Arastirma grubu bireylerinden elde edilen DNA 6rneklerinin PCR ile
amplifikasyonu i¢in 25 ul lik karisim hazirlandi.

4G Aleli Icin PCR Karisim 5G Aleli i¢in PCR Karisimm
Primer 1 ( 4G spresifik) 1 ul Primer 1 ( 4G spresifik) 1 ul
Primer 2 (downstream) 1 ul Primer 2 (downstream) 1wl
Primer 3 (upstream) 1 ul Primer 3 (upstream) 1 ul
Master Mix 12.5 ul Master Mix 12.5 ul
H,O 8.5 ul H,O 8.5 ul
DNA 1ul DNA 1l
Toplam 25 ul Toplam 25 ul

3.2.2.4. PAI-1, 4G ve 5G Alelleri i¢in Kullanilan Amplifikasyon Sartlar

Her bir DNA 6rnegi i¢in hem 4G hem de 5G primerleri kullanilarak ayr1 ayri
PCR islemi yapildi.
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94 °C de 30 sn

94 °C de 20 sn denatiirasyon

56 °C de 1 dk baglanma 35 Déngii

68 °C de 90 sn sn uzama '

68°C de 5 dk son baglanma

+4 °C de bekleme olmak iizere amplifikasyon sartlar1 diizenlendi.

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonras1 olusan iiriinlerin incelenmesi i¢in % 2 lik agaroz jeli hazirland1 ve

ornekler agaroz jel elektroforezi yontemine tabi tutuldu.

3.2.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri

Etidyum bromid (1 mg/ml)

¢ Etidyum bromidden 1 mg/ml olacak sekilde distile su ile hazirlandi.

10 X Tris borat EDTA (TBE) buffer

e Bir meziir igine 108 g tris base, 50 g borik asit ve 40 ml 0.5 M EDTA (pH=8)

kondu.

e Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

e Manyetik karistiricida karistirildi.

%?2 lik agaroz jelin hazirlanmasi

e 1,6 gr agaroz tartilip bir beher igerisinde TBE buffer ile 80 ml ye tamamlandi.
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e Mikrodalga firinda kaynatildi.

e Yaklasik 60 dereceye kadar sogutulduktan sonra lizerine 4 ul etidium bromid

konup karistirildi.

e Elektroforez baslamadan 6nce tank, taraklar ve jel yatagi temizlendi.

e Tarak ve jel kiiveti tanka yerlestirildi. Hazirlanan jel kiivete dokiildii.

e Jel donduktan sonra tizeri 1 XTBE Buffer ile dolduruldu.

14 ul PCR iiriinii alinip jeldeki kuyucuklara yiiklendi (her jelin bir kuyusuna
marker yliklendi).

e Yiikleme islemi bittikten sonra elektrodlar yerlestirilerek 100 voltta yiiriitiildii.

e Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, CCD kamera altinda incelenerek

fotografi ¢ekildi.

3.2.4. Jelin CCD Kamera ile Degerlendirilmesi

Arastirmaya dahil edilen herbir 6rnek igin 139 bg¢ bant 4G ve 5G alelini
tanimlayici olarak belirlendi. Buna gore Sekil.3.1°’de goriildiigii gibi PCR sonucu 4G
primeri ile 139 b¢ bant verip 5G primeri ile 139 bg¢ bant vermeyen 6rnekler homozigot
4G genotipli, 5G primeri ile PCR sonucu 139 bg¢ bant verip 4G primeri ile PCR sonucu
139 bg bant vermeyen 6rnekler homozigot 5G genotipli, her ikisinde de 139 b¢ bant
verenler ise heterozigot 4G/5G genotipli olarak belirlendi.
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Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3

4G 5G 4G 5G 4G 5G

M
———
——
e

—> 500 bg¢

—>» 250 b¢
—3> 200 bh¢

—> 150 b¢
—> 139h¢

—> 100 bg¢
—>» 50 bg¢

Heterozigot4G/5G Homozigot 4G Homozigot 5G

Sekil.3.1. PAI-1 4G/5G PCR iirtinlerinin % 2 agaroz jel goriintiileri. Sekilde hasta 1°de 4G ve 5G
primerlerinin her ikisinde de 139 bg¢’de bant verenler 4G/5G heterozigot olarak
belirlendi. hasta 2’de 4G primeri ile 139 b¢’de bant verenler homozigot 4G, hasta 3’de

5G primeri ile 139 b¢’de bant verenler homozigot 5G olarak belirlenmistir.

