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OZET
Doktora Tezi

BIPOLAR BOZUKLUK OLGULARINDA, GDNF (GLIA KOKENLI NOROTROFIK FAKTOR)
GENININ SNP’LER YONUNDEN INCELENMESI

(Roghaiyeh Safari)
Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii
Molekiiler T1ip Anabilim Dali
Doktora Programi
Bipolar bozukluk (BB) manik ve depresif epizotlarla ilerleyen ciddi bir psikiyatrik

bozukluktur. Bipolar Bozukluk genellikle, psikoz, madde kullanimi, psikososyal uyumsuzluk ve
intihar gibi kotli sonuglara neden olur. Beyaz irkta hastaligin goriilme sikligr %1,5-3,9 gibi
yiiksek degerlerdedir. Hastaligin %20’si intiharla sonug¢lanmakla birlikte, tedavi edilmemis
bedensel sorunlardan dolay1 da hastalarin dmrii %30 oraninda kisalmaktadir. Ayrica bu kronik
hastalik bireye ailesine ve topluma 6nemli sosyoekonomik yiik getirmektedir.

Multigenik, multifaktoryal olmasi nedeniyle genetik yonden kesin verilere ulasilamamasina
ragmen kalitimsal gecis olasiligt %60-80°nin iizerindedir. Gerek baglanti analizleri ile
kromozomal lokasyon gerekse, cesitli molekiiler genetik yontemlerle aday genlerin tek niikleotid
mutasyon/polimorfismlerinin belirlenmesi yoniinde yogun arastirma yapilmistir. Ancak, manik-
depresif hastaligin ¢ok sayida genin birlesik etkisiyle ve ¢evre kosullarina baglh olarak ortaya
ciktigr goriisii  kuvvetlenmistir. Genetik mekanizmalarin iyi anlasilmasi hastaligin erken
belirlenmesi ve yeni tedavi yaklasimlar1 gelistirmek igin bir yol gostererek hastaliktan dolayi
Oliimlerin azalmasinin yani sira bireysel ve toplumsal hasarlarin da oniine gegilebilir.

Calismamiz, beyin yapilanmasinda ve korunmasinda 6nemli rolii oldugu bilinen GDNF
(Glial Kokenli Norotrofik Faktor) ve kalsiyum hemostazini denetleyerek sinir hiicrelerinin 6liim
ve sag kaliminda Onemli gorev aldigir bilinen MICU1 (Mitokondri kalsiyum Alimi 1)
molekiillerinin bipolar bozuklukla iligkisinin olabilecegi hipotezi iizerine kuruldu. Bu amacla
GDNF yapiminin denetiminde énemli olabilecek dizi farkliklarini aragtirmay1 6ngordiik. Bipolar
bozukluk ile iligkili olabilecegini diisiindiigimiiz GDNF geninin 5’yukaris1 ve 3’UTR bdlgeleri
ille MICU1 geninin kalsiyum baglanma bdlgelerinin mutasyon/polimorfizm ydniinden

arastirilmasi ve eger varsa, hastalikla iligkilerinin yorumlanmasini amacladik.



Dokuz Eyliil Universitesi psikiyatri boliimiine gelen DSM 1V (Diagnostic and Statistical
Manual Disordes-1V) tani kriterlerine uygun altmisalti goniillii hasta, yirmi yedi birinci derece
akraba ve elli alt1 saglikli goniilliiden DNA elde etmek i¢in kan alinmis ve DNA elde edildikten
sonra PCR (Polimeraz zincir reaksiyon) ile ilgili bolgeler ¢cogaltilmis ve DNA dizi analizi ile
tarandiktan sonra saptanan SNP’ler ile hastaligin iligkisi yorumlanmas.

Sonu¢ olarak GDNF geninde on SNP saptanmistir. SNP’lerin ii¢‘tanesi ilk defa bu
calismada saptanmistir. GDNF genin 5’yukarisinda saptanan rs2075680 C>A polimorfizmi hasta
grubu ve saglikli goniilli grubu arasinda anlamli olarak farkli goriinmiistiir. Bu fark erkek
gruplar1 arasinda anlamli fark gostermesine ragmen kadin gruplar arasinda fark anlamli degildir.
Yapilan incelemede MICU1 geninde kalsiyum baglanma bolgelerinde hi¢ bir mutasyon/SNP

goriilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Bipolar bozukluk, GDNF, MICU1, SNP



ABSTRACT

Doctorate Thesis

THE EFFECT OF GLIAL DERIVED NEUROTROPHIC FACTOR
MUTATIONS/POLYMORPHISMS ON THE DEVELOPMENT OF BIPOLAR
DISORDER

(Roghaiyeh Safari)
Dokuz Eylul University Health Science Institute
Molecular Medicine Department
PhD Program
Bipolar disorder is a serious psychiatric disorder with manic and depressive episodes.

Psychosis, substance abuse, psychosocial disturbances and suicide are the most frequent
consequences. Bipolar disorder has a high incidence, such as 1,5 to 4% in Caucasians.

Twenty percent of the disease results in suicide, and because of untreated physical
problems the life of patients is 30% shorter. In addition, this chronic disease bring important
socio-economic burden to the individual, family and society.

Although its genetic background is not solved yet, probably because of its multi factorial
character, heritability chance predicted as 60-80%. Conclusion of the heritable character of the
disease is followed by new approaches like; linkage analysis to detect candidate chromosomal
locations and search for candidate genes in these locations. Results demonstrated that manic-
depressive illness was caused by the combined effects of many genes plus environment.
Understanding the underlying mechanisms and specifying genes has great importance in early
detection and for new treatment strategies.

The aim of this project is to search for mutations/polymorphisms in 5 upstrem and 3°’UTR
of GDNF (Glial Derived Neurotropic Factor) gene and calcium binding sites of MICU1
(Mitochondrial Calcium Uptake 1) gene that we suspect its involvement in this disease. For this
study we collected blood samples to isolate DNAs from sixty six bipolar patients who were
diagnosed according to DSM-V diagnostic criteria at the Psychiatry Clinic of Dokuz Eylul
University Medical Faculty, twenty seven healthy relatives and fifty six healthy volunteers.

Consequently this study demonstrated ten alterations GDNF genes 3 of them was new

alterations. The SNP at the upstream of GDNF showed significantly difference between healthy
8



group and patient group. Interestingly this difference was only between male groups. In this study

no SNP found at calcium binding sites of MICU1 gene.

Key words: Bipolar disorder, GDNF, MICU1, SNP



1-Giris VE AMAC

Bipolar Bozukluk (BB); irktan, sosyoekonomik durumdan ve cinsiyetten bagimsiz olarak
tim toplumlarda goriilen, ciddi ve yaygin bir duygu durum bozuklugudur (Kupfer D, 2005;
Craddock N ve ark., 2013). BB, manik, hipomanik ve depresyon gibi siddetli duygu durum
bozukluklariyla karakterize, genellikle, psikoz, madde kullanimi, psikososyal uyumsuzluk ve
intihar gibi kotii sonuglara neden olan siddetli bir psikiyatrik bozukluktur. Bipolar bozuklugunda
manik ve depresyon evreleri belli bir diizen olmadan yinelenen epizotlarla géziikmektedir (Barnet
J ve ark., 2009; Siegel G ve ark., 2006).

Bipolar bozuklugun siklig1 tiim alt gruplarini goz 6niine aldigimizda %3-4 diir (Kupfer D,
2005). NIMH (National Institute of Mental Health) nin verilerine gore 14- 18 yasindaki genglerin
%11 bipolar bozukluk tasimaktadir. Diinyada en ¢ok maluliyete neden olan on hastaliktan biri
olan BB, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan maluliyete neden olan altinci hastalik olarak
gosterilmistir (Kupfer D, 2005), Hastaligin %20si intiharla sonuglanmaktadir. Ayrica bedensel
sorunlardan dolay1 BB hastalarinin émrii %30 oraninda kisalmaktadir (Fagiolini, 2009).

Epidemiyolojik ve klinik caligmalar, genel tibbi durumlardan bipolar bozuklugu olan
bireylerin, BB tagimayan hastalara oranla daha ¢ok etkilendigini gostermistir (Kupfer D, 2005).
Sonug olarak, bipolar bozukluk tasiyan bireylerdeki somatik sorunlar siktir, az taninir ve iyi
tedavi edilmez. Hastalik, yliksek morbidite ve mortaliteye sebep olmasina ragmen, maalesef su
ana kadar hastalig1 tedavi edici bir ilag yoktur ve elimizde olan tiim ilaclar sadece hastaligin bazi
belirtilerini gegirebilmekte ve bazi fonksiyonlar1 diizeltebilmektedir (Alaerts M ve ark. 2009).

Hastaligin seyrinde 6zellikle baslangicta intihar riski daha fazla olur. Bundan dolay1 bipolar
bozuklugu erken tanimak ve en 1yi sekilde idare etmeyi 6grenmek intihardan kaynaklanan 6liim
riskini azaltabilir. Bipolar hastalifin mortalite ve morbiditesini azaltmak i¢in hem tani1 hem de
tedavi agisindan, hastaligin etiyoloji ve patofizyolojisini anlamaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica,
genetik mekanizmalarin 1y anlasilmasi, 6zellikle iliskili genlerin saptanmasi, hastaligin erken
belirlenmesi ve yeni tedavi yaklasimlari i¢in 6nemlidir.

