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Bashk: Manisa’da Kronik SizofrenTanisi Konmus Bireylerde Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) Vall58Met Polimorfizminin  Arastirilmasi
Ogrencinin adi: Sec¢il SENGOZ

Damisman: Do¢.Dr.Nuray ALTINTAS

Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji

1.0ZET

Amac¢: Manisa’da Kronik Sizofren Tanis1 Konmus Bireylerde Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) Vall58Met Polimorfizminin Arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirma kronik sizofreni teshisi konmus 100 birey ve
ailesinde ve kendisinde psikiyatrik herhangi bir rahatsizlik bulunmayan 100
saglikli kontrol ile yiriitilmiistiir. Hasta grubu bireyler; Manisa Ruh Saghigi
Hastaliklar1 Hastanesinde tedavi goren ve kronik sizofren tanisi konmus
bireylerden olusturulmustur. Orneklem  grubundaki her birey icin DNA
izolasyonunu  takiben COMT genindeki Vall58Met polimorfizmine bagl
yiksek veya diisiik aktiviteli alleller PZR-RFLP metodu kullanilarak
belirlenmistir. Veriler Ki-Kare Testi ve Capraz Tablo kullanilarak elde edilmistir.

Bulgular: Arastirmaya katilan hasta grubu bireylerin %64’i erkek; %36’s1
kadindi. Hasta grubu bireylerin  genotipleri cinsiyet gdzetmeksizin
degerlendirildiginde %44’{inlin LL genotipli bireylerden, %10’unun HH genotipli
bireylerden ve %46’sinin HL genotipli bireylerden olustugu gorildi. Allel
frekanslart hesaplandiginda ise Hardy Weinberg Esitliginde ¢ikti. Hasta grubu igin
Val alleli (yiiksek aktiviteli) frekans1 % 33, Met alleli ( diisiik aktiviteli) frekansi
%67; kontrol grubu Val alleli frekans1 % 67, Met alleli frekans1 % 33 olarak
saptandi.

Sonuclar: Genotip bulgularma gére Capraz Tablo ve Ki-Kare testi
sonuglarina gére HH ve LL allelleri i¢in p =0,001 olarak bulundugundan COMT
geni Vall58Met polimorfizminin sizofreni {izerine etkisi oldugu sonucuna
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Catechol-O-Methyltransferase (COMT) , PZR-RFLP
Val158Met Polimorfizmi



Bashk: Investigation of Catechol-O-Methyltransferase (COMT) Vall58Met
polymorphism in chronic schizophrenia diagnosed individuals in Manisa
Ogrencinin adi: Sec¢il SENGOZ

Damisman: Do¢.Dr.Nuray ALTINTAS

Anabilim Dali: T1bbi Biyoloji

2.SUMMARY

The study was conducted with 100 healthy individuals who were diagnosed with
chronic schizophrenia and 100 healthy controls that did not have any psychiatric
disorders in their family. The patient group was individual; Manisa Psychiatric
Diseases It is composed of individuals who are treated in the hospital and
diagnosed with chronic schizophrenia. For each individual in the study group
DNA isolation was followed by high or low activity alleles associated with the
Val158Met polymorphism in the COMT gene using the PCR-RFLP method. Data
were obtained using Chi-Square Test and Crosstab.

Findings: 64% of individuals surveyed were female, 36% male. When the
genotypes of the patients were evaluated without regard to sex, 44% of the
subjects were from LL genotypes, 10% were from HH genotypes and 46% were
from HL genotypes.When allele frequencies calculated output in Hardy Weinberg
Equation. For the patient group, the Val allele (high activity) frequency was 33%,
the Met allele (low activity) frequency was 67%; The control group had 67%
frequency of the Val allele and 33% of the Met allele frequency.

Results: According to the genotype findings, the cross-tabulation and Chi-square
test results were found to be the effect of COMT Gene Val158Met polymorphism
on schizophrenia when p = 0,001 for HH and LL alleles.

Keywords: Catechol-O-Methyltransferase (COMT), PCR-RFLP Vall58Met

Polymorphism.



3. GIRIS

Sizofreni bir¢ok davranis ve diisiince bozukluguna neden olan ¢ok sistemli bir
psikiyatrik bozukluktur. Erken yaslarda baglayarak hayat boyu siiren, sonlanmasi
koti  olan bir hastaliktir. COMT geninin fonksiyonel polimorfizmi
norotransmitterlerle iligkili olan hastaliklarin tan1 ve tedavisinde yon gosterici
olmast nedeniyle onemlidir. COMT gen polimorfizminin sizofreni, bipolar
duygulanim bozuklugu, obsesif kompulsif bozukluk, migren gibi hastaliklarin
agresif ve antisosyal davraniglarin patogenezinde etkili oldugu ve ayni zamanda
astim, parkinson hastalig1 gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan katekol
igeren ilaglarin metabolizmasinda da rol oynadigi bilinmektedir (Acar ve Kartalci
2014). COMT geninin; 108/158. kodonunda guanin—adenin (G—A) degisimi
valin— metionin degisimine bagli olarak belirlenen H (High, yiiksek aktiviteli)
ve L (Low, diisiik aktiviteli) alellerin olusturdugu ti¢ farkl genotip (HH, HL, LL)
tamimlanmistir.  Catechol-O-Methyltransferase  (COMT)  katekolamin  ve
katekolamin igeren ilaglarin metabolizmasinda Onemli rol alan bir enzimdir.
COMT enzimi insanda 22g11.2’de yerlesmis olan bir gen tarafindan kodlanir.
COMT genindeki fonksiyonel polimorfizm COMT enzim aktivitesinin degismine
neden olmaktadir (Lajin ve Alackhar 2011).

Sizofreni genel populasyonun yaklasik %1’ini etkilemektedir. Genellikle 25
yasindan 6nce baglayip yasam boyu devam etmekte ve farkli sosyal siiflardaki
insanlarda goriilmektedir. Sizofreni tek bir hastalik olarak tartigilmis olsa da
heterojen etiyolojili bir grup bozuklugu icermektedir. Kapsadig1 hastalarin klinik
gorliiniimii, tedaviye yanitlar1 ve gidisi yoniinden farkli olmaktadir. Genetik
yatkinligin sizofrenide 6nemli rolii oldugu diislinilmektedir. Ancak bu durum
sizofreni tanist alan tlim olgularin kromozomlarinda s6z konusu yatkinlig
tasidiklart anlamina gelmemektedir (Ceylan 2005, Lajin ve Alachkar 2011).
Genel kani, genetik ve ¢evresel etkenlerin degisik oranlarda rol oynadiklar: farkli
sizofreni alt gruplari oldugu seklindedir. Son yillarda diger klinik dallarda oldugu
gibi psikiyatrik hastaliklarin incelenmesinde de genetik epidemiyoloji kullanimi

giderek artan bir ivme kazanmistir. Genetik epidemiyoloji 1970’11 yillarda



poplilasyon genetigi, medikal genetik ve epidemiyoloji yOntemlerinden
yararlanarak ortaya ¢ikmistir (Ceylan 2005, Lajin ve Alachkar 2011).

[lk kez Morton tarafindan, “akrabalar arasinda hastaliklarin nedenleri
dagilimlar1 ve kontrolii ile ilgilenen veya toplumlarda hastaliklarin genetik
nedenlerini arastiran bilim” olarak tanimlanan genetik epidemiyoloji kapsaminda
daha sonralar1 g¢evrenin etkilerinin de incelenmesi gerektigi vurgulanmistir.
Molekiiler yontemlerdeki 6nemli ilerlemeler, arastirmacilarin genetik caligmalara
yogunlasmalarini saglamis ve genomik DNA igerisindeki varyasyonlari 6l¢en
tekniklerin bulunmasi ile hastalik genlerini lokalize etmede DNA belirleyicileri
kullanilmaya baslanilmigtir. Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)
ve 1980'li yillarin sonlarina dogru Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR)
kullanima girmesi ile DNA belirleyicilerinin sayist ve niteligi hizla artmigtir. Son
yillarda insan genomunun her bdlgesi icin DNA belirleyicileri gelistirilmigtir
(Ceylan 2005, Lajin ve Alachkar 2011).

22. kromozom, insan genomunun %1,6-1,8’lik kismini igeren ikinci en
kiiglik insan kromozomudur. Akrosentrik kromozomun uzun kolu (22q) protein
kodlayan genleri igerirken kisa kolu (22p) ribozomal genleri igerir ve dizilenen
bolgesi 22q’dur. Diger kromozomlarla karsilastirildiginda gen bakimindan
zengindir. Her Mb’sinde 16,3 gen vardir. 22. kromozomda yaklasik 600 gen
belirlenmistir. Bu genlerin ¢ogu genis spektrumlu hastaliklar, 6rnegin; sizofreni
ve mental retardasyon gibi psikiyatrik hastaliklar, DiGeorge-Velo-Cardio-Facial
Sendrom gibi konjenital gelisimsel hastaliklar, Ewing Sarcoma, Kronik Myeloid
Losemi (KML), Tip 2 Norofibromatoz, Dermatofibrosarcoma protuberans, meme
kanseri gibi kanserler ile iligkilendirilmektedir (Ceylan ve ark. 2005). Catechol-O-
metiltransferaz  (COMT), kromozom 22qg1l1.2 f{izerinde en ¢ok incelenen
genlerdendir. Sizofreni ve COMT geni arasindaki iliskiyi arastirmak amaciyla pek
cok calismada COMT geninin sizofreniyi belirlemede iimit verici bir yatkinlik
geni oldugu iizerinde durulmaktadir. COMT genindeki bu polimorfizmin
sizofrenide, bipolar bozuklukta, migrende, agresif ve antisosyal davranig
gosterenlerde, intihar girisiminde bulunanlarda ve Parkinson hastaliginin
patogenezinde Onemli bir rol oynadigi ve 1rksal farkliliklar gdsterdigi

bilinmektedir. Baz1 ¢aligmalarda ise anksiyete, depresyon, alkol bagimliligi ve



sizofreni gibi hastaliklarla iligkisinin olmadigr fakat bozuklugun klinigini
etkiledigi ileri siiriilmiistiir (Ceylan 2005, Varna ve ark. 2011, Lajin ve Alachkar
2011).



4.GENEL BILGILER

4.1 Sizofreninin Tamimi, Tarihgesi, Etiyolojisi

Sizofreni ile ilgili ilk tanimlama 1850 yilina dayanmaktadir. Bu tanimlamay1
A.Morel “Demence Precoce” (erken bunama) olarak yapmustir (Ceylan ve ark.
2005). Morel’e gore; sizofreni ergenlikte baslayarak bir yikim siireci ile devam
eden bir hastaliktir.1871 yilinda Hecker “hebefreni” tanimlamasini kullanmaistir.
Hebefreni; uygunsuz davranislar,mantiksiz diisiincelerle ve regresyonla seyreden
bir durumdur. Kahlbaum ise 1874 yilinda “katatoni” tanimlamasini kullanmistir
(Oztiirk ve ark 2004).

Giliniimiizde sizofreni yaklagiminin olusumunda en Gnemli isimlerden biri
olan Emil Kreapelin ilk tanimlayici yaklasimla “Dementia Precox” olarak
adlandirdig1 hastaligin farkli bilissel 6zelliklere sahip oldugu ve erken basladigini
bildirmistir. Kraepelin hastaligin kronik seyirli oldugunu ve ¢ogu zaman tam bir
yikimla sonlandigini savunmustur. Kraapelin 1896 yilinda sizofreniyi katatonik
paranoid ve hebefreni olarak ii¢ sinifa ayirmis ve sizofreniyi organik kdkenli olup
ergenlik caginda basladigini, biligsel ve duygusal olarak yaygin bir bozulma ile
varsani ve sanrilarin da eslik ettigini ve tiim bunlara bagl olarak psikolojik
semptomlarin ortaya c¢iktigi bir hastalik olarak bildirmistir (Andreasen 1997
Oztiirk ve ark. 2004). Eugen Bleuler, 1911°de yayimladig: “Dementia Praecox ve
Sizofreniler Grubu” adl kitabinda, bu bozuklugun mutlaka yikimla sonlanmasinin
gerekmedigine dikkat ¢ekerek, dementia praecox yerine, zihin yarilmasi anlamina
gelen “schizo —phrenia” teriminin kullanilmasini 6nermis ve sizofreninin dort
temel belirtisi oldugunu ileri siirmiistiir (Koroglu ve Giileg 1997). Bleuler bunlara
“4 A Belirtisi” adin1 vermistir. Bunlar:

1- Assosissasyon Bozuklugu (Diisiince akis1 bozukluklar),

2- Affekt Bozuklugu (Duygulanim bozukluklari),

3- Autism (Otizm),

4- Ambivalansdir (Koroglu ve Giileg 1997).
Ayrica Bleuler sizofrenideki alt tiplere ek olarak basit tipi de tanimlamigtir
(Kaplan ve Saddock 1989). 20. yiizyilin ortalarma dogru Kurt Schneider 11 tane

birinci sira belirti oldugunu ileri stirmiistiir. Bu belirtiler kisinin “ kendilik ve dis



diinya arasindaki bariyerin” bozulmasiyla ortaya ¢ikmaktadir seklindtanimlamistir
(Bleuer 1955; Oztiirk ve ark 2004). Ve belli bir siire psikiyatri diinyasinda énemli
bir yer edinmistir. Bu yer edinmede semptomlarin 06zgiin olmasi ve bu
semptomlarin olduk¢a 0Ozgiin oldugu ve tani koymaya yeterli olabilecegi
diisiincesi belli bir siire psikiyatri diinyasinda 6nemli bir yere sahip olmustur
(Nancy ve Andreasen 1982).

Giliniimiize kadar 6nemli bir¢ok teorisyen tarafindan ¢ok sayida ¢alismalar
yapilmis ve sizofreni ile ilgili bilgilerimiz artmistir ama daha bir¢ok bilinmeyen
yonler tartigmaya ve arastirmaya agiktir.Sizofreninin tek bir tanim altinda
toplanamayacagi ve heterojen bir bozukluk oldugu goriisii giderek kabul
gormektedir. Sizofreni hastalarinin birbirine benzeyen 06zellikleriyle birlikte
kesitsel klinik 6zellikleri, tedaviye yanit ve uzunlamasina klinik seyir agisindan

farkliliklarn vardir.