3.2.5. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi.

Hasta ve kontrollerde cinsiyet, alel ve genotip dagilim1 Pearson Ki-Kare, Exact
Ki-Kare ve Yates Ki-Kare analizleriyle degerlendirildi. Hasta ve kontrollerde alellerin
ODDS oranlar1 2x2 tablolarda Risk Estimate ile hesaplandi. P< 0,05 degeri anlamli
kabul edildi. Tim analizler IBM SPSS Statistics 20 programi kullanilarak
gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda ele aldigimiz PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi, genin promotor
bolgesinde yer alan -675. baz giftindeki tek bir niikleotid (Guanin) insersiyon/delesyonu
ile 4G/4G, 4G/5G, 5G/5G olmak tizere ii¢ farkli genotip ortaya ¢ikmaktadir.

Calismaya alinan 26-60 yaslar1 arasindaki 100 sizofrenili hasta ve ailelerinde
sizofreni ve diger psikiyatrik hastalik dykiisii bulunmayan 50 saglikli kontrol grubuna
ait bireyler PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi yoniinden degerlendirilmis ve bunlarin
cinsiyet dagilimi yiizdeleri, PAI-1 geni 4G/5G genotiplerinin dagilimi ile alellerinin

dagilimina ait bulgular asagida belirtilmistir.

Sizofrenili hasta ve saglikli kontrol grubunda cinsiyet dagilimi yiizdeleri Tablo
4.1°de ve Sekil. 4.1'de goriildiigii gibidir. Buna gore, erkek ve kadin hasta dagilimi

istatistiksel olarak uygun bir dagilima sahiptir.

Tablo. 4.1. Sizofreni hasta ve kontrol grubunda cinsiyet dagilimina ait istatistiksel

degerlendirmeler
Cinsiyet Tiim Hastalar Kontrol
(n) % (n) %
Kadin 50 50 25 50
Erkek 50 50 25 50

Istatistik X, =0SD=1p <0.05
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Sekil. 4.1. Sizofreni hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyet dagilimina ait degerler

PAI-1 geni 4G/5G genotiplerinin say1 ve yiizde degerleri Tablo. 4.2'de, dagilima ait
bilgiler de Sekil. 4.2'de verilmistir. Buna gore hasta bireylerdeki (n:100) genotiplere
baktigimizda, 4G/4G genotipine sahip birey sayist 43 (%43), 4G/5G genotipine sahip
birey sayist 42 (%42) ve 5G/5G genotipine sahip birey sayisi ise 15 (%15) olarak
belirlendi. Kontrol grubuna ait saglikli bireylerdeki (n:50) 4G/4G genotipine ait birey
say1st 15 (%30), 4G/5G genotipine ait birey sayist 32 (%64), 5G/5G genotipine ait birey
sayist 3 (%6) olarak belirlendi.

Hasta grubu ile saglikli kontroller karsilastirildiginda genotipler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski oldugu belirlendi. (p<0.05). Ancak aleller arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir oran farki bulunamadi (p > 0,05).
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Sekil. 4.2. Sizofreni hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimina ait degerler
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Tablo 4.2. PAI-1 geni 4G/5G insersiyon/delesyon polimorfizmi genotip ve alel dagilimi

Toplam Kadin Erkek

PAI-1 Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol
(1:100)  (n=50)  (n=50)  (n=25)  (n=50)  (n=25)

-6754G/5G  GENOTIP

4G/AG 43 (%43) 15 (%30) 24 (%48)  9(%36) 19 (%38) 6 (%24)
4GI5G 42 (%42) 32 (%64) 20 (%40) 16 (%64) 22 (%44) 16 (%64)
5G/5G 15 (%15)  3(%6)  6(%12) 0 (%O0) 9 (%18)  3(%12)

X?= 6,977 X?= 5545 X?=2,671
p < 0,05 (p=0,031) p > 0,05 (p=0,069) p> 0,05 (p=0,269)
ALEL
4G 128 (%64) 62 (%62) 68 (%68) 34 (%68) 60 (%60) 28 (%56)
5G 72 (%36)  38(%38) 32 (%32) 16 (%32) 40 (%40) 22 (%44)
X?=0,115 X?=0 X?=0,86
p > 0,05 (p=0,735) p > 0,05 (p=1) p > 0,05 (p=0,769)
OR= 1,090 OR=1 OR=1,179