Ne yazik ki bipolar bozuklugun patofizyolojisi, ¢ok kapsamli arastirmalara ragmen, hala
belirsizdir (Tadafumi ve ark., 2007). Aile, ikiz ve evlat edinme c¢aligmalari, genetik faktorlerin

onemli role sahip oldugunu tespit etmistir, ancak implike genler ya da genetik risk faktorleri
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ortaya heniliz ¢ikarilamamistir (Kato T, 2007; Offord J, 2012). Baglant1 (Linkage) analizi, tim
genom asosiyasyon (Genom Wide Association -GWA) ve aday genom caligmalari, bipolar
bozuklugu gibi kompleks hastaliklarda implike olan genleri arastirmak i¢in var olan molekiiler
genetik c¢alisma tiirleridir (Alaerts M ve ark., 2009; Offord J, 2012). Kromozomlarda aday
bolge caligmalar1 sonucunda hemen tiim kromozomlarda baglant1 saptanmistir (Alerts M ve ark.,
2009). Birgok farkli genin, her biri kiigiik etkiyle BB nin etiyolojisini etkiledigi diisiiniilmektedir
(Offord J, 2012).

Bipolar bozuklugu olan hastalarda beyin goriintiileme arastirmalar1 hipokampus, prefrontal
korteks ve amigdalanin hacminde degisiklik ve cogu zaman azalma gostermektedir (Bremner ve
ark., 2000; Caetano ve ark., 2006; Drevets ve ark., 1997; Sheline ve ark., 1999). Postmortem
beyin calismalari, ndron/glia hiicrelerinde atrofi ve beynin kortikal bolgesinde azalma gibi
anatomik degisiklikler gostermistir (Cotter ve ark., 2001; Ongur ve ark., 1998; Rajkowska ve
ark., 1999). Bu c¢alismalar duygu durum bozukluklarinda noronlarin yapi ve plastisitesinde
anomalilerin oldugunu g6z oniine sermistir (Otsuki k ve ark., 2008).

Norotrofik faktorlerin sinir sisteminde, noérogenezis, noronal biiylime, diferansiyasyon ve
plastisite gibi ¢oklu etkileri vardir (Otsuki k ve ark., 2008). Her giin gelismekte olan kanitlara
gore, glia kokenli norotropik faktor (Glial cell line-Derived Neurotrophic factor-GDNF) ve diger
norotrofik faktorler duygu durum bozukluklarinin patofizyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir
(Nibuya ve ark., 1999; Smith ve ark., 1995). GDNF dopaminerjik néronlarin dejenerasyonunu,
invitro ve invivo ortamlarda onlemektedir (Yoong f ve ark., 2006). GDNF glial hiicrelerinde
salgilanan bir protein olup, embriyonik orta beyin ile, dopaminerjik spinal motor, kranial sensor,
simpatik ve adrenerjik néronlarin hayatta kalmasinda, apoptozun Onlenmesinde ve
diferansiyasyonunda 6nemli rol almaktadir (Lee k ve ark., 2001). No6rodevelopmental hipoteze
gore ve bipolar bozuklugun anatomik degisiklerine bakildiginda gére GDNF geni bipolar
bozuklugun genetik ¢aligmasi i¢in iyi bir gendir. kromozom 5p12-p13.1 de yerlesmis olan GDNF
geni ii¢ eksondan olusmustur (Shindelhaver ve ark.,1995). GDNF proteininin iki reseptorii
belirlenmistir; Noronlarda yaygin olarak bulunan GFRalfal reseptorii ve diger hiicrelerde daha
yaygin olan RET protoonkogen {iriinii (Souza RP ve ark.,2010 ;Wang HJ ve ark.,2008). RET
homodimeri daha sonra bir siirii degisik hiicre i¢i sinyal yolaklarmi aktiflestirir. Sonu¢ néron

hiicrelerinin hayatta kalmasi ve diferansiyasyonudur (Kodam, 2008).
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Bu projede, sinir sisteminde norogenezis, ndronal biiylime, diferansiyasyon, hayatta kalma,
plastisite ve apoptozu O6nleme gibi ¢oklu etkileri olan glia kokenli norotropik faktér (GDNF) geni
arastirmanin bir konusudur. Bipolar bozuklugu olan hastalarda GDNF geninde ekspresyonu
denetleyen bolgelerde 6nemli SNP’ler olabilir ve bu SNP’lerin hastalik ile iligkisi bulunabilir.

Bu hipotezi sinamak amaci ile projemizde bipolar bozuklugu olan bireylerde GDNF
geninin ifade ’sini degistirebilme potansiyelinde olabilen SNP’ler incelenip ve hastaligin
tizerinde etkisi arastirilmistir. Bunun icin GDNF’nin 3’UTR boélgesinde miRNA’larin potansiyel
baglanabilecegi bolgeler ve genin birinci eksonun 5’yukarisi ve “TATAA’’ kutusunu barindiran
ve transkripsiyon faktorlerinin baglandigi bolgeler SNP yoOniinden taranmig ve saptanan
SNP’lerin iligkileri hastalik ile degerlendirilmistir.

Hiicre ici kalsiyum hiicre i¢in yasamsaldir. Kalsiyum homestazinda ki bozukluklar kalp
yetmezligi, noron dejenerasyonu ve diyabet gibi hastaliklara neden olmaktadir (Pan ve ark.
2011). Ayrica beyin hiicreleri ve glial hiicreler ile yapilan ¢alismalar mitokondri kalsiyum (Ca®")
alimi1 ve birakilmasinin bu hiicrelerin 6liim ve sagkalim, metabolizma ve aktivitesinde 6énemli rol
aldigini gostermistir (Simpson ve ark.1997). Beyin hiicrelerinde mitokondri, Ca®* tamponu olarak
gorev almaktadir ve hiicreleri Ca®* artis veya azalmasindan dolayr meydana gelen hasarlardan
korudugu belirlenmistir. Ca®™ etkili dinamigini saglamak i¢in ¢esitli Ca™ tasiyict proteinleri
hiicrenin farkli bolgelerinde koordine bir sekilde ¢alismaktalar. Genel bir fikir birligi olarak
mitokondrinin i¢ zarinda yerlesmis olan MCU (Mitochondrial Ca** Uniporter) mitokondride
Ca”* akimi icin en dnemli sorumlu tastyicidir.  MCU’nun diizenlenmesinde MICU1’in gorev
aldig1 bilinmektedir. MICU, MCU proteinine fiziksel olarak bagldir ve Ca®* alimi i¢in anahtar
diizenleyici role sahiptir (Perocchi,2010; Baughman,2011). MICU genil0q22.1°de yerlesmistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Metaanaliz sonuglarinda 10q11.21-22.1 bdlgesinin bipolar
bozukluk ile iliskili olabileceginin goriilmesini (Segurado R ve ark., 2003) ve MICUI’in Ca**
homestazindaki onemli roliinii géz Oniine alarak bu caligmanin ikinci hipotezini MICUI’in
kalsiyum baglama bolgelerine ait SNP’lerin bipolar hastalik ile iligkisi var seklinde tanimladik.

Bu hipotezi denemek amaci ile projemizde bipolar bozuklugu olan bireylerde MICUI’in

kalsiyum baglanma bolgelerinde SNP taramas1 yapildi ve hastalik ile iligkisi degerlendirildi.
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2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bipolar Bozuklugu (Manik ve Depresyon Hastahigi):

Depresyon ve manik kavramlari tibbin kendisi kadar eskidir. Eski gilinlerden giiniimiize bu
durumu tanimlamak ic¢in bliylik cabalar gosterilmistir. ‘Manik’”> Yunanca ’da o6fke ve gazap
““melankoli’’ ise keder, uykusuzluk ve mutsuzluk demektir. M.S. birinci yilizyilda Soranus maniyi
melankoli ile ndbetlese seyreden azalip ¢ogalan bir hastalik olarak tanimlamistir (Isik, 2003).
Aretaeus (M.S. 150) maninin ana belirtilerini buglin bilindigi sekilde tanimladi. Manik ile
melankolinin baglantisi, Jean Pierre Falret “’Folie Circulaire’” (dongiisel ruh hastaligi) ve Lules
Baillarger’'nin “’Folie a la Double Forme’’ (¢ifte bi¢cimli ruh hastaligl) kavrami ile yeniden
kesfedilmistir (Burton N, 2012).

1930 yilinda Bleuler, depresif ve manik sendromlar1 “’afektif bozukluk’’ basligi altina
getirmistir (Isik, 2003). 1959°da Leonard Kraepelin, manik depresif hastaligin tanisinin iki alt
gruba boliinmesini 6nerdi: manik ve depresif epizotlar ile giden durum ’bipolar bozukluk’ ve
sadece manik ya da sadece depresif epizotlar ile giden “’unipolar bozukluk’’ (Isik, 2003). 1970’11
yillarda bu durumlarin hepsi duygu durum bozuklugu olarak betimlenmistir (Burton N, 2012).

Gilintimiizde bipolar bozukluk doniisiimlii, tekrarlanan manik ve hipomanik epizot daha
sonra depresif epizot ile karakterize siddetli bir psikiyatri bozuklugu olarak tanimlanmaktadir.
Manik ve depresif epizotlarin arasinda normal duygu durum yasanabilir (Goodwin Fk,1991).

2.2. Bipolar Bozuklugun Tam Kriterleri:

WHO (Diinya Saghk Orgiitii) tarafindan, 1992 yilinda insan hastaliklarmin tan1 ve
tedavisinin standardize edilmesi amaci ile ICD-9 (International Classification of Diseases)
gelistirildi. ICD- 9’a gore bipolar bozukluk mental bozuklular basliginin ve psikoz alt bagliginin
altinda kategorize edildi. 1999°da ICD-10 giincellenerek, bipolar bozuklugu ’Mood (Affective)
disorder’’ basglig1 altinda topladi (http://www.who.int/classifications/icd/en/).