4.2. Sizofreninin Siiflandirilmasi
DSM ve ICD tam kriterlerine gore sizofreni en az 6 ay siiren ve aktif faz

semptomlarinit en az bir ay gosteren (bunlar sanrilar, haliisinasyonlar, daginik
konusma,agir bir sekilde daginik veya katatonik davranislar,negatif semptomlar)
bir rahatsizliktir. DSM-IV tami kriterlerine gore sizofreninin alt tipleri ise
sunlardir:

1. Paranoid Tip Sizofreni

2. Katatonik Tip Sizofreni

3. Farklilagmamis Tip Sizofreni

4. Rezidiiel Tip Sizofreni

5. Dezorganize Tip Sizofreni

4.2.1. Sizofreninin Tam Kriterleri

4.2.1.1. Karakteristik Semptomlar
Bir aylik bir siire igerisinde ve bu siirenin biiyiik boliimiinde asagidaki
belirtilerden en az iki tanesinin bulunmasi gerekir ki eger hasta bagariyla tedavi

edilmisse de bir aydan daha kisa siire de olabilir:



1. Hezeyanlar

2. Varsanilar

3. Dezorganize konusma (siklikla enkoherans veya konu dis1
konusmalar
4. leri seviyede dezorganize ya da katatonik davranis
5. Negatif semptomlar (aloji (konusamazlik) affektif donukluk (tek
diizelik), ya da avolusyon (iradenin zayiflamasi) (DSM-IV Fourth Edition
1994).

4.2.1.2. Sosyal/ Mesleki Islev Bozuklugu

Is, kisileraras: iliskiler ya da kendine bakim gibi onemli islevsellik
alanlarindan bir ya da birden fazlasi, bu bozuklugun baslangicindan beri gecen
sirenin Onemli bir kesiminde alanlarda Onemli bozulmalarin olmasi, bu
bozuklugun baslangicindan 6nce erisilen diizeyin belirgin olarak altinda kalmistir
(baslangic1 ¢ocukluk ya da ergenlik donemine uzaniyorsa, kisilerarasi iligkilerde

egitimle ilgili ya da mesleki basarida beklenen diizeye ulasilamamastir).

4.2.1.3. Siire

Bu bozuklugun siire giden belirtileri en az alt1 ay siireyle kalici olur. Bu alt1
aylik siire en az bir ay siireyle (basariyla tedavi edilmisse daha kisa bir siire) A
tan1 Olcltiinii karsilayan belirtileri kapsamalidir; prodromal ya da rezidiel
belirtilerin  bulundugu donemleri kapsayabilir. Bu bozuklugun belirtileri
prodromal ya da rezidiiel donemlerde sadece negatif belirtilerle ya da A tani
Ol¢iitlinde siralanan iki ya da daha fazla belirtinin daha hafif bi¢imleriyle (6rn.

acayip inanislar, olagandis1 algisal yasantilar) kendilerini gosterebilir.

4.2.1.4. Sizoaffektif Bozuklugun ve Duygudurum Bozuklugunun
Dislanmasi

Sizoaffektif bozukluk gdsteren ve ayni zamanda psikotik dzellikler gosteren
duygudurum bozuklugu diglanmustir, ¢iinkii ya aktif evre semptomlar ile birlikte

ayni zamanda major depresif, manik ya da mikst epizodlar ortaya ¢ikmamistir ya



da aktif evre semptomlar1 sirasinda duygudurum epizodlar1 ortaya ¢ikmissa bile
bunlarin toplam siiresi aktif ve rezidiiel donemlerin siiresine gore daha kisa

olmustur.

4.2.1.5. Madde Kullaniminin/Genel Tibbi Durumun Dislanmasi
Bu bozukluk bir maddenin  (kotiiye kullanilabilen — bir ilag, tedavi igin

kullanilan bir ilag gibi) dogrudan fizyolojik etkilerine ya da genel tibbi bir duruma
bagli olarak ortaya ¢ikmamistir (DSM-1V Fourth Edition 1994).

4.2.1.6. Yaygin Bir Gelisimsel Bozuklukla Olan iliskisi

Otistik bozukluk ya da diger bir yaygin gelisimsel bozukluk 6ykiisii  varsa
ancak en az bir ay siireyle (basariyla tedavi edilmisse daha kisa bir siire) belirgin
hezeyan ya da haliisinasyonlar da varsa sizofreni ek tanisi konabilir (DSM-1V

Fourth Edition 1994).

4.3. DSM-IV Kriterlerine Gore Sizofreninin Alt Tipleri

4.3.1. Paranoid Tip Sizofreni
Bu tipteki sizofreni hastalarinda agagidaki belirtiler goriilmektedir:
A. Bir ya da birden fazla hezeyan ya da siklikla isitme haliisinasyonlar
B. Sunlardan higbirinin bulunmamasi: Dezorganize konusma dezorganize ya da

katatonik davranis, donuk ya da uygunsuz affekt.

4.3.2. Dezorganize Tip Sizofreni
Asagidaki tani dlgiitlerinin karsilandigi sizofreni tipi
A. Asagidakilerin hepsi belirgindir.
1. Dezorganize konugma
2. Dezorganize davranig
3. Donuk ya da uygunsuz affekt

B. Katatonik tip i¢in tan1 dl¢iitlerini karsilamamaktadir.



4.3.3. Katatonik Tip Sizofreni

Asagidaki semptomlardan en az ikisi klinik gériinime egemendir.

1. Katalepsi (balmumu  esnekligi de i¢inde olmak {izere) ya da
stupor ile belirlendigi tizere motor hareketsizlik

2. Asirt motor aktivite (agik¢a amagsiz ve dig  uyaranlardan etkilenmeyen)

3. Asirt negativizm (hareket ettirmeye yonelik tim yoOnermelere agikca
amagcsiz bir bir direnggdsterme ya da hareket ettirmeye yonelik girisimlere
kars1 rijid (kat1) postiirii (strdiirme) veya  mutizm

4. Postiir alma (istemli olarak uygunsuz ya da bizar postiirler alma)
basmakalip hareketler, belirgin mannerizmler ya da belirgin grimasin

olmasi ile belirlendigi ilizere istemli davranislarda acayipliklerin olmasi

ekolali ya da ekopraksi (DSM-1V Fourth Edition 1994).

4.3.4. Farkhllasmamus Tip
Tan1 Ol¢iitiiniin karsilandig1 semptomlarin oldugu sizofreni tipi, ancak bu tan
Olciitleri Paranoid, Dezorganize ya da Katatonik Tip tan1 dlgiitlerin

karsilamamaktadir (DSM-IV Fourth Edition 1994).

4.3.5. Rezidiiel Tip

Asagidaki tani Ol¢iitlerinin karsilandigi sizofreni tipi:
A. Belirgin hezeyanlar, haliisinasyonlar, dezorganize  konusma ve ileri
derecede  dezorganize ya da katatonik  davranigin olmamasi.
B. Negatif semptomlarin ya da A Tan1 Olgiitiinde siralanan iki ya da daha fazla
semptomun daha hafif bi¢iminin (6rn. acayip inanislar, olagandis1 algisal
yasantilar) varligi ile belirlendigi iizere bu bozuklugun siirdiigiine iliskin kanitlar
vardir (Nancy ve Andreasen 1982). Sizofrenide farkli patofizyolojik
mekanizmalarinin bir arada bulunabileceginden yola ¢ikilarak daha homojen alt
gruplarin tanimlanmasinin bir geregi olarak bazi ayrimlar yapilmigtir (DSM-IV
Fourth Edition 1994).

Crow, sizofreniyi pozitif ve negatif belirtilere dayanarak iki ayri etiyolojik alt
tipe ayirmustir. Tip I Sendrom, akut baslangig, pozitif belirtiler, normal

entelektiiel islevsellik, antipsikotiklere iyi yanit, normal beyin yapisi, D2

10



reseptorlerinde olas1 artis, hiperdopaminerjik aktivite esas olmak iizere
biyokimyasal diizensizlikler "negatif belirtilerin bulunmayis1" gibi ozellikler
tasimaktadir. Tip II sendrom ise duygulanim kiintliigii, diisiince ve konusma
fakirligi, enerji azlig1 gibi negatif belirtilerle kronik bir gidis, antipsikotiklere koti
yanit, entellektiiel islevlerde bozulma, beyinde yapisal degisiklikler ile
karakterizedir (Crow ve Timothy 1985). Genel performansta diisiis, davraniglarda
tuhafliklar, toplumun taleplerini karsilamada yetersizlik gibi durumlarla kendini
gosteren oldukga sinsi ve ilerleyici bir bozukluktur. Rezidiiel sizofreninin
karakteristik negatif ozellikleri 6nceden acik psikotik belirtilerin bulundugu bir
donem olmaksizin duygulanimda kiintlesme ve istem kaybi gibi gelisme gOsteren
bozukluktur.

(WHO ICD-10 Version: 2016
http://apps.who.int/classifications/icd10/browse/2016/en#!/X  Erisim  Tarihi:
01.12.2016)

4.4. Sizofreninin Simiflandirilmasinda ICD-10 ve DSM-IV Farkhliklar:
DSM- IV siiflandirma sisteminde sizofreni bes alt tipe ayrilirken ICD-10
simiflandirma sisteminde “ Basit Sizofreni” ve “Post-Sizofrenik Depresyon”
olmak tlizere iki alt smif daha eklenmistir. DSM-IV tami kriterlerinde bireye
sizofreni teshisinin konulmasi, hastalik tani kriterlerinin en az alti aydir devam
ediyor olmasi1 gerekirken bu siire ICD-10 sisteminde bir aylik siire olarak
belirlenmistir. Bu durumda hastanin bir aydan daha az gosterdigi semptomlar ise
“akut psikotik bozukluklar” olarak adlandirilmistir ki ICD-10 ve DSM-IV igin
ortaktir. DSM-IV sisteminde alti aydan daha kisa siiredir semptomlar goriilen
vakalara ise “Sizofreniform bozukluklar” olarak adlandirilmistir. ICD-10
sisteminde ise bir aydan daha az siiredir belirgin affektif semptomlar gosteren
vakalar “Sizoaffektif” olarak adlandirilmistir. Sizofreninin diger semptomlari

olmadan goriilen hezeyanlar ise “deliisyonel bozukluklar” olarak adlandirilmistir.
4.5. ICD-10 Tani Kriterlerine Gore Sizofreninin Alt Tipleri

DSM-IV Tam Kiriterlerine gore sizofreninin bes alt tipi tanimlanmustir.
Bunlar Paranoid Tip, Dezorganize Tip, Rezidiiel Tip, Farklilagmamis Tip
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Katatonik Tip Sizofreni. ICD-10 Tani1 Kriterlerine gore bu bes alt tipe “Basit

Sizofreni ve Post-Sizofrenik Depresyon” olmak tizere iki alt tip daha eklenmistir.

4.5.1. Basit Sizofreni

Genel performansta diisiis, davraniglarda tuhafliklar, toplumun taleplerini
karsilamada yetersizlik gibi durumlarla kendini gosteren oldukga sinsi ve
ilerleyici bir bozukluktur. Rezidiiel sizofreninin karakteristik negatif 6zellikleri
onceden acik psikotik belirtilerin bulundugu bir dénem olmaksizin duygulanimda
kiintlesme ve istem kaybi gibi gelisme gosteren bozukluktur (WHO ICD-10
Version 2016 http://apps.who.int/classifications/icd10/browse/2016/en#!/X Erisim
Tarihi 01.12.2016).

4.5.2. Post-Sizofrenik Depresyon

Sizofrenik bir rahatsizligin sonrasinda olusan ve uzayabilen bir depresif
ndbettir. Bazi sizofrenik semptomlar “pozitif” veya “negatif” olsun hala var
olmalidir ancak artik hi¢ bir klinik tabloda baskin degildir. Bu depresif durumlar
intiharin artan bir riskiyle birliktedir. Eger hastada artik herhangi bir sizofrenik
semptom yoksa bir depresif nobet olarak teshis edilmesi gerekmektedir. Eger
sizofrenik belirtiler hala renkli ve belirgin ise uygun sizofreni alt tipi teshisi

konulmasi gereken bir bozukluktur

4.6. Sizofreninin Epidemiyolojisi

Sizofreni diinyada en sik goriilen rahatsizliklardan biridir ve diinyada
yaklasik olarak 24 milyon insani etkiledigi diistiniilmektedir (Andreasen 1997,
Kaplan ve Sadock 2004, Lajin ve Alachkar 2011, Acar ve Kartalct 2014).
Sizofreninin tespiti i¢in farkli ¢aligmalarda farkli metodlarin kullanilmasi (6rnegin
kirsalda yasayan ile kentte yasayanlar, hastanede yasayan veya toplum ig¢inde
yasayanlar gibi) ve sizofreninin farkli tamimlamalari nedeniyle prevalans
raporlarinda farliliklar vardir. Yayginlik tahminleri biiyiik ¢alismalarda %0,2 ve
%2,0 arasinda degismektedir. Prevalans oranlar1 diinya c¢apinda benzer
oranlardadir fakat bazi spesifik bolgelerde yiliksek prevalans bildirilmistir. Tim
kaynaklardaki bilgiler dikkate alinarak, yasam boyu prevalans genellikle %0,5 ile
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%1 arasinda degismektedir.Sizofreni kronik olma egiliminde oldugundan dolay1
insidans orani prevalans oranlarindan ¢ok daha diisiiktiir ve bir yilda yaklasik
olarak 10.000 kisi oldugu tahmin edilmektedir (DSM-IV Fourth Edition 1994).
WHO verilerine gére de Avrupa ve Asya’da sizofreni prevalansi binde 0,085’tir
(Oztiirk ve ark. 2004). Yasam boyu prevalans (yayginlik) oranlari ise toplumdan
topluma degismektedir. ABD’de yasam boyu prevalans oraninin % 1-1,5 arasinda
oldugu bildirilmistir. Kadin ve erkekte goriilme oranlari hemen hemen aynidir.
Ancak baglangi¢ yasi kadin ve erkekte farklilik gostermektedir.Kadinlarda 25-35
erkeklerde ise 15-25 yaslar arasidir.10 yasindan 6nce 50 yasindan sonra goriilme
sikligt ¢ok azalmaktadir (Kaplan ve Saddock 2004). Kadinlarda daha geg
baslamasi ile ilgili olarak en ¢ok ilgi goren iki hipotez vardir. Birincisi Ostrojenin
dopamin reseptdrleri iizerinde diizenleyici etkisi oldugu, ikincisi ise kadinlarin
merkezi sinir sistemi gelisimini erkeklerden daha erken tamamlamis oldugudur
(Jones ve Cannon 1998). Genetik yatkinlik sizofreni ig¢in oldukg¢a 6nemli bir risk
faktoriidiir. Sizofreni tiim toplumlarda goriilmektedir (Tablo 1). Insidans ve
prevalans oranlar1 diinyanin her yerinde yaklasik olarak birbirine yakin oldugu
bildirilmektedir (Kaplan ve Saddock 1989-2004). Yapilan ¢alismalarda dogum
mevsiminin de sizofreni i¢in bir risk faktorii olabilecegi bildirilmistir. Erken bahar
aylart ve kis aylarinda dogmus olmak riski artirabilmektedir. Kis aylarinda
dogmus olmak enfeksiyonlara maruziyet agisindan ayrica beslenme
bozukluklarinin olmasi agisindan diisiiniildiiglinde sizofreni riskini artirabilecegi
distintilmektedir (Kaplan ve Saddock 2004).