%95 C1=0,663 - 1,790 = %95 CI=0,483 —2,070 %95 C1=0,593 — 2,343

PAI-1 geni 4G/5G genotiplerinin hasta grubu ile saglikli kontrol gruplarinin
cinsiyetlerine gore dagilimlar1 Tablo. 4.2'de ve Sekil.4.3'de gosterilmistir. Hasta grubu ile
saglikli kontroller cinsiyetleri bakimindan incelendiginde, hasta kadinlarda (n:50)
genotip orani; 4G/4G genotipine sahip birey sayisi 24 (%48), 4G/5G genotipine sahip
birey sayis1 20 (%40), 5G/5G genotipine sahip birey sayis1 6 ( %12) olarak belirlendi.
Hasta erkek bireylerdeki (n:50) genotip oran ise; 4G/4G genotipine sahip birey sayist
19 (%38), 4G/5G genotipine sahip birey sayisi 22 (%44), 5G/5G genotipine sahip birey
sayis1 9 (%18) olarak belirlendi.

Saglikli kontrol grubuna ait kadinlarda (n:25) genotip dagilhimi; 4G/4G genotipi
sayis1 9 (%36), 4G/5G genotipi sayist 19 (%64) olarak bulundu. Calismamizda 5G/5G
genotipine sahip kadin kontrol bireye ise rastlanilmadi. Saglikli kontrol grubuna ait
erkeklerde (n:25) 4G/4G genotipi sayist 6 (%24), 4G/5G genotipi sayist 16 (%64),
5G/5G genotipi sayisi ise 3 (%12) olarak belirlendi.
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Kadinlar ve erkekler arasinda saglikli ve hasta grubu karsilastirildiginda

genotipler arasinda anlamli bir iligki bulunamadi.

25

20 -

15 +7

10 ] HASTA

5 47 ‘ = KONTROL
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Sekil. 4.3. Sizofreni hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyetlere gore genotip dagilimina ait degerler

PAI-1 geni 4G/5G genotiplerinin hasta grubu ile saglikli kontrol gruplarina ait alel
siklik dagilimlar1 Tablo. 4.2'de ve Sekil.4.4'de gosterilmistir. Hasta grubu ile saglikli
kontroller alel siklig1 yiizdeleri agisindan incelendiginde, hasta bireylerde 4G alelinin
sayist 128 (%64), 5G alelinin sayis1 72 (%36) iken; saglikli bireylerde 4G alelinin
sayist 62 (%62), 5G alelinin sayis1 38 (%38) olarak bulunmustur. Hasta ve saglikli
kontrol  gruplart PAl-1geni 4G/5G  polmorfizmleri alel sikligi  agisindan

karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.
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Sekil. 4.4. Sizofreni hasta ve kontrol gruplarinin alel siklik dagilimina ait degerler

PAI-1 geni 4G/5G genotiplerinin hasta grubu ile saglikli kontrol gruplarinin

cinsiyetlerine gore alel siklik dagilimlar1 Tablo. 4.2'de ve Sekil.4.5'de gosterilmistir.

Kadinlarda hasta grubunda 4G alelinin sayis1 68 (%68) , 5G alelinin sayis1 32
(%32) iken; kadin kontrol grubunda 4G alelinin sayis1 34 (%68) , 5G alelinin sayis1 16
(%32) olarak belirlenmistir. Erkeklerde hasta grubunda 4G allelinin sayist 60 (%60),

5G allelinin sayis1 40 (%40) iken; erkek kontrol grubunda 4G allelinin sayisi

(%56), 5G allelinin sayis1 22 (%44) olarak belirlenmistir. Hasta ve saglikli kontroller

cinsiyet agisindan incelendiginde aleller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug

bulunamadi.
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Sekil. 4.5. Sizofreni hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyetlere gore alel siklik dagilimina ait

degerler
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5. TARTISMA

Genetik etkenler, toplumsal etkenler, dogum komplikasyonlari,strese sebebiyet
veren yagam olaylarinin sizofrenin gelisimde etkili oldugu bilinmektedir. Sizofreninin
genetik gecisliligi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, anne-babadan birinin sizofreni hastasi
olmast durumunda, ¢ocugun hastalanma riskinin %12.5- 13.8 oldugu belirtilirken, hem
annenin hem de babanin sizofreni hastasi olmasinin bu riski %35-46’ya yiikselttigi

ortaya konmustur (3).