Yaygin olarak kullanilan diger tani kriteri, DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual
Disordes-1V) Amerikan Psikiyatri Birligi (APA) tarafindan 1994 yilinda gelistirildi ve 2000°de
metin revizyonu ’’Text Revision’’ (DSM-IV-TR ) olarak giincellendi (American Psychiatric

Association Proposed Revision, 2011).
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2.2.1. DSM-IV-TR ’de Manik Donem Olciitleri:

DSM-IV-TR’de Manik Dénem Olgiitleri asagidaki sekilde siralanmustir (APA, 2000;
Simavi V, 2004; http://www.psychiatry.org):

A. En az bir hafta (hastaneye yatirilmay1 gerektiriyorsa herhangi bir siire) siiren, olagandisi

ve siirekli kabarmis, tagkin ya da irritabil, asir1 bir duygu durumun olmast.

B. Duygu durum bozuklugu sirasinda, asagidaki belirtilerden en az ii¢iiniin belirgin olarak

bulunmasi:
1) Benlik saygisinda abartili artma

2) Uyku gereksiniminde azalma (6rnegin sadece ii¢ saatlik bir uykudan sonra kendisini

dinlenmis hisseder)
3) Her zamankinden daha konuskan olma ya da lafa tutma

4) Fikir ugugmalar1 ya da diislincelerin sanki yarisiyor gibi birbirlerinin pesi sira gelmesi

yasantisi
5) dikkat dagiiklig1 yani dikkat 6nemsiz ya da ilgisiz bir dis uyarana kolaylikla ¢ekilebilir
6) Amaca yonelik etkinlikte artma ( toplumsal yonden, iste ya da okulda, cinsel agidan)

7) Kot sonuglar dogurma olasiligi yiiksek, zevk veren etkinliklere asir1 katilma or.
Elindeki biitiin paray1 aligverise yatirma, diisiincesiz cinsel girisimlerde bulunma ya da aptalca is

yaptirimlar1 yapma

C. Bu duygu durum bozuklugu mesleki islevsellikte, olagan toplumsal etkinliklerde ya da
bagskalariyla olan iligkilerde belirgin bir bozulmaya yol acacak ya da kendisine veya baskalarina

zarar vermesini 6nlemek icin hastaneye yatirmay1 gerektirecek

D. Bu belirtilerin bir madde kullanimina 6r. Kétiiye kullanilabilen bir ilag, tedavi igin
kullanilan bir ila¢ ya da diger bir tedavi yontemi ya da genel bir tibbi durumun dogrudan

fizyolojik etkilerine bagli olmamasi.
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2.2.2. DSM-IV-TR de Hipomanik Dénem Olgiitleri:

DSM-IV-TR’de Hipomanik Dénem Olgiitleri asagidaki sekilde belirlenmistir (APA, 1994;
Simavi V, 2004; http://www.psychiatry.org):

A. Olagan, depresif olmayan duygu durumdan acik¢a farkli, en az dort giin, giin boyu

stiren, stirekli, kabarmis, tagkin ya da irritabil ayr1 bir duygu durum déneminin olmasi

B. Manik epizottaki belirtileri goriiliir.

C. Bu epizot sirasinda, kiside belirtilerin olmadig1 zamanlardakinden ¢ok farkli olarak
islevsellikte belirgin bir degisiklik olur.

D. Duygu durum bozuklugu ve islevsellikteki belirgin bir degisiklik olur.

E. Bu epizot, toplumsal ya da mesleki islevsellikte belirgin bir bozulmaya yol acacak ya da
hastaneye yatirilmay1 gerektirecek denli agir degildir.

F. Bu belirtiler bir maddenin (6r. Kotliye kullanilabilen bir ilag, tedavi i¢in kullanilan bir
ila¢ ya da diger bir tedavi yontemi) ya da genel bir tibbi durumun dogrudan fizyolojik etkilerine
bagli degildir.

2.2.3. DSM-IV-TR 'de Depresif Dénem Olgiitleri:

DSM-IV-TR’de Depresif Dénem Olgiitleri asagidaki sekilde siralanmustir (APA, 1994;

http://www.psychiatry.org):

A. Iki haftalik bir dénem sirasinda, daha onceki islevsellik diizeyinde bir degisiklik olmasi
ile birlikte asagidaki belirtilerden besinin (ya da daha fazlasinin) bulunmus olmasi; belirtilerden

en az birinin ya depresif duygu durum ya da ilgi kayb1 veya artik zevk alamama olmasi gerekir.
1- Hemen her giin, yaklagik giin boyu siiren depresif duygu durum

2- Hemen her giin, yaklasik giin boyu siiren, tiim etkinliklere kars1 (ya da ¢oguna) ilgide

belirgin azalma veya artik bunlardan eskisi gibi zevk alamamast
3- Kilo alim1 ya da kilo kaybi1

4- Hemen her giin, uykusuzluk ya da agir1 uyku olmast

15


http://www.psychiatry.org/
http://www.psychiatry.org/

5- Hemen her giin, psikomotor ajitasyon ya da retardasyonun olmast

6- Hemen her giin, yorgunluk-bitkinlik ya da enerji kaybinin olmasi

7- Hemen her giin, degersizlik, asir1 ya da normal dis1 su¢luluk duygularinin olmasi

8- Hemen her giin, diistinme ya da diisiincelerini belirli bir konu lizerinde yogunlastirma

yetisinin azalmasi ya da karasizlik

9- Yineleyen oliim disiinceleri, yineleyen intihar etme diisiinceleri ve intihar etmeye

yonelik tasarilarinin olmasi.

B. Bu belirtiler, klinik agidan belirgin bir sikintiya veya toplumsal-mesleki alanlarda ya da

onemli diger islevsellik alanlarinda bozulmaya neden olur.

D. Madde kullanim1 ve genel tibbi durumun etkileri ekarte edilmis olmalidir,

E. Yag’a bagli durum ekarte edilmelidir.

2.2.4. DSM-1V-TR de Bipolar Bozukluk Cesitleri:

1- Bipolar I bozuklugu

2- Bipolar II bozuklugu

3- Siklotimik bozukluk

4- Bagka bir sekilde tanimlanmamais bipolar bozukluk (Philips ML ve Kupfer DJ, 2013).

Bipolar I bozuklugu en az bir manik epizodunun oldugu depresif déonem/donemler ile
karakterizedir. Bipolar II bozuklugunda hipomanik epizotlarin (en az dort giin siiren) yani sira
tekrarlayan major depresyon ataklar1 da goriilmektedir. Siklotemik bozukluk olan kisilerde hafif
diizeyde duygu durum oynamalart olur. Bu kisiler durgun olduklar1 zaman daha kendi iclerine
kapanik, ice doniik, karamsar, aglamakli biri olurlar ve iiretkenlikleri diiser. Coskun olduklari
zaman daha enerji dolu, daha fazla insan i¢ine giren, daha ¢viingen ve sakaci biri olurlar (Philips

ML ve Kupfer DJ, 2013; http://www.psychiatry.org):
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2.3. Bipolar Bozuklugun Epidemiyolojisi:

Her ne kadar epidemiyoloji ¢alismalar1 bipolar I bozuklugunun sikligini yetiskin gruplarda
yaklasik %1 civarinda gostermisler ise de, daha yeni ¢aligmalar hastaligin alt gruplarinin,
Ogrenegin bipolar II ve siklotimik bipolarin sikligin1 %4’den daha yiiksek bir oranla gostermistir
(Judd ve Akiskal, 2003; Kupfer D, 2005). NIMH 'nin (National Institute of Mental Health)
verilerine gore 14-18 yasindaki genglerin %11 bipolar bozukluk tasimaktadir. Bipolar I kadin ve
erkegi esit oranda etkiliyor goriinmesine karsin bipolar II kadinlarda daha yaygindir (Goodwin
Fk,1991). Bipolar bozuklu erkeklerde genelde manik evresi ile baglamasia ragmen kadinlarda
depresyon epizodu ile baglama olasiligi daha fazladir. Erkeklerde daha ¢ok manik epizotlari ile
seyir ederken kadinlarda daha ¢ok depresyon epizodu seklinde seyreder (Arnold L, 2003;
Kennedy N, 2005; Diflorio A, 2010).

BB diinya da en ¢ok maluliyete neden olan on hastaliktan biri olup (Kupfer D, 2005),
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 15 ve 44 yas aralarinda maluliyete neden olan altinci hastalik
olarak gosterilmistir (Murray and Lopez, 1997; Daniel J, 2012). Amerika Birlesik Devletlerinde
hastaligin yillik maliyeti kirk bes milyar dolar kadar ytliksek miktarlarda tahmin edilmistir (Daniel
J, 2012) Hastaligin %?20°si intiharla sonuglanmakla birlikte, tedavi edilmemis bedensel

sorunlardan dolay1 da BB hastalarimin émrii %30 oraninda kisalmaktadir (Fagiolini, 2009).

Epidemiyolojik ve klinik ¢alismalar, bipolar bozuklugu olan bireylerin, bazi genel tibbi
durumlardan, BB tasimayan hastalara oranla daha ¢ok etkilendigini gdstermistir (Kupfer D,
2005). Ornegin bu hastalarda kalp damar rahatsizliklar1 1,5-2 kat daha fazla ve dort-yedi yil daha
erken yaslarda goriilmekte olup, kalp damar hastalifindan kaynaklanan 6liimler daha yiiksek
oranlarda olmaktadir. Uluslararas1 Hastalik Siniflamasi-ICD (International Classification of
Disease)’ye gore bipolar bozukluk tanis1 konmus bireylerde hipertansiyon (%34,8), iskemik kalp
hastaligi (%10,5) ve damar hastaliklart (%2,9) anlamli olarak daha yiliksek oranlarda
bulunmaktadir (Fiedorowicz J ve ark., 2008). Benzer sekilde bipolar popiilasyonunda saptanan
tip 2 diyabetin siklig1 da normal popiilasyona gore iic kat daha fazladir (McIntyre R ve ark.,
2008; Kesebir R ve ark., 2010). Diyabetin manik depresif hastalarda daha sik goriilmesinin,

bipolar bozukluktan mi yoksa uygulanan tedaviden mi kaynaklandigi heniliz tam olarak
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aydinlatilmamasina ragmen, son yillarda manik depresif olan bireylerde glikoz metabolizmasinda

da anomali oldugu saptanmistir (Ruzickova M ve ark., 2003; Kesebir R ve ark., 2010).