Monozigot ikiz ¢aligmalarinda %28-78, dizigotik ikiz ¢aligmalarinda %8-28
hastalanma oran1 bildirilmektedir. Yine birinci derece akrabalarda sizofreni olma
ihtimali %6-13, ikinci derece akrabalarda ise %2-6 oldugu bildirilmistir. Evlat
edinme ¢alismalar1 da genetik yatkinlik varsayimini desteklemektedir (Jones ve
Cannon 1998 ; Oztiirk ve ark. 2004).

Sizofreninin prevalans oram1 18 yas istli populasyonun yaklagik olarak
%1,1’idir.Baska bir deyisle herhangi bir zamanda diinya {izerinde 51 milyon kadar
kisi sizofreniden muzdaripdir (Crow ve Timothy 1985).

Ulkelere gére WHO veriler asagidaki gibidir:

e Cin’de iki ile alt1 milyon kisi (Niifusa dayali kaba bir tahmin)
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¢ Hindistan’da 4,3- 8,700.000 kisi ( Niifusa dayali1 kaba bir tahmin)

e ABD’de 2,2 milyon kisi

¢ Avustralya’da 285.000 kisi

e Kanada’da 280,000’den fazla kisi

e Ingiltere’de 250,000°den fazla kisi (Crow ve Timothy 1985).

Bir ailede sizofreni tanisi alan bir kisiden sonra diger kardeslerin de sizofreniye
yakalanma riski %7-9’dur.Eger ailede ebeveynlerden biri sizofreni tanisi almis ise
her ¢ocuk i¢in risk %10-15dir. Risk ailede etkilenen birey sayisinin ¢oklugu ile
dogru orantili artar (Tablo 2) (Crow ve Timothy J 1985).
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Tablo 1. Sizofreni Prevalansi

Yazar Ulke Periyod Prevalans (1000 kisilik)
Bahigian Amerika 1wl 41
Bamrah ve ark. ingi]tere 1wl 75
Bebhington ve ark. ingi]tere Nokta 109
Ben-Tovim ve Cushnie Botzwana 1wl 53
Bland ve ark. Kanada Yagam bovu 03
Blazer ve ark. Amerika 6 ay 6.0-11.0
Bumam ve ark. Amerika 6 ay 30-60
Canino ve ark. Porto Riko 6 ay 150
Cheung Cin 1wl 18-47
Lilling ve Weyerer Almanya Yagam bovu 390
Folnegovic ve Fonegovi-Cmale Hirvatistan 3ay 15-51
Freeman ve Alpert ingi]tere 1wl 6.8
Halldin feveg Lyl 8.0
Hediamont ve ark. Hollanda Nekta 73
Hwu ve ark. Tayvan Yagam bovu 31

Lee ve ark. Kore Yagam bovu 31-54
Lehtinen ve ark. Finlandiva Nokta 13
Linve ark. Cin Nokia 42
Mavreas ve Bebbington ingi]tere Naokta 130
Murphy ve Taumoepeau Tongo 1wl 09-13
Myers ve ark. Amerika 6 ay 6.0-11.0
Nandi ve ark. Hindistan Nokta 22
Shen ve ark. Cin Naokta 18
Skianerty ve Eaton Gona Nokia 11
Temkov Bulgaristan Nokta 28
Vazguez-Barquero Izpanya Nokia 5.6
Walsh Irlanda Nokta 9.8
Weissman ve Myvers Amerika Nokta 40
Widerldv ve ark. faveg Yagam bovu 0.7-5.0
Zimmerman-Tanzella ve ark. italya 1wl 13

Tsuang MT, Tahen M, Murphy MJ. The new Harward guide to psychiatry. AM Nicholi

(Ed).Harward University Press 1988, s.766 (8)

4.7. Sizofrenide Dopamin Hipotezi

Dopaminerjik sistem aktivitesini artiran amfetamin, kokain, L-dopa ve
metilfenidat gibi ilaglarin bazi1 yonlerden sizofreniye benzer paranoid psikoz
yaratabilmesi ve postsinaptik  dopamin reseptorlerini bloke eden ilaglarin
sizofreni belirtilerini azaltabilmesi sizofrenide dopamin hipotezinin temelini
olusturmaktadir (Anderson ve ark. 2003). Sizofreni hastalarinda kortikal alanlarda
dopamin azalmasi, subkortikal alanlarda ise dopamin artisindan s6z edilmektedir

(Ceylan ve ark. 2005).
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Pozitif belirtilerden ventral segmental alanlardan limbik sisteme uzanan
mezolimbik yolaktaki dopaminerjik artis, negatif ve biligsel belirtilerden ise
ventral tegmental alandan prefrontal kortekse uzanan mezokortikal yolaktaki

dopaminerjik yetersizlik sorumlu tutulmustur (Ceylan ve ark. 2005).

4.8. Sizofreninin Genetigi

Ailesel kiimelenme gosteren bir hastalik olan sizofrenide, aile ¢alismalarida
genetik katkiyr destekler niteliktedir. Hastanin akrabalari ile kontrol grubu ve
genel populasyonla karsilastirildiginda, sizofreni hastaligindan etkilenen ailelerde
hastalanma riski belirlenmistir. Bu arastirmalarda, kontrol grubuna nazaran
hastalarin akrabalarinda hastalik riskinin ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Kendler ve ark. 1993).

Akrabalar arasindaki hastalik riskinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu
durumda iki diizene bagli olarak ele alinmaktadir. Bunlar ise, paylasilmis ¢cevre ve
paylasilmis genlerdir. Bu iki faktorii birbirinden ayirmak iginse ikiz ¢alismalari
kullanilmaktadir (Kaplan ve Sadock 1998). Sizofreninin genetik risk faktorlerine
iligkin birgok arastirma yapilmasina ragmen, genetik faktorlerden ¢ok azi
yatkinlik geni olarak diisiiniilmektedir. 800'den fazla gen i¢in uygulanan aday gen
yaklagimi karsimiza c¢ikmaktadir. Aday genlere uygulanan testler neticesinde
bircok farkli popiilasyon ortaya ¢ikmis ve bunun neticesinde de birden fazla genin
katkisindan bahsetmek daha saglikli olmaktadir (Vereczkei ve Mirnics 2011).

2000'li yillarin basinda insana ait tiim genom dizisi agiklanmistir. Bu da,
hastaliklarla ilgili genlerin tamimlanmasinda biiyiilk 6nem tasimaktadir. Belirli
noktalarda ise tek bir niikleotid agidan farklilik gdsteren fazla sayida bolge
bulunmustur (Gottesman 1994).

Sizofreni hastalarinin yakinlarindaki hastaligin goriilme sikligr mercek altina

alindiginda baz1 6nemli oranlar ortaya ¢ikmaktadir (Tablo 2).

16



Tablo 2. Sizofreni Hastalarimin Yakinlarinda Sizofreni Goriilme Sikhig:

Yakinlik Derecesi Goriilme Sikhigi
Genel Toplum %1
Hasta Esleri %2

Ugiincii derece akrabalar
Ik kuzenler %2

ikinci derece akrabalar

Amca-teyze %2
Yegenler %4
Torunlar %5
Anne ya da babadan birisi ayn1 olan kardes %6

Birinci derece akrabalar

Anne-baba %6
Kardesler %9
Bir ebeveyni sizofren olan ¢ocuklar %17
iki ebeveyni de sizofren olan ¢ocuklar %46
Cift yumurta ikizi %17
Tek yumurta ikizi %48

Gottesman Il (1991) Schizophrenia Genesis: Origins of Madness: San
Francisco, W. H. Freeman.

Sizofreniye ait genetik etiyoloji teorisine bakildiginda, Kraepelin zamanindan
beri bilinmektedir. 1916 yilindan beri ise sistematik bi¢cimde, aile, ikizler, evlatlik
ve benzeri caligmalarda Rudi'nin genis metodolojik incelenmelerinde Onem
kazanmistir (Kokrek ve ark. 1996) Hastaliklarin etyolojisindeki genetik faktorler
siralandiginda (Kokrek ve ark. 1996).

e Tek gen mutasyonlari: yaklasik % 9'u

e Kromozom anomalileri: yaklasik % 5

e Multifaktoryel kalitim olarak {ige ayrilmaktadir.

Bir diger onemli olgu da, hedef olan hastaliga yatkinlik olusturan genlerin
belirlenmesinden ibarettir. Yapilan caligmalarda, etiyolojik agidan beklenen
sonuglara ulasilamamis ve giiclii olmayan sonuglar ortaya ¢ikmistir. Boylelikle

genetik ¢alismalara agirlik verilmistir. Arastirmalar ile genleri belirlemek hedef
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alinmigtir. Molekiiler genetigin gelisme gostermesi ve insan Genom Projesi'nin
yapilmasiyla 6nemli sonuglar elde edilmistir (International HapMap Consortium
2003).

Sizofreni {iizerine yapilan ilk c¢alismalarda genetik belirte¢ kullanilarak
hastaliga yatkinlik olusturdugu diisiiniilen gen ile belirtecin yakinhigi
degerlendirilmistir. Bu aragtirmalar “baglant1 (linkage) analiz ¢aligmalar1” olarak
isimlendirilmistir. Ilk baglant1 analizlerinde ABO, Rh antijenleri, insan 16kosit
antijenleri (HLA) kullanilirken; “Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmleri” ve
“Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)” gibi molekiiler genetikteki gelismelerin
ardindan DNA belirtegleri kullanilmaya baglanmigtir ( Clayton ve McKeigue 2001
Kokurcan 2014).

“Aday Gen Iligkilendirme Calismalar’” aday gen veya gen varyantlarinin
secilerek tarandigi ¢aligmalar olup siklikla baglant1 analizleriyle beraber kullanilir.
Bu yontemde hasta grubuyla kontrol grubu karsilastirilarak aday genin hasta
grubunda daha sik olup olmadig1 degerlendirilmektedir. “Aday Gen lliskilendirme
Calismalari'nda ise gen bolgesi secildiginden, siiphe edilen bir¢cok polimorfizm
calisildigindan ve ¢ok daha kiigiik bir orneklemle yapilabildiginden baglanti
analizlerine gore 6nemli avantajlara sahiptir. Bu yontemde belirtegler gene ¢ok
yakin bolgeleri belirleyebilir ve bu nedenle hedeflenen gen bolgelerinin dikkatli
secilmesi gerekir. Baglant1 analizlerinin aksine hastalarin akrabalarina ulasma
gerekliliginin olmamasi aday gen arastirmalarini kolay yapilabilir bir yontem
yaparken, gecerliligi yiiksek fenotiplerin ¢alisilmasi bu ¢alismalarin en giiglii yani
olarak kabul edilir. Sizofreni ile ilgili yapilmis birgok calisma, sizofreninin
genetik-gevre etkilesimi ile ortaya ¢ikan multifaktoriyel bir hastalik oldugunu
ortaya koymustur. Sizofrenide risk allelleri iizerine yapilan ¢alismalar1 derlemis

ve Sekil 1°de gosterilen sonuglara ulasmiglardir (Elliot ve ark. 2015).
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De novo alleles Rare alleles Common alleles
* High rate of de novo CNVs. * Elevated genome-wide CNV = Common polymorphisms
burden (MAF <0.01). account for up to half the
* Enrichment of de novo CNVs, variance in schizophrenia
SNVs and indels in « 11 CNVs associated genetic liability.
ARC and NMDAR complexes. with genome-wide levels of
significance (ORs between 2 * 128 linkage disequilibrium-
* Products of genes disrupted and 60). independent genome-wide
by de novo SNVs/indels associations (OR<1.2),
show high connectivity in « Excess of rare SNVs/indels in
protein-protein interaction the ARC and NMDAR » Shared polygenic overlap with
networks. complexes, voltage-gated BD, MDD, ASD.
calcium channels and
FMRP-targets.

—_ | —

Schizophrenia risk
alleles

Current Opinion in Behavioral Sciences

Sekil 1. Sizofreni Risk Allelleri (Elliot ve ark. 2015).