Etiyolojisi tam olarak bilinmeyen ¢ok genli (multigenik) ve c¢ok etkenli
(multifaktoriyel) bir hastalik olan sizofrenide klinik agidan taniy1 belirlemek ve diger
bazi bozukluklardan ayirt edebilmek amaciyla yapilan bazi ¢aligmalar sonucu farkl
bulgu ve belirtiler tanimlanmistir. Yapilan baglant1 ve iliskilendirme caligmalar ile de
iligkili oldugu gosterilmis bir¢ok aday gen ve kromozom bolgesi saptanmis ve bunlarin
bazilar1 g¢aligilmistir.  Klinikte taniyr dogrulayabilecek biyolojik belirtegler ortaya
koymak amaciyla bir¢ok girisimde bulunulmasina ragmen tami halihazirda klinik

olgiitlere gore belirlenebilmektedir (39, 43, 71).

Plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1)’in fibrin pihtilarinin azaltilmas: ve
uzaklastirilmasindan sorumlu olan fibrinolitik sistemde, plazminojenin aktivasyonunu
inhibe ederek proteolizisi ve fibrinolizisi diizenleyen serin proteaz inhibitor ailesine ait

oldugu agiklanmistir. (53).

PAI-1 fibrinolitik kaskadin birincil diizenleyicisi, hem doku hem de urokinaz tip
plasminojen aktivatdrlerinin de hizli bir inhibitoriidiir. Peptid baglarin1 parcalamak i¢in
substrat baglanma bolgelerindeki aktif serin rezidiilerini kullanan enzimlere ‘serin
proteazlar’ adi verilmektedir. Serin proteazlar, gorevlerini yaptiktan sonra g¢esitli
proteinler tarafindan inhibe edilirler. Serin proteaz inhibitorlerine “serpin” ler ad1 verilir.
PAI-1'de serpin siiper ailesinin bir iiyesidir. PAI-1 geni, kromozom 7g21.3-q22 iizerinde
yer almaktadir yaklasik 12 kb biiyiikliigiinde dokuz ekson ve sekiz introndan bir gen
tarafindan kodlanir (69, 94).
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PAI-1 bircok biyolojik silirecte rol oynar ve hastaliklara bagli olarak
ekspresyonunun degisen seviyesi bazen ilging sonuglara neden olabilir. Kanser, obezite,
renal hastaliklar ve metabolik sendromlar gibi hastaliklarla, fibrinolizisin inhibisyonuna
bagli olarak gelisen koroner kalp hastaliklar1 ve miyokard enfarktus’de, inme’de
(stroke) PAI-1’in yiiksek seviyeleriyle iliskilendirilmektedir. 4G alleli olan bireylerin
5G alleli olanlardan daha yiiksek PAI-1 plazma seviyelerine sahip olduklari
belirtilmistir (51).

Per Eriksson ve ark’lar1 (1995) yaptiklar1 ¢alismada, 4G alleline sahip kisilerin
yiksek PAI-1 aktivitesine sahip olduklarini gostermistir. Plazma PAI-1 aktivitesi,
kontrol grubunda 4G alleline sahip kisilerde homozigot 5G alleline sahip kisilere oranla
onemli Olgiide yiiksek bulunmustur. Miyokard enfarktiis geciren gen¢ hastalarda 4G
allel frekansinin kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugu ve iki grup arasindaki

genetik dagilimin yiiksek oranda farklilik gésterdigi sonucuna varilmistir (26).

Fay ve ark’lar1 (1997) PAI-1 genindeki mutasyon sonucu plazminojen aktivator
inhibitori fonksiyonunda defekt veya dokuya o6zel olarak PAI-1 ifadelenmesinde
azalma goriildiigiinii, yine vitronektin gibi PAI-1 ifadelenmesini veya aktivasyonunu
kontrol eden herhangi bir faktérde goriilen bir mutasyonun fonksiyonel bozulmaya

neden olabilecegini belirtmislerdir (28).

Mark Roest ve ark’lar1 (2000) yaptiklar1 galismada, yash kadinlarda oliimciil
miyokard enfarktiisii ve total serebrovaskiiler O6liim oranlar1 ile PAI-1 4G/5G
polimorfizminin iliskisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, bu polimorfizmin belirtilen
hastaliklarla iligkili olmadigin1 ancak 4G/4G fenotipine sahip bireylerin, 5G/5G
homozigot bireylere kiyasla daha diisiik serebrovaskiiler 6liim oranina sahip oldugunu

bildirmislerdir (81).