Bipolar bozuklukta ilag ve hastalikla iliskili hareketsizlik; kas-iskelet travmalari,
hiperkoagiilasyon, diyabet miletus, yasa dis1 ila¢ kullanimi, sigmanlik ve sigara igme gibi birkag
risk faktorii ortaya ¢ikardigindan, bu popiilasyonda solunum sistemi hastaliklar1 ek tanisi
goriilebilecegi de dngoriilebilir (Yang SY ve ark., 2013). Sonug olarak, bipolar bozukluk tasiyan
bireylerdeki somatik sorunlar siktir, zor taninir ve tedavisi zordur. Hastalik, yiiksek morbidite ve
mortaliteye sebep olmasina ragmen, maalesef su ana kadar hastaligi tedavi edici bir ilag
gelistirilememistir ve elimizde olan tiim ilaglar sadece hastaligin bazi belirtilerini gegirebilmekte

ve baz1 fonksiyonlarn diizeltebilmektedir (Alaerts M ve ark.,2009).

2.3.1. Genetik Epidemiyoloji:

Aile ¢alismalart bipolar bozuklugun ailelerde biriktigini gostermektedir. 1960’1 yillardan
beri yayinlanmig aragtirmalar birinci derece akrabalarda bipolar bozuklugun tekrarlanma riskini
yaklasik %9 olarak belirtmektedir Tablo 1°de belirtildigi gibi bu oran genel toplumun yaklagik on
katidir (Smoller CW ve Finn CT, 2003).

Tablo 1. Bipolar Bozuklugun Genetigi (Smoller CW ve Finn CT, 2003).
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Genel toplum 1i¢in risk %01- %a2

Birinci derece akraba 1¢in risk 000

Tekrarlama risk oram %07-10

Tek vumurta ikizlerde konkordans Doad0-2pd5

Kalitim 2080-%085

Sitogenetik/CNV-bagiml bélge 22ql1

Baslica baglantili bélgeler BDNE, DAOA, DISC1, TPH2,
SLCoA4

Tiim genom baglant: analiz calismalarinda DGEH,. CACNAIC, ANK3

belirlenen genler

Bipolar bozuklugu olan hastalarin ailelerinde major depresif bozukluk {i¢ kat daha fazla
goriinmektedir (Smoller CW ve Finn CT, 2003). Aile calismalar1 bipolar I ve bipolar II ’nin
genetik acidan kismen farkli olduklarini gdstermektedirler. Ailelerde bipolar II'nin tekrarlanma
riski daha 6nce bipolar II hastasi olan ailelerde, dnceden bipolar I hastasi olan ailelere gore daha

fazladir (Gershon ES ve ark., 1982; Andreasen NC ve ark.,1987; Heun R ve Maier W, 1993).

Hastaligin diger alt tipleri de aile yigilimi gosterir. Ornegin erken baslangighi bipolar
bozukluk ge¢ baslangi¢’ a gore daha cok ailevi yigilim gostermektedir (Grigoroiu-Serbanescu ve
ark., 2001; Somanath ve ark., 2002). Kontrollii bir aile ¢caligmasinda birinci derece akrabalarda
bipolar I bozuklugun tekrarlama orani erken baslangichi bozuklukta %46,5 ‘dir (Geller B ve ark.,
20006).

Bipolar bozuklugun ailesel dogas1 genlerin tek bagina katkisini belirleyemez, hem genler
hem c¢evresel faktorler ailesel yigilima neden olabilir (Barnett ve ark., 2009). Arastirmacilar
tarafindan genetik etkileri ¢evresel faktorlerden ayirmak i¢in iki yontem kullanilmaktadir; ikiz ve
evlat edinme caligmalari. Bu tiir ¢aligmalar bipolar bozuklugun konkordansinin tek yumurta
ikizlerinde cift yumurta ikizlere gore onemli derecede yliksek oldugunu kanitlamaktadir. Bu
konkordans tek yumurta ikizlerinde %38,5-%43 olmasina karsin ¢ift yumurta ikizlerinde %4,5-
%5,6’dir (Kendler KS ve ark., 1995; McGuffin P ve ark., 2003; Kieseppa T ve ark., 2004). Bu
caligmalar bipolar bozuklugun kalittimini %79-%93 olarak gostermisler, bu yiizde genleri
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tanimlanmis olan meme kanseri gibi tibbi hastaliklarin kalittmindan oldukga yiiksektir (Barnett

ve ark., 2009).

2.4. Bipolar Bozuklugun Etiyolojisi:

Cogu psikiyatrik bozuklukta oldugu gibi bipolar bozuklugun kesin etiyolojisi
tanimlanmamistir, ancak muhtemelen gelisim sirasinda genetik yatkinliklar ile gesitli ¢evresel

risk faktorleri arasinda dinamik etkilesimleri icermesi olasidir (Smith D ve ark., 2012) (Sekil 1).

2.4.1. Cevresel Faktorler:

Bipolar bozukluk ikiz kardese sahip olup hastaligi gelistirmeyen tek yumurta ikizlerine
%40 oraninda rastlanmasi gercegi genetik disinda diger faktorlerin de ©nemli oldugunu
gostermektedir (Smith D ve ark., 2012). Bir takim ¢evresel faktorlerin bipolar bozuklugun
gelisim riskini artirdigr tanimlanmistir. Erken cevresel faktorler, 6rnegin fetal donem veya
dogumda olan komplikasyonlar, ebeveynden uzun dénem ayrilmak, ilgisizlik, fiziki ve cinsel
kotii kullanim bipolar bozuklugun riskini artmasi ile iligkilidir. Geg cevresel faktorler olarak,
yasadis1 ilaglarin kullanim1 (Amfetamin ve kokain gibi) ve fiziksel hastaliklar bipolar bozukluk

ile bagdagmaktadir (Smith D ve ark., 2012).

Cevrazel sk faktorler

\ Tam galismis bipolar bozukduk

Sekil 1. Bipolar Bozuklugunda Gen- Cevre Etkilesimi (Smith D ve ark., 2012)
2.4.2. Genetik Etiyoloji:
Giincel bilim, genetiin bipolar bozuklugun gelisiminde bas sorumlu oldugunu ve ¢ok

sayida genin ayr1 ayn kiigiik etkisinin olabilecegi seklinde kabullenmistir (Barnett J, 2009). Bu
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nedenle iliski c¢alismalari, ilgili gen ve ya genleri bulma c¢alismalarina odaklanmistir. Bipolar
bozuklugun patogenezinde biyolojik aday olarak, baglant1 ve sitogenetik caligmalar sonucunda
cok sayida gen aday olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmelerin sonucunda 6zellikle bir
kac genin (BDNF, ANK3, CACNA1C) hastalikla iliskisi gii¢lii bulunmussa da hig biri tam olarak
kanitlanmamustir (Barnett J, 2009; Craddock N, 2013).

2.5. GDNF

2.5.1. GDNF Kromozom Yerlesimi ve Gen Yapisi:

Insan GDNF geni 5p13.2°de yerlesmis olup (Sekil 2) (Schindelhauer D ve ark., 1995;

http://genome.ucsc.edu) 5:37,812,778 - 37,839,781 genomik yerlesim gdstermektedir
(http://omim.org). GDNF sirastyla 174, 177 ve 3459 bp uzunlugunda olan 3 eksondan

olugmaktadir (http://www.ensembl.org).

s (pt3.2) (T LI D TN NN N T ENE T

Sekil 2. GDNF’nin Kromozom Yerlesimi (http://genome.ucsc.edu).

2.5.2. GDNF Proteinin Yapusi ve Islevi:

Glia hiicrelerinden salgilanan GDNF, santral ve periferal néronlarin yasam, biiyliime ve
farklilasmasini etkileyen norotrofik faktor ailesindendir (Airaksinen M ve ark., 2002). Diger
norotrofik faktorlere benzer sekilde, GDNF ilk once 211 aminoasitlik ProGDNF denilen oncii
seklinde sentezlendikten sonra proteolize ugrayarak 134 aminoasitlik olgun GDNF olusur (Lin ve
ark., 1994). Sekil 3’de goriildiigli gibi GDNF molekiilii bir sarmal topuk bdlgesi, sistein-diigiim
motifi ve parmak bolgesi olmak iizere ii¢c bolgeden olusmaktadir (Wang X, 2012). GDNF
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molekiiliiniin islevsel bir ligand olusturmasi i¢in iki molekiil arasinda sistein bandi olusturarak
homodimer haline gelmesi gerekir (Wang X, 2012).

Sinaps yapilanmasi ve plastisitede onemli gorevler alan GDNF (Ledda ve ark., 2007)
korteks, hipokampus, serebellum, striatum, hipotalamus, orta beyin ve omuriligi kapsayan
merkezi sinir sisteminde genis Ol¢iide dagilmistir (Kavamoto ve ark., 2000). Ayrica invivo
caligmalar1 rekombinant GDNF’nin motor ndronlart apoptozdan korudugunu gostermistir
(Oppenheim R ve ark., 1995). Embriyonik ve postnatal gelisim sirasinda yasam ve biiyiik

olasilikla u¢ dallanmasi i¢in motor néronlar GDNF’ye gereksinim duyar (Sekil 4) (Airaksinen M

ve ark., 2002).

Sekil 3. GDNF Monomer (A) ve Homodimerinin (B)Yapis1 (Wang X, 2012).
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Sekil 4. Gelisim Sirasinda GDNF Ligand Ailesinin Invivo Somatik Algi ve Motor Noronlardaki
Etkisi (Airaksinen M ve ark., 2002).