4.8.1 Genom Capi Iliskilendirme Cahsmalar1 (GWAS)

Insan genetiginde 21. yiizyilda ¢cok énemli bir  gelisme olarak kabul edilen
GWAS, 1000 ve daha fazla sizofreni hastasinin kontrol grubuyla karsilastirildigi
bir yontemdir. Bu yontemde tek niikleotid polimorfizmleri (single nucleotide
polymorphism, SNP) ve kopya sayis1 farkliliklart (copy number variants, CNV)
ile sizofreni iligkisi arastirtlir. SNP’ler genom dizisindeki tek niikleotid
degisimleri, CNV’ler ise delesyon ve duplikasyonlar sonucu DNA’nin bazi
bolgelerinde goriilen niikleotid degisimleridir. 1 milyon civarinda SNP ve
CNV’nin saptanabildigi bu yontem multigen kalitima sahip hastaliklarin genetik
arastirmalarinda 6nemli bir yer edinmistir. SNP’ler bireylerin hastaliga yatkinligi,
tedaviye yanittaki farkliliklar ile hastaliklarin klinik seyirlerini agiklamada énemli
faydalar saglamaktadir. insan DNA’sindaki %0,1°lik farkin biiyiikk kismi
SNP’lerden kaynaklanmakta olup, bu farkliliklardan kiigiik bir kisminin multigen
hastaliklara yatkinlik olusturdugu kabul edilir. Biiyiik ¢ogunlugu gen kodlamayan
bolgelerde yer alan SNP’lerin insan genomunda 15-30 milyon arasinda oldugu
varsayillmaktadir (Kokurcan 2014).

SNP’lerin aksine tiim genomda bulunabilen CNV’ler, bir kb kisaliginda
olabilecegi gibi 10 mb’dan daha uzun da olabilir. Giiniimiizde 3000 civarinda

tanimlanmis CNV olup bireyler arasinda bir¢ok farklilik gostermektedir.
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Sizofreni etiyolojisini agiklamaya yonelik son yillardaki teorilerde, hastaliga
yatkinlik olusturan birgok SNP’nin tetikleyici ¢evresel faktorler ile etkilestigi ve
penetransi yiiksek CNV’lerin de etkisiyle klinik tablonun ortaya ¢iktig1 ne
stiriilmektedir.

GWAS caligmalarinda sizofreniyle iliskili oldugu diisiiniilen immiin sistem
genleri de ayrica arastirilmigtir. Bu genlerden Kromozom 6 {iizerinde bulunan
MHC (major histocompatibility complex) genleri en ¢ok arastirilani olmustur
(Steiner ve ark. 2014).

MHC genlerinin néron gelisimi, sinaps olusumu ve ndron plastisitesinde
gorev aldig1 diistiniilmektedir.Yapilan son ¢alismalardan birinde MHC geni
16932590 ve rs3131296 alelleri her iki bozuklukla da iligkili bulunmustur. MHC
geninin glutamatin NMDA reseptorlerine baglanmasini inhibe ettigi, inhibisyon
bozuldugunda sizofreni veya BPB kliniginin ortaya ¢iktig1 belirtilmistir
(McAllister 2014).

4.8.2. De Novo Mutasyonlar

Yapilan bir¢ok c¢alisma sizofrenide yiliksek kaliim riski oldugunu
belirtmektedir. Ancak bunun yani1 sira de novo mutasyonlarin da hastaliga katkida
bulundugunu gostermektedir.Ayrica ilerlemis baba yasinin da de novo
mutasyonlarla baglantili oldugu gézlenmistir. De novo mutasyonlarin sizofreni ile
baglantili oldugunu kanitlayan CNV (Copy Number Variation) c¢aligmalar
yapilmistir. CNV bir genin kopya sayisinin bireyler arasindaki farkliligini
tanimlayan bir ¢esit genetik varyasyondur. Ve aile gecisli olmaktan bagimsiz
olarak de novo mutasyonlarin sizofreni gOriilme riskini ylikselttigi
gozlenmistir.Insan genomundaki 120 olas1 tekrarlayan CNV nin testleri
sonucunda 10 CNV nin sizofreni ile iliskili odugu gosterilmistir. Tablo 4’de P
degerlerinin belirlenmesi igin Fisher Exact Test kullanilmigtir. Tekrarlayan
CNV’lerin P degeri 4,1 x 10 Tekrarlamayan CNV’lerin P degeri ise
CNVs P < 2.5 x 10-6 olarak gosterilmistir (Elliot ve ark. 2015).
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NRXN1 exonic del § ] B P=1.3x10""" OR=9.01
VIPR2dup 3 E==_, P=027 OR=154
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1g21.1 del e P=4.1x107° OR=8.35
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17912 dup B P=0.0095 OR=4.94
22q11.2 del k 1 P=4.4x10"° OR=NA
T T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6

CNYV frequency (%)
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Sekil 2. Sizofrenide Gen Kopya Sayis1 Varyantlar
(Elliot ve ark. 2015).

Sizofreni ile baglantili olan CNV lerin ayn1 zamanda diger ndropsikiyatrik
bozukluklar i¢in de artan bir risk oldugu gozlenmistir (Kirov ve ark. 2014).
Tabloda CNV lerin sizofreninin penetransinin ndrogelisimsel bozukluklar i¢in
onemli derecede yliksek ve diger bozuklara oranla 6nemli derecede diisiik oldugu

gosterilmistir (Elliot ve ark. 2015).

4.8.3. Epigenetik Degisiklikler

Sizofreni genetiginde onemli bir diger konu da epigenetik degisikliklerdir.
Niikleotid siralamasinda degisiklik olmadan DNA ve kromatinde geriye donebilen
degisikliklere epigenetik degisiklik adi verilmektedir. Epigenetik degisiklikler
genlerin promotor bolgelerinde farkliliga yol agarak ilgili genin transkripsiyonunu
degistirir. Bu degisiklik sonucunda, gen transkripsiyonu baskilanir veya hizlanir.
Epigenetik degisiklikler, mutasyonlardan farkli olarak kalic1 degisiklikler olmay1p
transkripsiyonu degistiren dinamik degisikliklerdir. Kalict olmasalar da epigenetik
diizenlemelerin bir sonraki nesle aktarilabildigi kabul edilir. Epigenetik
degisikliklerin sizofreni etyolojisinde yer aldigin1 savunan arastirmacilarin

teorisine gore, gen-gevre etkilesimi epigenetik degisiklikler tarafindan diizenlenir
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ve ¢evrenin etkisini kontrol etmeye yonelik degisiklikler olur. Bu degisikliklerin
cevrenin hastalig1 tetikleyici etkisini diizenleyemedigi durumda sizofreni

belirtilerinin ortaya ¢iktig1 kabul edilir (Svrakic ve ark. 2013).

4.9. Sizofrenide Aday Genler

Sizofreniye yatkinlik konusunda GluR6'nin degisik alelleri arasinda baglanti
arastirllmis ancak; higbir bag bulunamamistir. Ornegin, fensiklidinin pozitif ve
negatif semptomlarinin sizofreni benzeri psikoz olusturdugu gorilmektedir.
Ayrica bu maddenin, glutamat reseptorii alt tipi olan NMDA'nin non-kompetatif
antagonisti oldugu bilinmektedir (Chen ve ark. 1997).

Sizofreniye ait gecis modeliyle ilgili yapilan ¢calismalarda, basit bir kalit1 sekli
olan mendelian gegis seklini tam olarak dislayabilmek miimkiin goriinmektedir.
Diger modeller iginse kesin bir kani gelistirmek gili¢ olmaktadir (Risch 1990).
Sizofreni ve iliskili hastaliklara bakildiginda, sizofreni hastaliginin biyolojik
akrabalarda arttigi goriilmektedir. Tek yumurta ikizleri ise en garpici
orneklerdendir ( Yavuz 2008). Oransal olarak incelendiginde ;

e Dizigotlarda %10-15,

e Her iki ebeveynin hasta olmasi durumunda ise %40 oraninin {izerindedir.

e Genetik gegis sekli ise bilinmemektedir. Giiniimiize kadar sizofrenide aday
genler konusunda birgok ¢alisma yapilmistir.Ornegin 2009 yilinda yapilan bir
calismada 1406 aday olabilecek gen listelenmis ve bunlarin i¢inde 700 genin
tizerinde arastirmalar yapilmistir. Aday genler konusunda bugiine kadar yapilan
en kapsamli arastirma PGC tarafindan yapilmis 34,000 vaka iceren ¢aligmadir.
Calisma sonucunda sizofreni ile iligkili 108 gen bolgesi tanimlanmistir (Farrel ve
ark. 2015). Yapilan bazi ¢alismalarda sizofreni i¢in 10 adet aday genden
bahsedilmektedir. Bunlar; DISC1, SLC18A1, GABRB2, DRD2, AKT1, GRIN2B
DGCR2, PLXNA2, RPGRIP1L, TPH1. Gebelikte ilk trimesterde ciddi maternal
beslenme bozuklugu, ikinci trimesterde ise influenza enfeksiyonu gegirmis
olmanin risk faktorleri arasinda oldugu bildirilmistir. Yani sira dogum
komplikasyonlar1 da gelisimsel olarak bir takim patolojilere yol agmaktadir

(Oztiirk ve ark. 2004 ; Kaplan ve Sadock 2004).
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Farrell ve ark. Yaptigi pre-GWAS caligmasinda ise daha onceden iizerinde
arastirma yapilmis olan 25 gen calisilmistir ( Tablo 6) ( Farrel ve ark. 2015).

Son yillarda yapilan birgok genis kapsamli genetik arastirmayla beraber
sizofreniyle iliskili ylizden fazla gen bolgesi saptanmistir. Bu genlerden baslica
olanlar1 Tablo 3'te de Ozetlenmistir. Etiyopatogenezde rol oynayan genler
etkiledigi sistemlere gore gruplandirilmigtir. ilk gruptaki genler beynin
gelisiminde etkili oldugu diisiiniilen ve norogelisimsel teori i¢erisinde gruplanan
genlerdir. GWAS c¢alismalarinda norogelisim asamalarinda etkili oldugu bulunan
genler ANK3, NRGN, TCF4 ve NRGI1’dir. Bu genlerden ANK3 geni birgok
bilissel islevde rol oynamakta ve bu gen mutasyonu olan sizofreni hastalari
yiiriitiicli bellek islevlerini degerlendiren testlerden diisiik puanlar almaktadir

(Kokurcan 2014).

Tablo 3. Sizofrenide Etkili Oldugu Gosterilen Genler

Norogelisim/Noroplastisite Immiin Noroendokrin Diger
iizerine etkili genler sistem sistem

iizerinden Uzerinden

etkili etkili genler

genler
ANK3 TLR-4 NRGN AGLB1
DOCK4
LNX2 HLA PAM DBC1
NRGN DRB1 NOTCH4
TCF4 PTGS?2 UGT1
RELN
AMBRAL1 IL3RA PTBP2
NRG1 CSF2RA
PRODH

SPA17

Kokurcan 2014
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Tablo 4. Sizofrenide 2015 Yihna Kadar incelenmis Onemli Aday Genler
Farrel ve ark. 2011

Pre-
Gene Product Reviews GWAS Rationale
AKT1 v-akt murine thymoma viral 2 13 Mood disorder
oncogene homolog 1 pharmacology
APOE Apolipoprotein E 1 32 Implicated in Alzheimer’s
disease
BDNF Brain-derived neurotrophic factor 0 40 Neurodevelopment
hypothesis
CHRNA7  Cholinergic receptor, nicotinic, a7 1 12 Linkage analysis
COMT Catechol-O-methyltransferase 4 81 22911 CNV
DAO D-amino-acid oxidase 10 Linkage analysis, glutamate
hypothesis
DAOA D-amino acid oxidase activator 3 27 Linkage analysis, glutamate
hypothesis
DISC1 Disrupted in schizophrenia 1 3 22 Translocation in a pedigree
DRD2 Dopamine receptor D2 1 67 Antipsychotic pharmacology
DRD3 Dopamine receptor D3 2 71 Dopamine hypothesis
DRD4 Dopamine receptor D4 0 45 Antipsychotic
pharmacology
DTNBP1  Dystrobrevin binding protein 1 3 32 Linkage analysis
GRM3 Glutamate receptor, metabotropic 1 15 Glutamate hypothesis
3
HTR2A Serotonin receptor 2A 2 57 Antipsychotic
pharmacology
KCNN3 Potassium intermediate/small 0 23 Discovery of a CAG repeat
conductance calcium-activated
channel, subfamily N, member 3
MTHFR  Methylenetetrahydrofolate 0 20 Psychiatric symptoms
reductase with MTHFR dysfunction
NOTCH4 Notch 4 0 24 Linkage analysis
NRG1 Neuregulin 1 3 41 Linkage analysis
PPP3CC  Protein phosphatase 3, catalytic 1 9 Linkage analysis/mouse
subunit, y isozyme phenotype
PRODH  Proline dehydrogenase (oxidase) 3 10 2211 CNV (incorrectly
1 called “PRODH2”
RGS4 Regulator of G-protein signaling 3 22 Differential expression in
4 cases
SLC6A3  Dopamine transporter 0 22 Dopamine hypothesis
SLC6A4  Serotonin transporter 1 32 Implicated in mood
disorders
TNF Tumor necrosis factor 0 21 Immune hypothesis
ZDHHC8  Zinc finger, DHHC-type 8
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4.10. COMT Geni Val158 Met Polimorfizmi ile Sizofreni Iliskisi

Katekol-O-Metiltransferaz (COMT) katekolamin ve katekolamin igeren
ilaglarin metabolizmasinda rol oynayan bir enzimdir. COMT enzimi cesitli
memeli dokularinda, meme, endometrium ve eritrositlerde onemli miktarlarda,
karaciger ve bobreklerde ise yiiksek miktarda yer alir. Bu enzim membrana bagl
(M-COMT) yada eriyebilir (S-COMT) formda bulunabilir alir (Bleuer 1955 ;
Kaplan ve Sadock 1989; Andreasen 1997).Bu enzimin M-COMT ve S-COMT
formlar1, iki farkli transkripsiyon baglama bdlgesine sahip olan ve insanda
22011.2 bolgesine yerlesmis olan gen tarafindan kodlanir (Sekil 3). COMT enzim
aktivitesi insanda karaciger ve eritrositlerde genetik olarak polimorfiktir (Kdroglu
ve Gilileg 1997).

Bu genetik polimorfizm COMT enzim aktivitesinin degismesine neden
olmaktadir. COMT enzim aktivite farkliligi; M-COMT un 158., S-COMT un 108.
kodonundaki guanin adenin (G — A) degisimi valin—metionin degisimine yol
acmaktadir. 108/158 kodonunda valin aminoasidinin bulunmasi 1siya dayanikli
yiiksek afiniteli COMT formunun (H), metionin bulunmast durumunda ise 1siya
dayaniksiz diisiik aktiviteli COMT formunun ortaya ¢ikmasina neden olur. iki
allel (H ve L) wve ii¢ genotip (H/H, L/L, H/L) tanimlanmistir (Kéroglu ve Giileg
1997).