Rao ve arkadaslarinin,(1993) yaptiklari ¢alismada PAI-1’in insan serebrospinal

stvisindaki homeostazin saglanmasinda onemli bir etkiye sahip olduklar1 bildirilmistir
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(76). Biringer ve arkadaslari (2006), proteazlarin serebrospinal sivisindaki proteinler

tizerine etkili olduklarin1 gostermistir (10).

Yao ve arkadaslar1 (1994) ise; trombosit kiimelenmesinin sizofrenilerde kontrol
bireylerine oranla daha yiiksek olduguna isaret etmektedir (99). Jern ve arkadaslar
(1989), mental stresin doku plazminojen aktivatoriiniin aktivitesinin degistirerek,
fibrinojen yogunlugunun arttigini gostermistir (40). Akut ve siddetli stresin fareler
uistiindeki etkisini arastiran Malyszko ve arkadaslari( 1994) ise; stresin fibrinolizizdeki

bozulmalara ve tromboz riskinin artmasina yol agabilecegini sdylemistir (58).

Insan epidemiyoloji ¢alismalart maternal viral enfeksiyonlar ile dogum
komplikasyonlarinin annenin maruz kaldig1 ¢evresel stresin, sizofreni gelisiminde bir
risk faktorii oldugunu gostermektedir (66). Prenatal stres, strese maruz kalan yetiskin
nesildeki hipokampus yapisinda ve sinirlerin  sinaptik baglanma yeteneginde
(plastisitesinde) degisikliklerine neden olabilmektedir (56). Noronal plastisite, yetiskin
beyninde 6nemli fizyolojik ve patofizyolojik siire¢lerde onem tasimaktadir. Sinaptik
plastisitenin en énemli 6zelliklerinden biri de, sinaptik etkinligin ve ndronal baglantinin
aktivite bagimli yeniden yapilanma 6zelligine bagli olmasidir. Depolarizasyon boyunca

noronlardan tPA salindigi gosterilmistir (101).

Sizofrenide norogelisimsel hipoteze gore, noronlarin yanlis yerlesmesi ya da
meydana gelen yanlig baglantilar psikiyatrik hastaliklarin temellerinden biri olarak ileri
stirilmektedir. Merkezi sinir sisteminde, doku-plazminojen aktivatorii/plazmin sistemi
uzun zamanh sinaptik plastisite ve doku yeniden yapilandirilmasi ile ilgilidir Bu

nedenle de PA/plazminojen sistemle ilgili genler sizofreni i¢in aday genler olabilir (30).

Artan bilgiler tPA’nin dogrudan kendisinin ya da dolayli yoldan plazmin
tizerinden sinaptik plastisiteyi ve yeniden yapilanmayi etkiledigini gostermektedir.

Ayrica tPA’nin nérotransmitter saliniminda énemli bir rol oynadig1 gosterilmistir(30).
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Memelilerde beyin gelisimi i¢in sinir go¢ii onemli bir yer tutmaktadir (18, 67). Bir
serin proteaz ailesi iiyesi olan ve plazminojenin plazmine doniistiiriilmesinde énemli bir
rol alan doku plazminojen aktivatorii (tPA) santral sinir sisteminde Oonemli bir rol
oynamaktadir (30). Sinir gogiiyle ilgili yolakta meydana gelen bir bozukluk mental
retardasyona (zihin geriligi), nébetlere neden olabilmektedir (67). Artan bilgiler tPA’nin
dogrudan kendisinin ya da dolayli yoldan plazmin iizerinden sinaptik plastisiteyi ve
yeniden yapilanmayi etkiledigini gostermektedir(30). Sinir sisteminde tPA aktivitesi,
yeni olusan noronlarin akson ve dendritlerinin olusumu (neurite outgrowth),sinir gogii,

ogrenme ile iliskili bulunmustur (67).

Yoon S.H. ve ark’larinin (2006) Kore populasyonu ile yaptiklar1 bir ¢alismada
sizofreni hastalarinda PAI-1 geninin promotor bolgesindeki iki énemli polimorfizm
(-675 4G/5G ve -844 G/A) galisilmis ve -675 4G/5G’ nin genotip ve alel sikliklarini
sizofreni hastalig1 ile iligkili bulduklar1 belirtilmigtir. Ayrica, Yoon S.H. ve ark’larinin
(2006) sundugu ayn1 ¢aligmada haplotip analizinin Kore populasyonunda -675 4G/5G

polimorfizminin sizofreniye yatkinligi arttirabilecegi belirtilmistir (102).