GDNF ailesi ligandlar1 (GFLs) ilk 6nce GDNF- ailesi reseptor-= (GFRw) reseptorlerine
baglandiktan sonra RET tirozin kinazi1 aktiflestirir. GFRx proteinleri hiicre zarina glikozil
fosfatidil inositol (GPI) ¢ipast ile baglidir ve GFR®4 hari¢ digerlerinin {iger adet globuler ve
sisteinden zengin bolgesi bulunur. GFL’ler, GFR reseptorlerinin ikinci bolgesine baglanir. RET
molekiiliiniin hiicre dis1 bdlgesi GFL-GFRe kompleksi ile etkilesime girer. Ca®*  yonlarinin
RET’in dort kadherin benzeri bdlgesinden birine baglanmasi GFL-GFRx kompleksi ile
aktiflesmesi icin gereklidir (Sekil 5) (Airaksinen M ve ark., 2002). GFL-GFRz- RET birlesigi
hiicre zarindaki lipit sallara bagl olan SRC-ailesi kinaz1 (SFK) fosforilleyerek aktiflestirir. Daha
sonra SFK hiicre i¢indeki siibstatlar1 ve diger zar reseptorlerini aktiflestirir (Sekil 5) ( Airaksinen

M ve ark., 2002).
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Sekil 5. GDNF —Ligand Ailesi ve Reseptor Etkilesimi (Airaksinen M ve ark., 2002).
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Sekil 6. RET’den Bagimsiz GDNF-GFR1 Sinyal Iletimi (Airaksinen M ve ark., 2002).



2.6. MICU1
2.6.1. MICU1, Kromozom Yerlesimi ve Gen Yapisi:

Insan MICU1geni 10q22.1°de yerlesmis olup (Sekil 7) (http://genome.ucsc.edu) 10:74,127,098-
74,385,899 genomik yerlesim gostermektedir (http://omim.org). MICU1 sirasiyla 96, 162, 169,
163, 44, 115, 83, 198, 138, 109, 90 ve 1,016 bp uzunlugunda olan 12 eksondan olusmaktadir

(http://www.ensembl.org).

Chr 10
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Sekil 7. MICU1’in Kromozom Yerlesimi (http://genome.ucsc.edu)

2.6.2. MICUI Protein Yapisi ve Islevi:

Dort yliz yetmis alti aminoasitten olusan MICU1 mitokondrinin i¢ zarinda yerlesmis olup
bir transmembran ve iki kalsiyum baglama bolgesine sahiptir. MICU1, MCU proteinine fiziksel
olarak baghdir ve halen tam bilinmeyen bir mekanizma ile Ca®* alimi i¢in anahtar diizenleyici

role sahiptir (Perocchi F, 2010; Baughman JM, 2011).

Hiicre ici kalsiyum homeostazi hiicre fizyolojisi i¢in yasamsaldir. Kalsiyum homeostazinda
olan bozukluklar kalp yetmezligi, ndron dejenerasyonu ve diyabet gibi hastaliklara neden

olmaktadir (Pan ve ark., 2011). Ayrica, beyin hiicreleri ve glial hiicreleri ile yapilan caligmalar
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mitokondri kalsiyum (Ca**) alimi ve birakilmasmin bu hiicrelerin dliimii ve sag kalim ile,
metabolizma ve aktivitesinde dnemli rol aldigini gostermistir (Simpson ve ark., 1997). Beyin
hiicrelerinde mitokondri Ca®* tamponu olarak gérev almaktadir ve hiicreleri Ca®* artis veya
azalmasindan dolay1 meydana gelen hasarlardan korudugu belirlenmistir. Ca** etkili dinamigini
saglamak i¢in cesitli Ca®* tastyict proteinler hiicrenin farkli bolgelerinde koordine bir sekilde
calismaktadir. Genel bir fikir birligi olarak MCU mitokondride Ca** akini i¢in en dnemli sorumlu
tastyicidir. MCU mitokondrinin i¢ zarinda yerlesik olup (Sekil 8), elektrokimiyasal gradiyent
2+ .

u mitokondri i¢erisine almaktadir. MCU’nun diizenlenmesinde MICU1’in

gorev aldigr diisiiniilmektedir (Perocchi F, 2010; Baughman JM, 2011; Pan S ve ark., 2011).

mekanizmasi ile Ca

Sekil 8. Mitokondri i¢ Zarinda Yerlesik Olan Ca** Akis Mekanizmalari (Pan S ve ark., 2011).
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MICU1 mitokondriyal Ca®* i¢in konsantrasyon esigi belirleyerek mitokondriyal Ca®*
miktarini diizenler. Sekil 9°da gosterildigi gibi MICU1 dinlenme kosullarinda Ca®* kanali olan
MCU’yu inhibe eder. MICU1 azaldig taktirde mitokondrial Ca”* konsantrasyonunda arts
gbzlenir ve bu da reaktif oksijen iiretiminin artisina ve hiicre hasarina neden olur

(Mallilankaraman K ve ark., 2012).

' !
{1l
LA

matris mROS

Sekil 9. MICU1 Proteinin Hiicre Stresi ve reaktif oksijen Yapimi Uzerindeki Etkisi
(Mallilankaraman K,2012) .
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:

Bu aragtirma gozlemsel niteliktedir.

3.2. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/ Cahsma gruplari

Calismada 2011-2013 yillarinda isbirligi i¢inde bulundugumuz, Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Psikiyatri Anabilim Dalinda, DSM-IV bipolar bozukluk tani kriterlerine uygun
olarak tani konan altmisalti hastadan, elli alti goniillii kontrol bireyden ve yirmi yedi hasta
yakinindan amacini ve igerigini agik bir dille anlatan goniillii onam formu ile alinmis kanlar
kullanmustir.

3.3. Calisma Materyali

EDTA’l (Etilendiamintetraasetik asit) tiiplere alinmis olan bir mililitre insan dolasim kani1

calismanin materyali olarak kullanilmistir.
3.4. Arastirmanin Degiskenleri:

Arastirmanin bagimsiz degiskenleri GDNF ve MICUI1 genlerindeki SNP’ler, bagiml

degisken ise bipolar bozuklugun gelisimidir.

3.5. Veri Toplama Araglan
3.5.1. Bilgi Toplama:

Deneklerin bilgileri Dokuz Eyliil Hastanesi Psikiyatri Boliimiinde isbirliginde oldugumuz

psikiyatrist 0gretim {liyelerinden elde edildi.
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3.5.2. Kullanmilan Aletler

Arastirmada kullanilan aletler ve markalart Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Arastirmada Kullanilan Aletler

Alet Marka
Pikodrop Picodrop
Santrifij Thermo scientific

Yatay elektroforez cthazt ve giic kaynags

Thermo scienttfic

Termal cycler Thechne
Pipet seti Eppendorf
Vorteks Biocote
-80 dondurucn Hettich
-20 dondurucu Beko

+4 buzdolabi Beko
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3.5.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

Arastirmada kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Aragtirmada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Kimyasal Madde veya Marka Lot Numara
Sarf Melzeme
DNA izolasyon kiti RTA kit AK2030111- SA2100110
Primer ciftleri Alpha DNA 467300- 467301-467298-

468533- 468531-468530-
468534-467299- 468535-

468532
dNTP Mix 10 mM Fermentas 00075005
Taq polimeraz rekombinant Fermentas 00080566
10 X Taq polimeraz tamponu | Fermentas 00073162
KCl
25 mM MgCI2 Fermentas 00080465
Yiikleme boyasi Fermentas 00076700
Syber green Invitrogen 766065
Agaroz Sigma-Aldrich 120M0464V
TBE (Tris/Borate/EDTA) Thermo scientific 02241

Elektroforez tamponu

3.5.4. Arastirmamin Yontemi:

3.5.4.1. Denek Gruplarimin Belirlenmesi ve Ornek Alimi:

Bu c¢alismanin denekleri Izmir Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Dahili Tip
Bilimleri Bolimi, Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dalina gelen bireyler arasindan se¢ildi.
Hasta grubuna DSM-IV tani kriterlerince bipolar bozukluga uygun olan, baska herhangi bir
sistemik, patolojik ve ruhsal bozuklugu saptanmayan 66 kisi alindi. Hastalarin sagliklh
yakinlarindan goniillii olarak toplam 27 kisi calismaya katildi. Kontrol grubuna herhangi bir
belirgin hastaligi olmayan ve DSM-IV tam kriterlerince bipolar bozukluk saptanmayan 56
goniillii alindi. Calismaya katilan her 3 gruptaki kisilere ¢alismanin amaci agik bir dille anlatildi

ve Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi yerel etik
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komitesinin 25.02.2011 tarihinde onay verdigi bilgilendirilmis onam formu (Ek-1) ile izinler
alindi. Tiim bireylerden DNA eldesinde kullanilmak iizere 1ml dolasim kan1 alindi ve deneysel

calisma yapilana kadar -20 C’de saklandi.
3.5.4.2. Kan Orneklerinden DNA Eldesi:

DNA izolasyonlart RTA (Rta Laboratories Ltd. Sti.) DNA izolasyon kiti ile firmanin
tavsiye ettigi protokol kullanilarak yapildi.

Protokol:

¢ Ependorf marka mikrosentrifiij tiipiine 100 pl kan konuldu.

e Tiipiin tizerine 95 pl sindirim tamponu ve bes pl proteinaz K eklendi.

o Tiip kisa vorteks yapildiktan sonra 20 dakika 55¢’da inkiibe edildi.

e Karigim tizerine 700 pl genomik liziz tamponu eklenip iki dakika vortekslendikten sonra
toplama tiiptine aktarilip 10,000g’de iki dakika santirfiijlendi, ¢okelti atildi.

e Toplama tiipiine 200 pl DNA 6n-yikama tamponu konuldu 10,000g’de iki dakika
santirfiijlendi.