Sekil 3. COMT Geni Val158Met Polimorfizmi Genotip Ornekleri.
M; DNA 100 bp marker; 10 nolu 6rnek, HH; 1, 2, 4, 5, 6 ve 9 nolu 6rnekler
HL; 3,7 ve 8 nolu 6rnekler LL genotipine ait 6rnekler (Erdal ve ark. 2002).
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COMT geni 22. kromozom iizerinde q kolunun 11,21 bolgesinde ve 19,941,739
ile 19,969,974. baz ¢iftleri arasinda molekiiler lokalizasyona sahiptir (Sekil 4).

Pll.2
Pll.1
L. 1
qlZ. 1
Nz, 2
ql.3
qli.l
13,2
131.23

:

qll.22
qgll.Z3
q13. 2

qld. ¥2

1. 21

=2 (e

4

Sekil 4. 22. Kromozom iizerinde = COMT Geni Lokalizasyonu
(http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=COMT &keywords=comt
Erigim tarihi 20. 06. 2016)

COMT genindeki bu polimorfizmin sizofrenide, bipolar bozuklukta,
migrende, agresif ve antisosyal davranig gosterenlerde, intihar girisiminde
bulunanlarda ve parkinson hastaliginin patogenezinde 6nemli bir rol oynadig1 ve
rksal farkliliklar gosterdigi bilinmektedir. Daniels J ve ark, Handerson AS ve ark,
Tursen U ve ark yaptiklart calismalarda anksiyete, depresyon, alkol bagimlilig1 ve
sizofreni gibi hastaliklarla iliskisinin olmadig1 fakat bozuklugun bu hastaliklarinin
klinigini etkiledigini ileri siirmiiglerdir (Nancy ve Andreasen 1982 ; Crow ve
Timothy 1985 Andreasen ve Carpenter 1993).

Sizofrenide, belirgin olan biligsel disfonksiyonun temelinde frontal beyin
bolgesindeki dopaminerjik disfonksiyon yatmaktadir. COMT geninin Val alleli
sizofreni i¢in artmuig bir riske sahip olmakla birlikte, genel popiilasyonda oldukc¢a
yaygin olarak goriilmektedir. Saglikli bireylerde COMT geninin biligsel islevler
lizerine genotip etkisinin arastirlldigi  ¢alismalarda Met/Met alleline sahip
bireylerin WCST’ de yiriitici fonksiyonlarinda daha bagarili oldugu
gosterilmistir (Jones ve Buckley 2006).

Son caligmalarin sonuglart COMT gen polimorfizminin bazi hastaliklara
yatkinligi arttirdigimi ve panik bozuklugun seyrini etkiledigini gostermesi
yoniinden Onemlidir. Ayrica bu genin polimorfizmi katekol igeren ilaglarin
metabolizmasini etkiledigi i¢in, diisiikk veya yliksek aktiviteli aleli tasidiginin

bilinmesi ayr1 bir 6nem tasimaktadir.
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COMT geninin Val 158 Met poliformizmi, defisit belirtilerin oldugu sizofreni
hastalarinda, yiiriitiicii islevlerle iliskisi saptanmistir. Hatta COMT Val(108/158)
Met genotipinin antipsikotik tedavisine kognitif performans yanitini da etkiledigi
diistintilmektedir (Galderisi ve ark. 2005).

COMT genindeki Val 158Met polimorfizminin biligsel islevlere etkisinin

aragtirtlmasin1  amaglayan c¢alismada su sonuglar elde edilmistir: Val/Val
genotipine sahip bireylerin Met alleli tasiyan gruba gore SANS puanlar1 diisiik
WKET kavramsal diizey tepki sayisi, kavramsal diizey tepki yiizdesi ve kurulumu
stirdiirmede basarisizlik puanlarinin yiliksek oldugu tespit edilmistir. Stroop Testi
ve Sozel Bellek Siirecleri Testlerinde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik saptanmamustir (Varna ve ark. 2011).
Ehlis ve arkadaslar1 yaptiklar ¢alismada psikotik bozuklugu olan bir grup hastaya
Stroop Testi, Trail Making Test ve sozel akicilik testleri uygulanmis ve ardindan
prefrontal bolgenin islevlerini 6lgen elektrofizyolojik Ol¢iimler yapilmisg
sonucunda ise diisiik enzim aktivitesine sahip hastalarin prefrontal islevlerinin
daha iyi oldugu, dikkat testinde daha yiiksek performans gosterdikleri ortaya
konulmustur (Ehlis ve ark. 2007).
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5. GEREC ve YONTEM

Manisa Ruh Sagligi ve Hastaliklari Hastanesi’nde kronik sizofren tanisi
konmus bireylerin COMT Geni Vall58Met Polimorfizminin arastirilmasina
yonelik ¢alismamizin Etik Kurul Onay1r Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’nden
alindi. Sizofren bireylerin kanlar1 Manisa Ruh Saghigi ve Hastaliklar
Hastanesinde 2014-2015 yillar1 arasinda tedavi goren hastalardan alindi.Etik
Kurul karar1 geregince hastalarin kanlari alinmadan o©nce ¢alismanin
“Bilgilendirilmis Onam Formu” hasta vasilerine okutularak onay alindi. Kontrol
Grubu i¢in de ayni sekilde katilimer goniillii bireylere ¢alisma hakkinda detayl
bilgi verilerek “Bilgilendirilmis Onam Formu” okutularak imzalatildi..Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Proje Komisyonu
tarafindan desteklenen ¢alismamizin Molekiiler laboratuar calismalar1 Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji
Arastirma Laboratuari’nda gerceklestirildi.

Manisa Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Hastanesinde tedavi goren ve kronik
sizofren tanisi konmus “100” birey ile (n=100) hasta ¢alisma grubu olusturuldu.
Hasta Grubu 6rnek kanlar1 2014-2015 yillart arasindan toplandi. Kontrol Grubu
ornek kanlar ise; ailesinde sizofreni hastast olmayan “100” saglikli birey ile
olusturuldu. Hasta ve kontrol grubu i¢in bireylerden vakumlu Etilen Diamin Tetra
Asetikasit (EDTA)’In kan alma tiliplerine 5 cc kan o6rnegi alindi. Alinan kan
ornekleri molekiiler ¢alisma yapilincaya kadar -20°C’de  derin dondurucuda

muhafaza edildi.
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5.1. Kimyasallar ve Kitler

QlAamp DNA Blood Mini Kit-QIAGEN LABORATUARLARI
Absolute Ethanol -MERCK

Tag PCR Core Kit- QIAGEN LABORATUARLARI

COMT Geni Vall58Met Polimorfizmi Igin Forward-Reverse Primer
NLAIII Enzimi-LABGEN

TAE

APS

TEMED

Akrilamid

Distile Su

Ultra Pure Water

Agarose-MULTICELL

Etidium bromide (10 mg/ml)-GML

TBE Buffer (10X) - MULTICELL

50 bp marker

Parafilm
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5.2. Plastik Malzemeler

Vakumlu Edta’l kan tiipii 2-3 ml- BD VACUTAINER
0,1-10 ul filtreli pipet ucu

1-100 ul filtreli pipet ucu ( QIAcube Cihaz igin)
200 ul filtreli pipet ucu (QIAcube Cihaz I¢in)
1000 ul filtreli pipet ucu

0,2 ml PCR tiipii

Screw Cup Tiip

Collection Tiip

Rotor Adaptor

1,5 ml-2,0 ml santrifiij tiipii

1,5- 2,0 ml santrifijj tiipii i¢in rack

DNA saklama kutusu (100 6rneklik)

Spin Column
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5.3. Diger Arac ve Gerecler

THERMO CYCLER
TcPRO

/ = 000000
eeee 0335
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5.3.1. Cihazlar ve Markalar1
A) - 20°C Derin Dondurucu -WHIRLPOOL
B) Buzdolab1 ~VESTEL
C) Mikrodalga firmm -BEKO
D) Fully Autoclavable Pipettes, with adjustable volume -BOECO
E) Dry Block ThermostatTDB-100 -BOECO
F) Vortex mixer V1 plus -BOECO
G) Thermal cycler TC-PRO- BOECO
H) Spektrofotometre -PERKIN ELMER Lamda Bio
I) Yatay Elektroforez -CSL
J) Gii¢ Kaynag -THERMO
K) Hassas Terazi -PRECISA
L) Jel Goriintiileme Sistemi -SYNGENE
M) Laminar Flow Kabin- NUVE
N) QIAcube Otomatik DNA izolasyon Cihaz1-QIAGEN
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5.4. Yontem

5.4.1. DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubu calisma kanlar1 i¢in vakumlu EDTA’l
tiplere alinarak, -20 °C de derin dondurucuda saklanan kan &rnekleri
izolasyon Oncesi oda sicakligina cikarilarak ¢oziilmesi  beklendi.
Kan 6rnekleri  izolasyonda spin  kolonlarda tikaniklik  olusturmamasi
icin vortex ile iyice karigtirilarak homojen hale getirildi.
Izolasyon islemi “QIAcube Tam Otomatik izolasyon Cihaz1” ile “QIAamp
DNA Blood Mini Kit” (Tablo 5) kullanilarak gergeklestirildi.

Tablo 5. QTAamp DNA Blood Mini Kit icerigi

Saglanan Malzeme 50 test
QIAGEN® Protease 1 vial
Protease Solvent 1,2ml
Buffer AW1 (Concetrate) 19 mi
Buffer AW2 13 ml
Buffer AL 12 ml
Buffer AE 12 ml
QIAamp Min Spin Columns 50 adet
Collection Tiipleri (2 ml) 150 adet

Proteinaz K Hazirlamak i¢in Protokol
Kit igeriginden c¢ikan Proteinaz K 1200 ml Solvent ile dilue edilerek

homojenize edildi.
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5.4.1.1. QlAcube Tam Otomatik izolasyon Cihazi Kullanim Protokolii

5.4.1.2. QlAcube Cihazi ile DNA izolasyonu Protokolii

Cihaz START tusuna basilarak agildi.Yapilacak islem meniisiinde DNA
Izolasyonu segildi.

Kullanilan Kit meniisinden QlAamp DNA Blood Mini Kit segildi.
Materyal Ornegi meniisiinden “Kan  veya Viicut Sivis1” secildi.
Izole edilen miktar meniisiinden 100 ul secildi.
Kullanilan protokol meniisiinden “Kan veya Viicut Sivisi Spin Protokol V3”
secildi.

Screw cap tiipleri iizerine izolasyonu yapilacak hastalarin isimleri yazildi.

200 pl kan ornekleri 2ml ik screw cap tiiplere aktarildi.
Cihazda bulunan shaker kismina sirastyla  yerlestirildi.
Tek seferde 12 ornek yiiklendi.

Tiim islemler yapildiktan sonra cihaza start verilmeden 6nce pipet uglari, A
pozisyonu, Reagent Bottle Rack, Shaker kisimlari kontrol edildi tiim
soliisyonlarin ve malzemelerin yerlestirildiginden emin olunduktan sonra
START verildi.

12 ornek calismasi yaklasik olarak 45 dk siirdii.
Calisma bitiminde, rotor adaptorler ~ cihazdan ¢ikarildi.
L3 pozisyonundaki 1,5 ml lik collection tiipleri ¢ikarild1. (izole olan DNA’lar
bu tiipte toplandi).

Collection tiiplerinin kapaklar1 kapatilarak DNA saklama kutularina
yerlestirildi.

PZR asamasina kadar saklanmak iizere derin dondurucuda -20°C de muhafaza
edildi.

Tiim bu islemler 100 hasta kan 6rnegi ve 100 kontrol grubu kan 6rnegi icin

17 sefer tekrarland.
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5.4.2. 1zolasyon Sonrasit DNA Miktari ve Safigimin Olgiimii

Calismamizda 200 pl kandan 100-150 pg arasinda genomik DNA elde

edilerek, izole edilen DNA’larin safliklar1 Nanodrop Spektrofotometre’de dlgiildii.
260/280 nm dalga boylarinda spektrofotometre (NanoDrop ND-1000

Spectrophotometer) ile ng/ul olarak 6lgtimii gergeklestirildi.

Saflik 6lctimleri tamamlanan Orneklerin %3’liikk agaroz jelde yiiritiildiikten

sonra olusan bantlar Sekil’5 de gosterilmistir.

5.5.

Sekil 5. Hasta ve Kontrol Ornek Grup DNA izolasyon Gériintiileri
Kronik Sizofreni Hasta Grubu ve Saglikli Bireylerden Olusan Kontrol
Grubundan toplam 10 bireyin DNA Izolasyonu Sonucu Olusan Bantlar.
M:Marker 50 bp

PZR Bilesenleri:

PZR igin, iceriginde MgCl, dNTP mix,Green Buffer, Tag DNA Polimeraz
GC Enhanser, PZR mix; Forvard ve Reverse Primerler ve Genomik DNA
kullanildz.

Calisilacak olan mutasyon bdlgesi icin PZR bilesenlerinin miktar1 ve erime
sicaklig1 optimizasyonu yapildi.

Vall58Met polimorfizm bolgesinin COMT Geni lizerinde tespiti i¢in PZR
bilesenleri asagida yazilan miktarlarda alinarak 0,2 ml lik PZR reaksiyon i¢in
hazirlandi.

Tiipler Thermal Cycler cihazina yerlestirildi.

Tablo 8’de yazili protokol uygulanarak PZR reaksiyonu gerceklestirildi.
0,2 ml PZR tiiplerinde elde edilmis olan PZR iiriinleri enzim kesimi yapilacak

zamana kadar -20 °C de derin dondurucuda muhafaza edildi.
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Tablo 6 . COMT Geni Eldesi icin PZR Bilesenleri ve Miktarlari

Bilesen Miktar (ul)
10X Buffer 5 ul
Primer (Forward + Reverse) 2ul

dNTP 1 pl

MgCI2 2ul
Niiclease Feree Water 24,5 ul

GC Enhanser 10 pl

Taq DNA Polimeraz 0,5 ul
Genomik DNA 5ul
Toplam 50 ul

5.5.1. COMT Geni Eldesi icin PZR Program

5.6.