Yun K ve ark’lariin (2006), vaskiiler demans ve otistik bozuklugun calisildigi
calismalarda bu hastaliklarla -675 4G/5G polimorfizmi arasinda iliski bulunmadig:
belirtilmistir (47, 73).

Bizim g¢aligmamizda da kaynak taramalarina bagli olarak PAI-1 ile sizofreni

arasindaki iligkinin arastirilmasinin anlamli olacagi belirledi.

Calismamizda, PAI-1 geninin transkripsiyonu baslatici (promotor) bolgenin
yukarisinda -675. bg yerlesik tek niikleotid (guanin) insersiyon/delesyonu ile olusan

4G/5G polimorfizmi ile sizofreni hastalig1 arasinda bir iligki olup olmadig arastirildi.

Calismamiz Tirk toplumundaki sizofreni tanisi konulan hastalarda PAI-1 geni
4G/5G polimorfizmi arasindaki iligkiyi gosterir ilk caligmadir. Kaynak taramalarimiz

sonrasinda giiniimiiz itibari ile psikiyatrik bozukluklarla iligkili amacimiza uygun olarak

44



PAI-1 geninin 4G/5G polimorfizminin kisith calisildigr goriilmiis ve sadece sizofreni
tanil1 Kore populasyonundan elde edilen hastalarla ilgili bir calisma tespit edilmistir. Bu
calismada kan pihtilasma (koagiilasyon) faktorleri ve sizofreni arasinda muhtemel bir

iliski oldugunu bildirmistir (102).

Calismamizda sizofreni tanisi konan hasta bireyler ve saglikli kontrol grubu
bireyleri arasinda PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi genotip ve alel sikliklar1 ¢alisiimais;
genotipler arasinda anlamli bir iligki bulunurken, alel frekanslar1 agisindan istatistiksel
acidan anlamlhilik goriilmemistir. Caligmanin daha genis bir popiilasyonda caligilmasi
ilgili genin hastalifa olan etkisinin agiklanmasinda yardimci olabilecegini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada sonug olarak;

1. Sizofreni hasta grubu ile ailesinde sizofreni ve diger psikiyatrik bozukluklar
goriilmeyen saglikli kontrol grubu arasinda PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmine ait
4G/4G, 4G/5G ve 5G/5G genotipleri goriilme sikligi bakimmdan anlamli bir fark
oldugu saptanmistir (p<0.05).

2. Cinsiyete gore hem hasta hem de kontrol grubu bireyleri arasinda da PAI-1 geni
4G/5G genotipleri arasinda anlamli bir farklilik belirlenemedi (p>0.05).

3. Alel frekans1 agisindan istatistiksel bir anlamlilik gézlenmemektedir.

Sizofreni olusumu; gevresel etkenler ve diger genlerin etkilesimi ile birlikte birgok
genetik varyantin da katkisinin olabilecegi ¢ok etkenli bir durumu agiklar. Diinyada ve
tilkemizde hem kisinin hem de ailesinin yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen
onemli bir halk saglig1 sorunudur. Ayrica sizofreni tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de erken tan1 koyma ve tedavisinin zorluklarina bagli olarak 6nemini korumaktadir. Bu
nedenle tedavi stratejilerinin gelistirilmesi yaninda c¢evresel etkenlerin ve bir¢cok genetik
varyantlarin belirlenmesine yonelik calismalarin gelistirilmesi de 6nem tasimaktadir.
Insan genomuna yonelik bilgilerimizin hizla arttigi bu donemde sizofreniye yatkinlik
olusturan genetik faktorlerin saptanmast ve bireye 0Ozgli etkin tan1 ve tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi miimkiin olabilir.

Sonug olarak; polimorfizm caligmalarinin genis popiilasyonlarda daha anlamli
sonuclar verdigi bilgisine dayanarak hasta sayisinin arttirilmas: ve gen bolgesi ile ilgili
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diger polimorfizmlerin de calisilmasinin c¢esitli toplumlardan elde edilecek farkl
bulgularin sizofreni ile PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmi etkilesimlerini agiklamak igin

gerekli oldugunu diistinmekteyiz.
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