¢ 400 pul g-DNA yikama tamponu eklendi 10,000g’de iki dakika santrifiijlendi.

e Karisim yeni mikrosantirfijj tlipline aktarildi ve tizerine 100 pl DNA yikama tamponu
eklenip 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Tiipler 14,000 g’de iki dakika santrifiijlendi, kolonlar tiipiin iizerinden ayrildi.

Mikrosantrifiij icerisindeki DNA -20¢c’da saklandi.
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3.5.4.3. Elde Edilen DNA 'nin Konsantrasyonunun ve Kalitesinin Saptanmasi:

DNA’nin konsantrasyonu ve safligir 2,5 ul DNA kullanilarak Pikodrop cihazinda 260 ve
280 nm dalga boylarinda elde edilen degerler ile belirlendi. Pikodrop cihazinda OD (Optik
Dansite) 260/280 degerleri 1,8-2,0 arasinda olan DNA’lar ¢aligmaya uygun goriildii.

3.5.4.4. PCR Primerlerinin Tasarimi:

GDNF geni 3’UTR bdlgesi igin, ilk dnce internet lizerinden Dianalab (Maragkakis; 2009)
ve miRBase (Griffiths S, 2004; 2006; 2008;2011) programlart yardimi ile GDNF’nin (mRNA)
3’UTR bolgesine baglanabilen miRNA’lar ve DNA iizerindeki komplementer dizileri tespit
edildi. Toplam olarak 15 miRNA’nin GDNF 3’UTR bdlgesi ile komplementer dizi barindirdig:
tesbit edildi. hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-557, hsa-miR-4524b-3p, hsa-miR-665, hsa-miR-4493,
hsa-miR-520b, hsa-miR-4674, hsa-miR-637, hsa-miR-548av-5p, hsa-miR-4740-5p, hsa-miR-
140-5p, hsa-miR-3690, hsa-miR-3975, hsa-miR-3927, hsa-miR-4709-3p.
(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/?sec=software). GDNF geninin 5’yukarisindaki “TATA” kutusu ve
transkripsiyon faktorleri baglanma yerlerini tanimlayabilmek icin PROMO 8.3 programi
kullanildi (Messeguer X, 2002; Farre D, 2003).
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Tablo 4. GDNF Geni i¢in Tasarlanan Primer Ciftleri.

ileri Primerler

Geri Primeler

BTGGAGCCTAGGACTGAGGAGY

B CCGCTAAAAGGTGTGGATGTY

S CAACCAAAAAGGCTGTGCTCY

BACCCAAACACCTGACAGCTCY

S AAGGCCTTCCCTCTCACACTS!

FAAGGGGCAATCCGAACTT

S CACACACCGTGATGGAAATCS

S CAGCATTAAATCCAGGACTACCY

BTGATGGAGGCCAGTATTTCA

S GTGATTIGGTTGCTGGGAGTT

MICUI1 kalsiyum baglanma bolgelerinin amplifikasyon amaci ile ilk 6nce

“http://www.uniprot.org/blast” sitesinden protein dizisi ve kalsiyum baglanma bolgeleri

saptandi1. Daha sonra “http://frodo.wi.mit.edu/primer 3” sitesindeki primer ii¢ program yardimu ile

ilgili bolgeler i¢in primerler tasarlandi. Primerlerin DNA dizisi tizerindeki yerleskesi ek-2’de

gosterilmistir.

1

(=]

d

MEFRLMNSLS

PCVDNLESDT

130
¥YSTPDEIFRY

150
ISQOEREEREFAD

250
EEFEQVQSIT

210
RELOHDWVLETL

270
FOEVENFFTE

430
DCDGNGELSN

20
AELAVGSEWY
80
GDEGENEDEG

140
FATLFEWVISEFR

200

EGSIFYTLGEE

260
BRSQTSMGMEH

220
EFERHDEPVDG

280
LENINDWVDTSR

440
FEFVSIMEQR

30
HGGSQPIQIR

S0
DVCHNHERKTR

150
GEAEVFMTFEE

210
CGLISFSDYT

270
REDEPTTGNTL

2320
EITERQFGGEM

290
LEFYHMAGAS

450
LMEGLEFREPED

40
RERLMMVAFLG

100
DLAPHPEEERE

1le0
DEFVRSITPNE

220
FLTTVLSTPQ

280
ESGCGLCSAT,TT

240
LLAY SGWVOSFE

400

LDEVTMQOQVL

460
MEGEFTRLMOQONM

110
FERSGFRDREF

170
EQPEHLGLDQ

230
ENFEIAFEME

250
YFFRFGADLEGE

250
ELTAMOROLE

4710
RTVARVELSD

470

WECAQETAWD

60
LWERAHAESE

120
VTMEYENREIRD

180
YITITFERFDGEEE

240
DLNGDGEEWDM

200
LTIENFLEFQ

260
FHFFEGEGSGLT

FALPEQ

Sekil 10. MICUT1 Proteini 1. Kalsiyum Baglanma Bdélgesi. (http://www.uniprot.org/blast)
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PCVDNLESD

1320
YSTPDEIEFRY

190
ISQEREFRFAD

250
EEFEQVQSII

210
RELQHDVLFET

avo
FQEVENEETE

430
DCDGNGELSM

20
ARLAVGSRWY
80
GDEGENEDEG

140
FATLEVISEP

200

EGSIFYTLGE

260
RESQTSMGMEH

3220
EFERHDPVDG

aao
LENINDVDTA

440
EEFVSTMFEOR

30
HGGSQPIQIR

S0
DWVCNHERETER

150
GEAEWVEMTEE

210
CGLISFSDYT

270
RDRPTTGHNTL

3220
RITERQFGGM

as0
LSEFYHMAGRS

450
LMEGLEEPED

40
RRLMMVAFLG

100

DIL.APHPEEFRFE

1a0
DEVRSITPHNE

220
FLTTVLSTEQ

280
ESGLCSATTT

3240
LLAYSGEVRSEK

100

LDEVTMQOWVE

460
MGEFTRLMOILM

110
EERSGEFRDRE

170
FEQPEHLGLDQ

220
EMNFEIAFFEME

290
YEFEFGADLEGE

230
RLTAMQROLE

WECAROET AW

&0
LWERLHAESPE

120
VMEYENRIRA

180
¥FITFREDGEFE

240
DLMNGDGEEWDM

200

LTIFHNEFLEEQ

3260
FHFEFFEGEREGLT

FATLPERO

Sekil 11. MICU1 Proteini 2. Kalsiyum Baglanma Bolgesi. (http://www.uniprot.org/blast)

Tablo 5. MICU1 I¢in Tasarlanan Primer Ciftleri.

lleri Primerler
BGCTGTCTTTACTGGCCGTAGTY

Geri Primeler
HFGGTAACTCCAAGGCACATGAY

HGCTGGAATTACAGGCATGAGY SAGGTGGGETAGCTTGAAGAGGY

HGCAGTTGGAAATATCGAGGAAGTY SCAGTGTGGGGTTACTGTITGGY

3.5.4.5. PCR Standardizasyonu:

Istenilen bolgeleri cogaltacak olan cift primerler 10 pikomol olacak sekilde firmanimn
onerdigi miktarda sulandirildi ve aliktalar hazirlanip  -20’a kaldirildi. Cift primerlerin
standardizasyonu i¢in Tablo 6’da gosterildigi gibi gradiyent PCR cihaz1 kullanilarak baglanma
sicakligi i¢in gradiyent ayarlandi. MgCl, konsantrasyonu 1 mM, 2 mM v 3 mM seklinde denendi
ve PCR caligmalar1 i¢in en uygun kosul sec¢ildi. Tablo 7°de primer ¢iftlerinin PCR profilleri

gosterilmistir.
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Tablo 6. Baglanma Sicakligi I¢in Kullanilan Gradiyent.

Baglanma
Sicaklig °C

Tablo 7. Primer Ciftlerin PCR Profilleri.

CDNF CDNF CDNF CDNF CDNF

MICTL MICT1 MICT1
Bazamaklar §'yulan FUTR FUTR FUTR 3ITUTR

LCift 2.Cift ACift

Bilgesi L.Cift 2.Cift A.Cift 4.Cift

Baglanzi; Denatirazyonu 5C Adk | 9rCAdk | 9rChAdk | 9rChadk | CAdk | SCAdk | B0 Gdk | 9C Ak
Denattrazyon S5C30: | SC G0z | S5C 30z | SC G0z | 95C50: | SC/A0: | S5°C G0z | 95°C0s
Baglanma SE1°CA3s | 385°C 43s | 365°C 43s | 355°C/d5s | 60°C/85: | 382°C 43 | 375°C A% | 375°C 45
Tzama TIC/50s | TTCA0s | TTCA0s | TC50s | TTCA0: | TICA0: | TrC s | TrC a0
Sonlanlama Uzamaz TC adk | 72°C adk | 72°C Ak | 72°Cadk | TrCadk | TrCAdk | 72°C Gdk | 72°CGdk
Devir = E5 = G5 EE = E =

3.5.4.6. PCR tn Hazirlanisi:

Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde PCR bilesenleri sira ile 0,2 pl steril ve
enzimlerden arinmis tiiplere kondu. PCR reaksiyonu buz tizerinde kuruldu. 0,2 pl PCR tiiplerinin
tizerine denek numarasi, ¢alisilan genin ismi ve bolgesi yazildi ve iclerine gerektigi kadar DNA
kondu (Tablo 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15). Denek c¢alismalar1 her seferinde on denek seklinde
calisildigr i¢in ilk 6nce 2,5 pl lik tiip icerisine tiim bilesenlerin DNA hari¢ on kati konularak
karisim hazirlandi. Karigim hazirlanirken ilk 6nce su en sonda Taq polimeraz eklendi. Hazirlanan
karisim pipet ile kdpiirtmeden iyice homojenize edildikten sonra PCR tiiplerine dagitildi. Her bir
tiipte pipetaj yapildi ve hizla PCR cihazina yerlestirildi. Her bir PCR reaksiyon ¢alismasinda i¢
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kontrol olarak su ile deney kontrol edildi. GDNF’nin 5’yukar1 bdlgesinin primerine ait PCR
bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 8’de, GDNF 3’UTR bdlgesinin 1. 2. 3.ve 4.Cift Primerleri PCR
reaksiyon bilesenleri sirasiyla Tablo 9, 10, 11 ve 12°de MICUI1 1. 2.ve 3.Cift Primerleri PCR
reaksiyon bilesenleri sirasiyla Tablo 13, 14 ve 15°de gosterilmistir. PCR islemi otomatik sicaklik

dongiisii saglayan ‘thermal cycler’ ile yapildi.