5.7.

Denatiirasyon 95 °C............ 5 dk.

94°C............ 20 sn
Annealing 60°C............ 20 sn. Toplam 30
Amplifikasyon 72°C............. 20 sn. Cycle
Elognasyon ~ 72°C............. 5 dk.
Bekleme 4°C.............. %

COMT Geni Oligoniikleotid Primerleri

COMT Genine ait intron ve ekzonlar1 i¢eren tiim dizi Ensenble’dan ¢ikarildi
F: 5TGGACGCCGTGATTCAGGAG3’
R:5’GCCAGCGAAATCCACCATCC3’

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG000000

93010;r=22:19941607-19969975 Erisim tarihi : 20.08.2016).

Agaroz Jel Elektroforezi

PZR isleminden sonra ¢ikan friinler % 3’lik agaroz jelde yiiriitiilerek

sonugclar1 kontrol edildi.
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Jel hazirlanirken kullanilan malzemeler;

e 100 ml 1X TBE soliisyonu,

e 3 gr Agaroz,

e 5 ul Etidium Bromide (10 mg/ml) kullanildi.

Agaroz Jel Hazirlama ;
e Agarozun saydamlasincaya kadar  tamamen ¢oziilmesi  saglandi.

e Karigimin biraz  sogumas1  beklendi ve 5 ul Etidium Bromide eklendi.

Agoroz  jel, jel yatagina dokiildii ve taraklar  takildu.
e Jel donduktan sonra jel yatagi elektroforez tankina  yerlestirildi.
Taraklarin ilk kuyucuklarna 5 ul 50 bp marker  konuldu.

e Her 6rnek i¢in 1 pl 6X DNA loading dye ve 5 pul PZR iirlinii karigtirilarak jel
kuyucuklarma yiiklendi ve gili¢ kaynagina baglanan elektroforez tanki 150V 150
mA’ de yaklasik 45 dak. yiiriitiildii.

e Jelde yiirliyen ornekler jel goriintiileme sisteminde goriintiilenip degerlendirmeleri

yapildi.
5.8. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamid Jel hazirlayabilmek icin gerekli olan Kkimyasallar asagida

verilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Poliakrilamid Jel Hazirlama i¢in Gerekli Bilesenler ve Miktarlar

Bilesenler (,\/:lk:[%:)
ddH20 23,720 ml
5X TAE 8ml

Akilanid g mi

% 10 APS 500 pl
TEMED 25 ul
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% 10 APS hazirlamak icin 0,15 mg APS 1,5 ml ddH20O iginde dilue edildi.
Tampon ¢ozelti hazirlamak i¢in; 50X TAE ise 5X olacak sekilde seyreltildi.Bu islem
i¢in 50X TAE’den 20 ml alarak meziir i¢ginde 980 ml ddH,O ile karistirildi.

5.8.1. Poliakrilamid Jel Hazirlama Protokolii

Ustteki tabloda yer alan kimyasallar tablodaki siraya gére erlenmayer icine

eklenir ve ekleme isleminden sonra 30 sn. kadar karistiritlarak homojenize edildi.

ti¢ elektroforez tanki hazirlandi. Dolayisiyla tiim kimyasallar {i¢ katt hesaplanarak

eklendi.

Dikey elektroforezin daha once hazirladigimiz cam panelleri arasina yukarida
hazirladigimiz jel dokuldi  ve taraklari yerlestirildi.
Jelin donmasi icin  yaklagik iki saat oda sicakliginda beklendi.
Donduktan sonra taraklar c¢ikarildi ve ilk kuyucuga 50 bp marker, diger
kuyucuklara enzim kesimi yapilmig olan orneklerden 15 ul her bir birey igin
yiiklendi.

Elektroforez tanki giic kaynagimna baglandi 110 volta ayarlandi ve ii¢ saat
yiirlitme islemi yapilarak jel goriintileme sisteminde goriintii alinarak

polimorfizmin varligi her hasta ve kontrol grubu bireyler i¢in degerlendirildi.

5.9. COMT Geni Vall158Met Polimorfizminin Belirlemesi i¢in Enzim Kesimi
(RFLP)

Kullanilan Enzim: NLAIII Enzimi “CATG”

CTACTCAGCTGTGCGCATGGCCCGCCTGCTGTCACC
AGGGGCGAGGCTCATCACCATCGAGATCAACCCCGACTGTGCCGCCATCACCCAGC
GGATGGTGGATTTCGCTGGEAREAAGGACAAGGTGTGCATGCCTGACCCGTRGTCA
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Tablo 8. RFLP icin Gerekli Bilesenler ve Miktarlar:

Bilesen Miktar (ul)
Nuclease Free 17 ul
Water
10X  Green 2 ul
Buffer
NLAII Enzim 1ul
PZR Uriinii 10 pl
Toplam 30 ul

5.9.1. RFLP Protokolii

Enzim kesim isleminde enzimin aktiflestirmek i¢in gerekli 1s1y1 elde etmek igin
1s1 blogu kullanildu.

Herbir 6rnek i¢in 0,5 ml lik kapakli eppendorf tiiplere, yukarida hazirlanmig
olan master mix 25 pl ve 5 pl PZR iiriinii eklenip homojenize edildi.Hazirlanan
ornekler 1s1 blogu iizerinde 37 °C’de 5 dk. enzimin aktifleserek kesimi
gerceklestirmesi i¢in beklendi. Ardindan 1s1 blogu 80°C’ ye ayarlanarak
aktiflesmis enzimi inaktive etmek i¢in 5 dk beklendi.

Enzim kesimi islemi tamamlanmis olur. Kesimin olup olmadigimi ve
polimorfizmin var olup olmadigin1 kontrol etmek i¢in Poliakrilamid Jel

Elektroforezi’nde yiiriitiilene kadar buzdolabinda 8°C’ de muhafaza edildi.

5.9.2. Hasta ve Kontrol Grubu DNA Orneklerine PZR-RFLP Uygulama

e Hasta grubu ve kontrol grubu bireylerin kanlarindan DNA izolasyonu sonrasi
COMT geni Ekzon 4’de Vall58Met polimorfizmine o6zgii primer setleri
kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi.

e PZR sonrasi drneklere NLAIII enzimi ile kesim uygulandi.

e Sekil 5°de’li¢ hasta ve li¢ kontrol grubu bireyden olusan 6rnek c¢alismada
NLAIIl enzimi 114 bp ve 96 bp’lik bolgelerden kesim islemini
gerceklestirmistir ve agaroz jelde yiritiildiikten sonra olusan bant

goriintiileri verilmistir.
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114 bp
96 bp

Sekil 6. Hasta ve Kontrol Ornek Grup PZR-RFLP Gériintiileri

M:DNA 50 bp marker 1,2,3, no’lu 6rnekler hasta grubu; 4,5,6 no’lu 6rnekler
kontrol grubu bireyler. 1,4 no’lu 6rnekler LL genotipi, 2,6 no’lu 6rnekler HH
genotipi; 3,5 no’lu 6rnekler HL genotipi. LL genotipli bireylerde yaklasik 96 bp,
HH genotipli bireylerde 114 bp, ve HL genotipli bireylerde 114 bp-96 bp
bantlar gosterilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Hasta Calisma Grubu Bireylerin Kadin/ Erkek Orani
Calismamizda Manisa Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Hastanesinde kronik
sizofreni tanis1t konmus 64 erkek birey ile 36 kadin birey olmak iizere toplam 100

hasta ile grubu olusturuldu (Grafik 1).

B Hasta Calisma Grubu
Sizofreni Tanili Erkek Birey
Sayisi

M Hasta Calisma Grubu
Sizofreni Tanili Kadin Birey
Sayisi

Grafik 1. Hasta Caliyma Grubundaki Sizofreni Taml Bireylerin
Kadin/Erkek Oram

= Hasta Calisma Grubu Kronik Sizofreni Tanili Erkek Birey sayisi: 64

= Hasta Calisma Grubu Kronik Sizofreni Tanili Kadin Birey Sayisi: 36
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6.2. Kontrol Calisma Grubu Bireylerin Kadin / Erkek Orani

Ailesinde ve akrabalarinda sizofreni tanisi ve psikiyatrik rahatsizlik olmayan
sigara alkol veya herhangi baska bir bagimliligi bulunmayan, 40’1 kadin 60’1 erkek
birey olmak iizere; 100 saglikli goniillii birey ile kontrol ¢alisma grubu olusturdu
(Grafik 2).

H Kontrol Calisma Grubu
Saglikh Erkek Birey Orani

B Kontrol Calisma Grubu
Saglikli Kadin Birey Orani

Grafik 2. Kontrol Cahsma Grubundaki Saghkh Bireylerin Kadin/Erkek
Oram

=] Kontrol Calisma Grubu Erkek Birey Sayisi: 60

=] Kontrol Calisma Grubu Kadin Birey Sayisi: 40

6.3. Hasta Grubu Orneklerin PZR-RFLP Genotiplemesi

Calismamiza kronik sizofreni tanisi konmus 100 birey ( n=100) ile hasta ¢alisma
grubu olusturuldu. Kandan genomik DNA izolasyon kitiyle QiaCube cihazinda izole
edilen hasta grubu bireylerin DNA’lar1 COMT Vall58Met polimorfizmine 6zgii
primer setleri ile PZR islemine alindi. Tiim PZR iirlinleri jel {izerinde yiiriitiilerek jel
goriintiileri Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’ndaki Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda bulunan UV jel goriintiileme sistemi
(SYNGENE) ile goriintiilenip fotograflandi. Calisma sonucunda enzim kesimi ile
COMT Geni Vall58Met Polimorfizmi i¢in LL genotipli bireylerde 96 bp, HH
genotipli bireylerde 114 bp, ve HL genotipli bireylerde 114 bp- 96 bp uzunlugunda

bant verdigi gozlemlendi.
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4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19

bl el d o d

114 bp
e

- uwﬂ.ﬂﬂsch'----- - — 96 bp

Sekil 7. 1-19 no’lu Hasta Grubu Orneklerin Genotiplemesi. M: DNA 50 bp
Marker, 1,4,5,7,9,12,13,18 no’lu 6rnekler HL Genotipi ; 2,6,8,10,11,14,16,19 no’lu
ornekler LL Genotipi 3,15,17 no’lu 6rnekler HH Genotipine sahip olan hastalar.

Me 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

(N od b - bl o bl

() — e — — - - -

Sekil 8. 20-38 no’lu Hasta Grubu Orneklerin Genotiplemesi M: DNA Marker 50
bp, 20,24,27,30,31,32,33,34,36,37 no’lu  Ormekler HL  Genotipi X
21,22,25,26,28,29,35,38 no’lu ornekler LL Genotipi ; 23 no’lu 6rmek HH
Genotipine sahip olan hastalar.

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

114 bp
96 bp

Sekil 9. 39-57 no’lu Hasta Grubu Orneklerin Genotiplemesi M; DNA Marker ,
39,42,45,47,48,49,52,53,56 no’lu 6rnekler HL Genotipi ; 41,46 no’lu 6rnekler HH
Genotipi ; 40,43,44,50,51,54,55,57 no’lu ornekler LL Genotipine sahip olan
hastalar.
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« 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71

E

Sekil 10. 58-71 no’lu Hasta Grubu Orneklerin Genotiplemesi M: DNA 50 bp
Marker 59,60,62,65,66,68,69 no’lu ornekler HL Genotipi ; 61 no’lu 6érnek HH
Genotipi ; 58,67,70,71 no’lu 6rnekler LL Genotipine sahip olan hastalar.

M 7273 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 B85 86 87 88 89 90

f.
N " 114 bp

Sekil 11. 72- 90 no’lu Hasta Grubu Orneklerin Genotiplemesi M: Marker
72,74,77,78 ,79,82, 85, 86, 89 no’lu drnekler HL Genotipi; 73,75,76,80,81,87,88,90
no’lu 6rnekler LL Genotipi; 83,84 no’lu ornekler HH Genotipine sahip olan
hastalar.

1 91 92 93 94 95 96 97 98 99 1C

<«—114bp
<4+—96 bp

Sekil 12. 91-100 no’lu Hasta Grubu Orneklerin Genotiplemesi
M: DNA 50 bp marker; 94,97 no’lu 6rnekler HL Genotipi; 91,92,93,96,98,99

100 no’lu ornekler LL Genotipi; 95 no’lu 6rnek HH Genotipine sahip olan
hastalar.
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6.4. Kontrol Grubu Orneklerin PZR - RFLP Genotiplemesi
Saglikli bireyler ile sizofrenili birey orneklerinin elde edilen genotip goriintiileri

asagida sirasiyla verilmistir.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 13. 1-19 no’lu Kontrol Grubu Oneklerin Genotiplemesi. M: DNA 50
bp marker 1,5,6,9,10,11,12,13,14,17 no’lu 6rnekler HL Genotipi 2,3,4,7,8,15
no’lu ornekler HH Genotipi ; 16,18,19 no’lu érnekler LL Genotipine sahip
saglikli bireyler.