Tablo 8. GDNF Geninin 5’Yukar1 Bolgesine Ait PCR Reaksiyonunun Bilesenleri ve Miktarlari.

Bilezenler Ik konzanirazyon Son konzantrazyon 20 pl reaksiyon 10X reak=iyon
HIO (Nikleaz 40.0 400.0
icermeyen, steril )

10 X tag tamponn 103X 08X 4.0 40.0
10mM ANTP karzmm 10 mbd 0.028 mM 0.14 14
Iler1 primer 10 pmeol’ ul 0. 1pmeol’ ul 03 30
Geri primer 10 pmol’ ul 0. 1pmol’ ul 03 30

Tag pelimeraz enzimi FUW 117730 pl 0.2 20

25 mM MeCle 15wl 0.3% pl .66 [
DNA Kalila 20z pl 1éme 4 4310

Tablo 9. GDNF 3’UTR 1. Cift Primere Ait PCR Reaksiyonunun Bilesenleri ve Miktarlari.

Bilesenler ilk konsantrasyon Son konsantrasyon 50 pl reaksiyon 10X reaksiyon
H20 (Niikleaz 33.8 338.0
icermeyen, steril )

10 X taq tamponu 10X 0.8X 4.0 40.0
10mM dNTP karisim 10 mM 0.04mM 0.2 2.0

ileri primer 10 pmol/ pl 0.1pmol/ ul 0.5 5.0

Geri primer 10 pmol/ pl 0.1pmol/ ul 0.5 5.0

Taq polimeraz enzimi 5U/l 1U/50 pl 0.2 2.0

25 mM MgCl 25 mM 0.4mM 0.8 8.0

DNA Kalib1 20 ng/ pl 4 ng/ ul 10.0 10.0 X10

Tablo 10. GDNF 3’UTR 2. Cift Primere Ait PCR Reaksiyonunun Bilesenleri ve Miktarlari.
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Bilegenler Ilk konzantrazyon Son konzantrasyon 50 pl reaksiyon 10X realkz=iyon
HIO (Nikdeaz 264 26400
icermeyen, steril )

10 X tag tamponun 105 0830 4.0 400
10mM dNTP karisim 10 mbd .04 mbJ 0.2 14

Tleri primer 10 pmeol’ wl 0. 1pmeol’ wul 0.5 5.

Geri primer 10 praol pl 0. 1pmol’ ul 0.5 3.0

Tag polimeraz enzimi 3l 10050 W 0.2 2.0

25 M M=ClL 25 mhd 1.6 mhd 312 320
DNA Kaliln 20 ng pl Gng pl 130 130310

Tablo 11. GDNF 3’UTR 3. Cift Primere Ait PCR Reaksiyonunun Bilesenleri ve Miktarlari.

Bilezenler Ik konzantrasyon Son konzantrazvon 50 pl reaksiyon 10X reak=iyon
HIO (Nukleaz icermeyen, 327 3270
steril )

10 X tag tamponn 107% 0EY 4.0 40.0
10mAf ANTP karizmn 10 mabd 0.02 mhd 0.1 1.0
Tleri primer 10 pmol’ pl 0.06 pmaal’ ul 0.3 3.0
Geri primer 10 pmel’ ul 0.06 pmal’ ul 03 3.0
Tayg polimeraz enzimi 3l 1150 0.z 2.0

25 mM MeCl 25 mhd 1.2 mhd 24 240
DNA Kalila 20 ng pl dng 10.0 10,010

Tablo 12. GDNF 3’UTR 4. Cift Primere PCR Reaksiyonunun Bilesenleri ve Miktarlari.

Bilesenler ik Kkonsantrasyvon Son konsantrasyon 50 pl reaksivon 10X reaksivon
H20 (Niikleaz 36.4 364.0
icermeyen, steril )

10 X taq tamponu 10X 0.8X 4.0 40.0
10mM dNTP karisimi 10mM 0.04 mM 0.2 2.0
ileri primer 10pmol/ ul 0.1pmol/ pl 0.5 5.0
Geri primer 10pmol/ ul 0.1pmol/ pl 0.5 5.0
Taq polimeraz enzimi 50U/l 1U/50 wl 0.2 2.0

25 mM MgCh 25 mM 1.6 mM 3.2 320.0
DNA Kalib1 20ng/ pl 2 ng/ ul 5.0 5.0X10

Tablo 13. MICU1 1. Cift Primerine Ait PCR Reaksiyonunun Bilesenleri ve Miktarlari.

Bilesenler ilk konsantrasyon Son konsantrasyon 50 pl reaksiyon 10X reaksiyon
H20 (Niikleaz 36.4 364.0
icermeyen, steril )

10 X tag tamponu 10X 0.8X 4.0 40.0
10mM dNTP karisimi 10 mM 0.04 mM 0.2 2.0
ileri primer 10pmol/ pl 0.1pmol/ pl 0.5 5.0
Geri primer 10pmol/ ul 0.1pmol/ pl 0.5 5.0
Taq polimeraz enzimi 5U/ pl 1U/50 pl 0.2 2.0

25 mM MgCl 25 mM 1.6 mM 3.2 32.0
DNA Kalib1 2 ng/ pl 1.4 ng/ pl 5.0 5.0X10

Tablo 14. MICU1 2. Cift Primerine Ait PCR Reaksiyonunun Bilesenleri ve Miktarlari.
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Bilesenler ik konsantrasyon Son Konsantrasyon 50 pl reaksivon 10X reaksivon
H20 (Niikleaz 34.8 348.0
icermeyen, steril )

10 X taq tamponu 10X 08X 4.0 40.0

10 mM dNTP Kkarisimi 10 mM 0.04 mM 0.2 2.0
ileri primer 10pmol/ ul 0.1pmol/ ul 0.5 5.0
Geri primer 10pmol/ ul 0.1pmol/ nl 0.5 5.0
Taq polimeraz enzimi 5U/ul 1U/50 ul 0.2 2.0

25 mM MgClL, 25 mM 2.4 mM 4.8 48.0
DNA Kalibi 2ng/ pl 1.4 ng/ i 5.0 5.0 X10

Tablo 15. MICUI 3. Cift Primerine Ait PCR Reaksiyonunun Bilesenleri ve Miktarlari.

Bilesenler ik konsantrasyon Son Konsantrasyon 50 pl reaksiyon 10X reaksiyon
H20 (Niikleaz 34.8 348.0
icermeyen, steril )

10 X tagq tamponu 10X 0.8X 4.0 40.0

10 mM dNTP karisimi 10 mM 0.04 mM 0.2 2.0
ileri primer 10 pmol/ pl 0.1pmol/ ul 0.5 5.0
Geri primer 10 pmol/ pl 0.1pmol/ pl 0.5 5.0
Taq polimeraz enzimi 5U/ ul 1U/50 ul 0.2 2.0

25 mM MgClL 25 mM 2.4 mM 4.8 48.0
DNA Kalibi 2ng/ pl 1.4 ng/ pl 5.0 5.0 X10

3.5.4.7. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrol Edilmesi.
3.5.4.7.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi:

PCR firtinlerinin boyutlar1 500-800 bp oldugu i¢in %1,5 jel hazirland1. 1,5 gr agaroz tartildi
100 mI’lik erlen igerisine aktarild1. Uzerine son hacim 100 ml olacak sekilde 0,5 X TBE tamponu
ilave edilip mikrodalga firinda 1sitilarak ¢oziildii. Cesme suyunun altinda el yakmayacak
sicakliga kadar sogutulan jel icerisine dort pl Syber Green ilave edilerek karistirildi. Hazirlanan
jel, yatay jel yatagina dokiildii ve icine yiikleme kuyular1 olusturmak igin taraklar yerlestirilip oda
sicakliginda sertlesmeye birakildi. Jel sertlestikten sonra taraklar dikkatle cikarildi ve ornek

yiiklemek iizere elektroforez tankina yerlestirildi.
3.5.4.7.2. PCR Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi:

Elektroforez tankina yerlestirilmis jelin iizerine 2-3 mm asacak sekilde 0.5X TBE
tamponunu eklendi. Pipetlenerek homojenize edilen her PCR f{irlinlinden 5 pl, yiikleme
tamponundan bir pl almip iyice karistirildi ve jel iizerinde olusturulan kuyucaklara sirayla

yiiklendi. PCR {iriinlerinin beklenen biiytikliikte bant olusturdugunu saptamak iizere ilk kuyucuga
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100 bp lik DNA marker ya da uzunlugu bilinen bir PCR {iriinii yiiklendi. Yiikleme isleminden
sonra tankin kapag1 kapatilip gli¢ kaynagi 80 Volt 25 mili ampere ayarlanip elektroforez sistemi

baslatilarak fragmanin bir saat yiiriimesi saglandi.
3.5.4.7.3. PCR Uriinlerinin Kontrolii ve Goriintiilenmesi:

Jel ultra viyole (UV) altinda transliiminatdrle incelenip, bantlar goriintilendi. PCR
tirtinlerinin uzunluklar1 ve koyuluklar1 ilk kuyucuga eklenen marker veya uzunlugu bilinen PCR

iriinleri ile kiyaslandi. Nonspesifik bant varligi incelendi.
3.5.4.8. DNA Dizi Analizi ve Hazirlik Asamalari:

Tiim PCR iriinlerinden Spl alip yukarida anlatildigi gibi jelde yiiriitiiliip ve UV altinda
goriintii alind1. Keskin ve temiz bant paterni gozlendi. PCR oOrnekleri dizi analizi MacroGen
(www.macrogen.com) firmasindan hizmt alimi olarak saglandi. Her 6rnek i¢in ilk Once ileri
primerle dizi analizi yapildt mutasyon/SNP bulundugu takdirde ters primerle de
mutasyon/SNP’ler dogrulandi. Bu islem i¢in; 6rnek basina, iki pl primer (10pmol/ml) PCR

ornekleriyle beraber gonderildi ve sonuglar elektronik iletisim yolu ile alindu.
3.6. Arastirmanin Plam1 ve Takvimi:
Arastirmanin plan ve takvimi Tablo 16’da gosterilmistir.