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

— ey e e b o o

Sekil 14. 20-38 no’lu Kontrol Grubu Orneklerin Genotiplemesi. M: DNA 50 bp
marker 21,24,25,28,30,31,32,33,35,37 no’lu ornekler HL Genotipi ;
20,22,23,26,29,34,36,38 no’lu drnekler HH genotipine sahip saglikli bireyler.
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K 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 S50 51 52 53 54 55 56

Sekil 15. 39-56 no’lu Kontrol Grubu Orneklerin Genotiplemesi. M: DNA 50 bp
marker K: Enzim Kesimi Yapilmams ( 186 bp) DNA; 41,42,45,46,47,49,51,55
no’lu ornekler HL Genotipi ; 39,40,43,44,48,50,52,53,54,56 no’lu ornekler HH
genotipine sahip saglikli bireyler

M 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75

"_‘_‘_‘____,uu._—- o 114 bp

[ L <4— 96 bp

Sekil 16. 57-75. no’lu Kontrol Grubu Orneklerin Genotiplemesi M: DNA 50 bp
61,65,66,67,68,69,70,73,74 no’lu ornekler HL Genotipi ; 57,58,59,60,62,63,64,71
no’lu 6rnekler HH Genotipi , 72,75 no’lu 6rnekler LL Genotipine sahip saglikli
bireyler

"Wk 76 77 78 79 80 8182 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 9394
NS b B P s

-—HHH'-.-H-—-— 114 bo
"': — _‘“-‘--—V:: ~:~~~ 96 bp

Sekil 17. 76-94. no’lu Kontrol Grubu Orneklerin Genotiplemesi M: DNA 50 bp
marker; 76,80,82,83,84,87,88,91,93,94 no’lu  ornekler HL  Genotipi
77,78,79,81,86,90,92 no’lu 6rnekler HH Genotipi , 89 no’ lu 6rnek LL Genotipine
sahip saglikli bireyler.
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M 95 96 97 98 99 100

114 bp
96 bp

Sekil 18.  95- 100 no’lu Kontrol Grubu Orneklerin Genotiplemesi M: DNA 50
bp marker 95,97,100 no’lu 6rnekler HH Genotipi,96,98,99 no’lu oérnekler HL
Genotipine sahip saglikli bireyler

6.5. Hasta ve Kontrol Grubu Orneklerin Allel Frekanslari
Hasta ve kontrol gruplarinda c¢alisma sonunda ¢ikan genotip oranlarina gore allel

frekanslar1  hesaplandiginda Hardy Weinberg Esitligine uygun ¢ikmustir.

6.5.1. Hasta Grubu Orneklerin Allel Frekanslari
Hardy Weinberg Esitligine gore; elde ettigimiz genotip bulgularinin allel frekanslar

asagidaki gibidir.

Val/Val (HH) Genotipli Hasta Grubu= 10 Ornek

Val alleli frekansi= 20+46 =66 66 /200 = 0,33 = % 33
Val/Met (HL) Genotipli Hasta Grubu = 46 Ornek
Met/Met (LL) Genotipli Hasta Grubu = 44 Ornek

Met alleli frekansi= 88+46= 134 134/200 = 0,67 = % 67
Hardy - Weinberg Esitligi: p2 +2pq+ q2 =(ptq )2 =1
(0,33)% +2(0,33 x 0,67) + (0,67)>= (0,33+0,67)°= 1

6.5.2. Kontrol Grubu Orneklerin Allel Frekanslar
Val/Val (HH) Genotipli Kontrol Grubu= 42 Ornek
Val alleli frekansi= 84+50= 134 /200=0,67 = % 67
Val/Met (HL) Genotipli Kontrol Grubu = 50 Ornek
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Met/Met (LL) Genotipli Kontrol Grubu = 8 Ornek

Met alleli frekansi=16 + 50 =66 66 /200 =0,33 =% 33
Hardy- Weinberg Esitligi: p2 +2pq+ q2 = (p+q )2=1
(0,67)% +2(0,67 x 0,33) + (0,33)°= (0,67+0,33) =1

Tablo 9. Hasta ve Kontrol Grubu Orneklerin Allel Frekanslari

Val Alleli Met Alleli
Hasta Grubu % 33 % 67
Kontrol Grubu % 67 % 33

Sonuglar Hardy Weinberg Esitliginde ¢ikmistir

6.6. Hasta ve Kontrol Grubu Orneklerin Capraz Tablo Sonuclar:

Tablo 10. Hasta ve Kontrol Grubu Bulgulari-Capraz Tablo

GRUP
kontrol hasia Total

GEM HH Count 42 10 52
% within GEN 80,8% 19,2% 100,0%

% within GRUP 42 0% 10,0% 26,0%

HL Count 50 46 96

% within GEN 52,1% 47,9% 100,0%

% within GRUP 50,0% 46,0% 48 0%

LL Count 8 44 52

% within GEN 15 4% 84 6% 100,0%

% within GRUP 8 0% 44 0% 26,0%

Total Count 100 100 200
% within GEN 50 0% 50,0% 100,0%

% within GRUP 100,0% 100,0% 100,0%

Hasta Grup: HH=%10 HL=%46 LL= %44
Kontrol Grup: HH= %42 HL=%50 LL= %8
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6.6.1. Hasta ve Kontrol Grubu Orneklerin Ki-Kare Testi Sonuclar

Tablo 11. Hasta ve Kontrol Grubu Bulgulari- Ki-Kare Testi

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 44,782 2 2 ,000
Likelihood Ratio 48,778 2 ,000
N of Valid Cases 200

P=0,001 Hasta ve Kontrol Grubu arasinda HH ve LL allelleri
acgisindan anlamli bir fark vardir.
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7. TARTISMA

Genetik yatkinlik sizofreni i¢in olduk¢a &nemli bir risk faktoriidiir. Sizofreni
tiim toplumlarda goriilmektedir. insidans ve prevalans oranlarmin diinyanin her
yerinde yaklasik olarak birbirine yakin oldugu bildirilmektedir. Kadin ve erkekte
gorilme oranlari1 hemen hemen aymidir. Ancak baslangi¢ yasi kadin ve erkekte
farklilik gostermektedir. Kadinlarda 25-35, erkeklerde ise 15-25 yaglar arasidir. 10
yasindan once 50 yasindan sonra goriilme siklig1r ¢cok azalmaktadir . Kadinlarda
daha gec baslamas ile ilgili olarak en ¢ok ilgi goren iki hipotez vardir. Birincisi
Ostrojenin dopamin reseptdrleri ilizerinde diizenleyici etkisi oldugu, ikincisi ise
kadinlarin merkezi sinir sistemi gelisimini erkeklerden daha erken tamamlamis
oldugudur (Acar ve Kartale1 2014; Varna ve ark 2011; Lajin ve Alachkar 2011;
Warner ve Girolama 1995).

Ulkelere gére WHO sizofreni verileri asagidaki gibidir:

e (Cin 6 ile 12 milyon kisi (Niifusa dayali kaba bir tahmin),

e Hindistan’da 4,3- 8,700.000 kisi ( Niifusa dayali kaba bir tahmin),
e ABD’de 2,2 milyon kisi,

e Avustralya’da 285,000 kisi,

e Kanada’da 280,000’den fazla kisi,

e Ingiltere’de 250,000°den fazla kisi (Crow ve Timothy, 1985).

Katekol-O-Metiltransferaz (Catechol-O-Methyltransferase, COMT) prefrontal
dopamin diizeylerini etkileyen bir enzimdir. COMT dopamin gibi katekolamin ve
katekolamin i¢eren maddelerin metabolizmasinda rol oynamaktadir. COMT enzimi
insanda 22q11.2’de yerlesmis olan bir gen tarafindan kodlanir. Bu gendeki delesyon
varhi@inin sizofreni ile gok yiiksek birliktelik gosteren velo-kardiyofasyal sendroma
yol agtigt ve COMT gen fonksiyonel polimorfizmlerinin bu hastalardaki prefrontal
biligsel islev diizeylerini etkiledigi bilinmektedir COMT geninde 108/158 (108
Coziinmiis  “soluble” formunda/158, Membrana bagli “membrane- bound”
formunda) kodonunda Guanin>Adenin (G>A) degisimi sonucu olusan ve Valin-
Metionin aminoasit degisimine bagli olarak belirlenen Val i¢eren (H-High, yiiksek
aktiviteli) ve Met igeren (L-Low, disiik aktiviteli) allellerin olusturdugu ii¢
genotip (HH, HL, LL) tanmimlanmistir. Yani 108/158 kodonunda valin
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aminoasidinin bulunmasi 1siya  dayanikli yiiksek aktiviteli COMT formunu,
metionin bulunmasi ise 1siya dayaniksiz diisiik aktiviteli COMT formunu meydana
getirmektedir. COMT genindeki bu fonksiyonel polimorfizm COMT enzim
aktivitesinin degismesine neden olmaktadir. Diisiik enzim aktiviteli genotiplerde
enzim aktivitesi yaklasik dort kat daha diisiik olmakta, sonug¢ olarak katekolamin
metabolizmast yavaslamakta, hizli enzim aktivasyonu gosteren bireylerde
katekolamin metabolizmasi hizli olmaktadir (Varna ve ark 2011).

Yapilan galismalarda COMT Val/Met polimorfizminin  sizofreni gelisiminde
rol oynadigi, prefrontal korteks ve hipokampal islevleri etkiledigi, diisik enzim
aktiviteli Met allel tasiyicilarinin biligsel performanslarinin daha iyi oldugu
bildirilmektedir. Saglikli goniillilerde de Met allel tastyicilarinin - yiriitiicti
islevlerde daha iyi performans gosterdiklerini tespit etmistir. Met allel tasiyicilarinda
antipsikotiklere klinik yanitin ve biligsel iyilesmenin daha iyi oldugunu belirlemistir.
Buna karsin COMT Val/Met polimorfizmleri ile sizofreni yatkinligi ve bilissel
islevler arasinda iliski olmadigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur. Sizofrenide,
COMT Vall58Met polimorfizminin biligsel islevler lizerine etkisi son yillarda ¢ok
ilgi ¢eken bir konu olup bu alanda yapilan birgok calisma mevcuttur. COMT gen
polimorfik yapilarinin prefrontal dopamin etkinligi ve bilissel islevlere etkisini
degerlendirmek i¢in farkli yontemler kullanilan calismalar da vardir. Sizofreni ile
COMT Vall58Met polimorfizm iligkisini arastiran ¢aligmalar bir meta analizde
degerlendirilmistir . Vaka-kontrol ¢alismalarindan elde edilen verilere gore, COMT
Vall58Met polimorfizmi ile sizofreni arasinda iliski bulunmamis, aile bazh
caligmalarda ise Val alleli bulunmasinin sizofreni olusumunda 1liml1 bir risk artisina
yol actig1 tespit edilmistir. Tiim ¢aligmalar cografi bolgelere ve ¢aligma 6rnekleminin
etnik kokenlerine gore ayrilarak incelendiginde,vaka-kontrol ¢alismalarinda ve aile
bazli ¢alismalarda Val alleli ile sizofreni arasinda iliski olduguna dair kanitlar elde
edilmistir. Asya orneklemi ile yapilan ¢alismalarda karisik sonuglar elde edilmis olup
onemsiz kanitlar oldugu yorumu yapilmstir (Varna ve ark.2011).

COMT geninin COMT geninin fonksiyonel polimorfizmi bakimindan
toplumumuzun Amerika, Avrupa ve Hind-Avrupa kokenli beyaz toplumlara daha
yakin; Japon, Cin ve Tayvan gibi uzak dogu kokenli toplumlara daha uzak oldugu

goriilmektedir. Fonksiyonel polimorfizm bakimindan dogulu toplumlarda diisiik
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aktiviteli allelin daha az, yiiksek aktiviteli allelin daha fazla sikliklarda oldugu
Hind Avrupa kokenli beyaz toplumlarda ise bu egilimin daha normale dogru kayma
egilimi gosterdigi anlasilmaktadir (Erdal ve ark 2002).

Hosak L. 2007 yilinda COMT geni Vall58Met polimorfizminin mental
rahatsizliklar lizerine etkilerinin arastirildigi toplam 287 aragtirma i¢in bir gdzden
gecirme  c¢alismast yapmustir. Sonuglar su sekildedir; Sazc1i ve ark. Tiirk
populasyonunda 287 sizofreni hastasi ve 341 saglikli birey lizerinde yaptig1 ¢calisma
sonucunda ise p=0,001 bulunmus olup LL allelinin sizofreni {izerine anlamli bir
etkisi oldugu sonucuna vartlmistir. Bizim ¢alismamizda HH ve LL allellerinin her
ikisi i¢in de p=0,001 bulundugundan sizofreni lizerine anlamli bir etkisi oldugu
saptanmistir. Shifman ve ark. 720 sizofrenili hasta ve 2970 saglikli Yahudi birey ile
yaptiklar1 ¢alismada ise HH alleli icin p= 0,0074 olarak bulunarak sizofreni ile
pozitif baglanti saptanmistir. Wonodi ve ark. 96 sizofreni hastast ve 80 saglikli
birey ile yaptiklar1 ¢alisma sonucunda HH allelinin p= 0,043 saptanmasi sonucunda
sizofreni ile arasinda pozitif bir baglanti oldugu gosterilmistir (Hosak L. 2007).
Bizim ¢alismamizda Shifman ve ark. ile Wonodi ve ark. sonuglarini destekler
nitelikte olup HH ve LL allellerinin her ikisi i¢in de p=0,001 bulunmus ve sizofreni
tizerine anlamli bir etkisi oldugu sonucuna varilmistir.

Calismamizda Manisa Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Hastanesinde kronik sizofreni
tanis1 konmus 64 erkek birey ile 36 kadin birey olmak iizere toplam 100 hasta ile
grubu olusturuldu. Ailesinde ve akrabalarinda sizofreni tanisi ve psikiyatrik
rahatsizlik olmayan sigara alkol veya herhangi baska bir  bagimliligit  bulunmayan
40’1 kadin 60’1 erkek birey olmak iizere; 100 saglikli goniilli birey ile
kontrol ¢alisma grubunu olusturdu. Hasta ve Kontrol Grubu bireylerin
orneklerinden, kandan genomik DNA izolasyon kitiyle izole edilen DNA’lar COMT
Val158Met polimorfizmine 6zgii primer setleri ile PZR islemine alindi. Tiim PZR
iiriinleri jel {izerinde yiiriitiilerek jel goriintiileri Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndaki Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda
bulunan UV jel goriintiileme sistemi (SYNGENE) ile goriintiilenip fotograflandi.
Hasta ve kontrol ¢alisma grubu bireylerinin hepsi i¢in bu islemler uygulandi.

Calismamiz sonucunda , COMT Geni Vall58Met Polimorfizmi i¢in LL
genotipli bireylerde 96 bp, HH genotipli bireylerde 114 bp, ve HL genotipli
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bireylerde 114 bp-96 bp uzunlugunda bant verdigi gdzlemlendi. Ornekler COMT
genotiplerine gore yiiksek (Val/Val), disik (Met/Met) ve orta (Val/Met) enzim
aktiviteli olmak tizere gruplandirilmistir. Hasta grubu bireylerin genotipleri cinsiyet
gozetmeksizin degerlendirildiginde % 44’liniin LL genotipli bireylerden, %10 unun
HH genotipli bireylerden ve %46’smin HL genotipli bireylerden olustugu goriildii.
Allel frekanslar1 hesaplandiginda ise Hardy Weinberg Esitligi’nde ¢ikmistir. Hasta
grubu i¢in Val alleli ( yiiksek aktiviteli) frekansi %33, Met alleli ( diisiik aktiviteli)
frekans1 %67; kontrol grubu Val alleli frekans1 %67, Met alleli frekans1 %33 olarak
saptanmigtir. Genotip bulgularina gére Capraz Tablo ve Ki-Kare testi sonuglarina
gore HH ve LL allelleri i¢in p =0,001 olarak bulundugundan COMT geni Vall58Met
polimorfizminin sizofreni iizerine etkisi oldugu sonucuna varilmistir.

Ohmari ve ark. 150 sizofrenili birey iizerinde yaptiklart c¢alismada COMT
geninin LL alleli ile sizofreni arasinda pozitif baglanti gosterilmistir.Buna goére
genotip dagilimi i¢in p=0,026 ; genotip siklig1 i¢in p= 0,028 bulunmustur. LL
genotipi sikligr saglikli goniilliillerde %27 sizofrenili bireylerde ise %36 bulunmustur
(Ohmari ve ark 1998). Bizim sonuglarimiza goére LL genotipi saglikli bireylerde %
8; sizofrenili bireylerde % 44 olarak bulunmus olup sizofreni ile pozitif bir baglanti
saptanmistir.

Glatt SJ. ve ark. yaptiklart meta analizde ise Avrupa populasyonunda
sizofrenili bireylerde COMT geninin HH allelli ile sizofreni arasinda pozitif baglanti
oldugu gosterilmistir. P=0,001 saptanmustir (Glatt ve ark 2003). Bizim ¢alisma
sonucumuzda ise HH ve LL alleleri agisindan p=0,001 saptanmis olup pozitif
baglanti tespit edilmistir.

Erdal N. Ve ark. aralarinda arabalik iliskisi olmayan 182 Tiirk saglikl
goniillii lizerinde yaptiklart COMT gen polimorfizminin incelendigi calismada ;
COMT geni genotip dagilmi su sekildedir: Val/Val igin %34,6 Val/Met igin
%46,15. Met/Met i¢in %19,23 X%= 0,56 P ( SD=1)= 0,45 olarak saptanmuistir.
Bizim c¢alismamizda ise kontrol grubu bireylerin %8’inin Met/Met; %42 sinin
Val/Val ve % 50’sinin Val/Met genotipinde oldugu saptanmustir.

COMT Geni Vall58Met Polimorfizmi ile sizofreni arasindaki iliskinin
incelendigi ¢ok sayida ¢alisma vardir. B.Lajin ve arkadaslarinin Suriye

poplilasyonuna ait 71 sizofrenili hasta ile 102 saglikli goniillii tizerinde yaptiklar
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calismada hasta ve kontrol grubu arasinda allel frekanslari i¢in anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir. Calisma gruplarinda hem hasta hem de kontrol gruplarinda erkek
birey sayist daha fazla tutulmustur. Calisma sonucunda erkek-kadin birey ile hasta-
kontrol grubu agisindan bakildiginda Vall58Met Polimorfizmi ile sizofreni
arasinda anlamli bir farklilik olmadigi sonucuna varilmistir (Lajin ve Alachkar,
2011).

Hasta grubu ve kontrol grubu bireyler, genotip-allel baglantis1 agisindan
degerlendirilmis olup ulasilan sonuglara gore; COMT Geni Vall58Met

Polimorfizmi ile sizofreni arasinda pozitif bir baglanti oldugu sonucuna varilmistir.
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8. SONUCLAR VE ONERILER

Sonuglar1 degerlendirirken COMT geninin diger polimorfik yapilarinin da
dikkate alinmasi gerekmektedir. Israil’de 700 sizofreni ve 4000 saglikli kontrolii
iceren genis kapsamli bir vaka ve kontrol ¢alismasi yapilmis, COMT Vall58Met
polimorfizmi ve COMT geni diger tek niikleotid polimorfizmlerinin (single nucleotid
polymorphism-SNP) sizofreni ile iliskisi incelenmistir. Sizofreni ile Vall58Met
polimorfizmleri arasinda ilimli, buna karsin diger SNP’ler arasinda istatistiksel
olarak oldukg¢a yiiksek anlamlilikta bir iliski bulunmustur. COMT geninin sizofreni
ile iligkisinin sadece Val58Met polimorfizminden kaynaklanmadigi, diger
fonksiyonel varyantlarin etkilerinin ihmal edilmemesi gerektigi vurgulanmaktadir
(Varna ve ark 2011).

Arastirmamiz sonucunda; Hasta ve Kontrol — grubu  bireylerin ¢ogunlugunun
HL genotipli bireylerden olustugu goriilmiistiir. Genotip ve allel bulgularinin
karsilastirilmast sonucunda HH ve LL allelleri agisindan hasta ve kontrol gruplar
arasinda anlamli bir farklilik gozlenmistir. Bu sonuca dayanarak COMT Geni
Vall58Met Polimorfizmi ile sizofreni arasinda baglanti oldugu; bu fonksiyonel
polimorfizmin sizofreni i¢in risk faktorii oldugu sonucuna varilmistir.

Arastirmamiz Ege Bolgesinde ve Manisa’da tek ve biiylik hastane olan Manisa
Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Hastanesi’nde tedavi goren kronik sizofren tanisi
konmus “100” birey ile hasta calisma grubu ile yapilmis olup, bdolgesel veri
konusunda ilk elde edilen arastirma 6zelligi tasidigindan, sonuglarimizin bu alanda
calisacak bilim adamlarina bolgesel verilere katki niteligini agisindan onemlidir ve
arastirmalara 151k tutacagmna inanmaktayiz. ileri molekiiler diizeyde calismanin
devami da planlanacagindan , arastirilmig hasta ve kontrol grubuna ait yeni bilgilere

ulasilacagini da diistinmekteyiz.
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10. EKLER

EK 1. Olgu Rapor Formu
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EK 3. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
EK 4. Etik Kurul izin Formu

EK 5. Ozgegmis
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EK.1
OLGU RAPOR FORMU
Calismanin adi: Manisa’da Kronik Sizofren Tamis1 Konmus Bireylerde Catechol-O-

Methyltransferase (COMT) Val158Met Polimorfizmi ile Morfolojik Beyin Anormallikleri
Arasindaki iliskinin Arastirilmas:

Tarih:
Hastanin Kod Numarasi:

Adi Soyadi: Yasadigi yer:

Yasi: Telefonu:

Cinsiyeti: Adresi:

Klinik Semptomlar:

PZR
SONUCU

RFLP
SONUCU

MR Sonucu:

Molekiiler ve MR Sonuc¢larmin PZR-RFLP MR
Karsilastitilmasi:
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EK.2

HASTA ANKET FORMU

Calismanin adi: Manisa’da Kronik Sizofren Tamis1i Konmus Bireylerde Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) Vall58Met Polimorfizmi Ile Morfolojik Beyin Anormallikleri
Arasindaki Iliskinin Arastirilmasi

Hastanin Kod Numarasi: Tarih:

Adi Soyad: Yasadig: yer:
Yast: Telefon:
Cinsiyeti:

Hastahgimz ka¢ yasinda baslad1?

Ailenizde ve akrabalarimzda sizofreni hastaligi tamsi
almus baska kisi var mm?

Ne kadar siiredir ila¢ tedavisi goriiyorsunuz?

Hastanede yatarak m yoksa ayaktan mm tedavi
goriiyorsunuz?
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EK.3

BIiLGILENDIRIiLMiS GONULLU OLUR FORMU

Manisa’da Kronik Sizofren Tamis1 Konmus Bireylerde Catechol-O-Methyltransferase (COMT)
Val158Met Polimorfizmi ile Morfolojik Beyin Anormallikleri Arasindaki iliskinin Arastirilmasi

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ IlI
Bu caligmaya katilmak iizere davet edilmis bulunmaktasiniz.Bu ¢aligmada yer
almay1 kabul etmeden dnce ¢aligmanin ne amagcla yapilmak istendigini anlamaniz
ve kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zgiirce vermeniz gerekmektedir. Size 6zel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz, sorularimiza agik
yanitlar isteyiniz.

Sizofreni hastalifinda bir geninizde bulunan polimorfizmin beyindeki bazi bolgelerde yapisal
anormallikleri olugmasimna neden olup olmadigini bulmak {izere yeni bir arastirma yapmaktayiz.
Arastirmanin  ismi  “Manisa’da Kronik Sizofren Tanist Konmus Bireylerde Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) Vall58Met Polimorfizmi ile Morfolojik Beyin Anormallikleri Arasindaki
Iliskinin Arastirilmas1”dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi oneriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu aragtirmaya
katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim gonilliiliikk esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce
aragtirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya
katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Aragtirmaya davet edilmenizin nedeni ¢ocugunuzda/ailenizin bir {iyesinde kronik sizofreni
sikayetinin bulunmasi/ tanisinin konulmus olmasidir.CBU Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali bu hastaligin nedenlerini ortaya c¢ikaracak bir arastirma gerceklestirilecektir.
Arastirmaya katilacak goniillii sayisi 100 (yliz) kisidir.

Eger arastirmaya katilmay1r kabul ederseniz Yrd.Do¢.Dr.Nuray Altintas veya onun
gorevlendirecegi bir hekim tarafindan tetkikler yapilacak ve bulgular kaydedilecektir. Bu kayitlar
ilerde tekrar incelenerek dogru tani konulmasina yardimci olacaktir. Bu kayitlar kimliginiz
belirtilmeden tip 6grencilerinin egitiminde veya bilimsel nitelikte yaymlarda kullanilabilir. Bu
amaglarin disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve bagkalarina verilmeyecektir.

Bu ¢alismay1 yapabilmek i¢in kolunuzdan 10-20 (1-2 tiip) ml. kadar kan almamiz gerekmektedir.
Bu kandan genetik materyal, DNA elde edilecektir. Bu asamada basarisiz olundugunda bir kez daha
kan vermeniz istenebilir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Caligmaya katildiginiz
i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Kan alinmast swrasinda olusabilecek riskler: Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agr
ve/veya kan alma bolgesinde morarma sayilabilir. Ender durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon
ya da kiigiik bir kan pihtis1 olabilir. Olasi bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olast riskler: Genetik bilginin kullanilmasina bagli olarak
sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir. Size ait genetik bilginin gizli kalacagina dair
elimizden geleni yapacagiz. Ancak hemen belirtmemiz gerekir ki; yaptigimiz testler sizin veya
ailenizin bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan etkilenebilecegini ortaya ¢ikarabilir.
Bu bilginin kotii yonde kullanilmasi sizi ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir
hastaliga sahip oldugunuzu 6grenmeniz sizi psikolojik yonden de etkileyebilir. Sizin anormal bir gen
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tasidiginiz saptadigimizda bulgularimizi herhangi bir iicret talep etmeden size bildirecegiz. Ancak
bdylesi bir bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu
bilgiyi sizin diginizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin izninizle olacaktir. Genetik testlerin dnemli
bir riski de bu testler sonucunda anne ya da babanin biyolojik kimliginin de saptanmasidir. Bu
durumlarda gizlilik ilkesine bagli kalinacaktir.

Yukarida sayilanlar boylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir. Ancak bunlardan
en az oranda zarar gdrmenizi saglamak i¢in elimizden geleni yapacagiz. Calismanin devami sirasinda
ortaya ¢ikabilecek sorun ve riskler katilimcinin/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna
iletilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olast yararlar: Boyle bir analiz ilgili genetik hastaligin
nedeninin 6grenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu ¢aligmanin hemen size veya ¢ocugunuza bir
fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastalifin temelinde yatan nedenlerin
ogrenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda saglayacaktir.

Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege bagldir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine ¢aligmanin
herhangi bir asamasinda onaymizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz. Eger 6rneginizin imha edilmesine
karar verirseniz, bu isteginizden Once Tiretilmis her tirlii veri ve yapilmig analiz ortadan
kaldirilmayacak ama daha fazla analiz yapilmayacaktir. Aksi halde, saklama siiresinin sonunda
ornegin imha edilmesinden destekleyici/arastirict sorumludur.

Saymn Yrd.Dog. Dr.Nuray Altintas tarafindan Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler
bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu
arastirma sirasinda da biiyliik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin
egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda
bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan ¢ekilebilirim. Ancak
arastirmacilari zor durumda birakmamak igin arastirmadan gekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun
olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
aragtirmaci tarafindan arastirma dig1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana
da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik
altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Biolog Sec¢il Sengdz’ii
2.Anafartalar Mah. Timen Cad. 34/5 Sezgi Apt. adresinden ve 0 532 1377213n0’lu telefondan
arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Aragtirmaya katilmam konusunda
zorlayici bir davranigla karsilagmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima
ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme

stiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimc1” olarak yer alma kararmi aldim. Bu
konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.
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Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.Goniillillerden elde edilen biyolojik
materyaller iizerinde genetik arastirma yapilabilmesi i¢in Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formunda

(BGOF):

“[Calismanin Ad1] ¢alismasi kapsaminda alinan biyolojik 6rneklerimin (kan, idrar vb.);

(Goniillii tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir)

Sadece yukarida bahsi gecen ¢aligmada kullanilmasina izin veriyorum.

fleride yapilmas1 planlanan tiim calismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”

seklinde goniilliiniin konu ile ilgili rizasi, Etik Kurul onayr ve Saglik Bakanligi izni alinmak

suretiyle yapilmasi gerekmektedir.

(Katilimcinin/Hastanin Beyant)

GONULLUNUN

IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

VASININ

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR iCiN VELi VEYA

iMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIiBINDE YER ALAN VE YETKIN BIR
ARASTIRMACININ

IMZASI

ADI & SOYADI

TARIH

GEREKTIiGi DURUMLARDA TANIK

iIMZASI

ADI & SOYADI

GOREVI

TARIH
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