Tablo 16. Aragtirmanin Plani ve Takvimi
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Iz Pakeh Tammm A}rl ar

Hasta, Hasta
Yalom ve Eontrol Kanlann
Toplanma=1

DHNA 1zolasyonlan,
Ealita ve Mikdtar Tayimi

PCE Primerlerinin
Tasarmm, Temumi ve PCE

PCH Uriinlermin
Viiritalmes
Gérimtiilanmesi, Sekans
Hazuhi

Sekanzlama ve
Yorumlama

Sonuplarm
Degerlendinbmesi ve
Yayma Hazmrhk

3. 7. Verilerin Degerlendirmesi:
3.7.1. DNA Dizi Analizlerinin Degerlendirilmesi ve Kullanilan Yontemler:

DNA dizi analizi sonuglari, GDNF ve MICUI1’in NCBI’da tanimlanan dizileri referans
almarak degerlendirildi.  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer). Sekans sonuglarinin
degerlendirilmesinde blast analizi, dizi analiz programlar1 ve standart analiz kullanildi. Tiim
yontemlerin sonuglar1 birbiri ile karsilastirildi. Degerlendirmeler denek grubunu bilmeden kor

analizle gergeklestirildi.
3.7.1.1. Blast Analizi:

Metin formattaki veriler kullanilarak http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cci PROGRAM

adresinde her denek i¢in ayr1 ayri karsilagtirilma yapildi.
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3.7.1.2. Dizi Analiz Programlari:

Iki DNA analiz programi kullanildi; Chromas 2.31 ve DNA Dynamo. Abil formatinda olan
veriler degerlendirildi. Bu programlar kullanilarak veriler homozigot ve heterozigot baz

mutasyon/SNP’leri yoniinden incelendi.
3.7.1.3. Standart Analiz:

Pdf formatinda olan veriler bilgisayar ortaminda gozle tarandi ve 6zellikle heterozigot baz

mutasyon/SNP’leri belirlendi.
3.7.2. Verilerin Istatistigi:

Saptanan tiim SNP’ler icin SHESIS programi kullamlarak Hardy-Weinberg dagilimu,
olasiliklar oran1 ve giiven aralig1 hesaplandi (Shi Y ve He L, 2005). Anlaml fark 0.05’den az
olarak degerlendirildi. Hasta grubu ve goniillii saghkli grubun arasinda SNP’lerin iliskisi 5 ile
hesaplandi. Gruplar arast SNP’lerin baslangi¢ yasin iizerindeki etkisi t-testi ile degerlendirildi.
Gruplar aras1 demografik 6zelliklerin farki ANOVA testi ile degerlendirildi. Tiim istatistik testler
EXCEI 2010 programu ile yapildu.

3.8. Arastirmanin Simirhliklari:

GDNF proteinin ve mRNA ekspresyon diizeylerinin beyin dokusunda bakilmasi GDNF
ekspresyon degisiklikleri i¢in iyi ¢aligma olabilirdi. Ancak beyin dokusunun elde etmenin

zorlugu ve daha 6nce 6n ¢aligmalarin yapilmasinin gerekmesi nedeni ile ¢aligilamadi.

3.9. Etik Kurul Onay1:

Dokuz Eyliil Universitesi Etik Kurulu’ndan alinmis no:2012/05-11 tarih: 25.02.2011 etik
kurul onayi ile ¢alisma baslatilmistir (Ek-3).

41



4. BULGULAR

4.1. Calisma Gruplarmmin Olusturulmasi:

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi, Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dalina gelen
bipolar bozukluk disinda herhangi bir hastaligi olmayan olgular ve yakinlar1 hasta grubunu ve
hasta yakini grubunu olusturmaktadir. Kontrol grubu ise bipolar bozuklugu ve baska herhangi bir

belirgin hastalig1 olmayan bireylerden olugmaktadir.

Tablo 17. Calismanin Hasta Grubuna Ait Kod, Cinsiyet ve Hastaligin Baglangi¢c Yas1 Kod

Kod Kadmn/ Baglanzg Kod Kadwm/ Baglangy Kod Kadm/ Baglanzi Kod Kadm/ Baglanz Kod Kadmn/ Baglang
Erkek it Erkek iy Erkek i Erkek = Erkek o
BGO06 | E 71 | BGZO | E 16 | BGZT | K 18 | BG40 | E 3§ | BGOT3 E 33
BGooE | K 31 | BG2is | K 30 | BGI47 | E 34 | BG4 | E 31 | BGO6 | K 3
BGo1Z | K 38 [ BG20 | K 30 | BGI®0 | E 77 | BGos6 | K 13 | BGos7 | E 13
BGOLs | E 71 [ BG23 | K 13 | BGI&T | E 75 | BGo57 | K : | BGOZ | K 70
BGOI7 | K ¥ | BG0 | X 0 | BG2e8 | E 34 | BG0® | K 10 | BGoG | K ¥
BGR2 | K 1o | BG3 | X 15 | BGm@2| E 33 | BGOGE | K 34 | BGZO3 E 70
BG3 | K 37 | BG0# | K 36 | BGI® | K 73 | BG4s5 | E 32 | BGI0 | E 10
BGos | K 36 | BGE2 | E ] BGIZ | K 34 | BG487 | E 32 | BG2E | K EF]
BGo34 | E 14 | BGIOI E 35 | BG4E | E 16 | BG518 | E 12 | BGH7 | K 18
BG036 | E 33 [ BG®2 | K 14 | BGIE | K 17 | BGSI | K 10 | BG287 | E =
BG354 E 24 BG194 K 34 BG628 K BG632 K BG267 E 23
BG6E | K 2 [ BG0 | K 77 | BG62T | E BG620 | K BG622 E -
BG0 | K 6 | BGW6 | K 76 | BG630 | K BGI0 | K 30 | BGE | E 16
BG51 | E 18
Tablo 18. Calismanin Kontrol Grubuna Ait Kod ve Cinsiyet.

- Kadm! - Kadiwn! - Kadiwn! - Kadm! - Kadmn/ - Kadiwn! - Kadm! - Kadimn/
Kod | gy | Kod | prgy | Kod | gy | Kod | gy | Ked | gy | Ked | gy | Ked | gy | Bed | gy
Bil5d E B06 K BG283 K Bi3334 K B33 K B3 E B39 K B311 K
BGLAD E BG407 E BGlEE E BGlis K BGIM E BGHG E B2l K BGLS E
Bi186 K B9 E BG290 K BG3T K BGI22 K B62d K BiG23% E Bixi68 E
BG126 E BG4S K BG191 E BG40 K BGEIL K BG241 K BG40 K B89 E
BG230 E BG43T E BG294 K BiG343 K BiG251 K BG233 K BG306 E Bi266 K
BG237 K BT K BG195 E BG4S E BG176 E BG5S K BG3L0 E BG27S E
Bi3238 K B4 K BG302 E B350 E BiG3l6 K BG23% K B2 K Biz262 K
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Tablo 19. Calismanin Akraba Grubuna Ait Kod, Cinsiyet.

Kod | prnk | Kod | P | Ko | poek | Kol | P | Kod | po | Kod | Fak
BGIT | K BGOSO | K BGI:T | E BG22S E BGSS | E | BGOT K
BGOIS | K BGOES | K BGO41 K BGlE | K BGO26 | K | BG22 K
BGO11 K BG4 | K BGO45 E BG4 | K BGO2S | E | BGSR K
BGO13 K BGOTS K BGOSS K BG4 | K BGOSR | K | BG2T K
BGOIE | E BGO35 E BG2W | E

Tablo 20. Calisma Gruplariin Baslangi¢ yas Ortalamasi, Erkek/Kadin Orani, Baslangic Yas

Yiizdesi. ANOVA testine gore ¢calisma grublarinin demografik 6zellikleri arasinda anlamli fark

yoktur (P>0,5).
Cahzma ramanmda
Cahzma Grubu Sam ¥az ortalamaz Bazlangie Yaz Ortalamam Kadm Erkek Oram
Bipolar Bozukluk Grobu 1 37.0210.42 26.60=10.10 AT
Saghkh Gimlla Grubu £6 3T49:=11.52 vok 2/24
Birinci Derecs Alraba
Grubu 27 42.192132.92 vok 19/8
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4.2. DNA lizolasyon ve Olciimleri:

Calisma grubundaki bireylerden EDTA’l tiiplere alinan bir ml kan 6rneginden DNA

izolasyonu yapildi. Izole edilen DNA safliklar1 ve konsantrasyonlar1 pikodrop ile 6lciildii. Ayrica,

tim DNA ornekleri %1 agaroz jelde yiiriitiildii ve transliiminator ile goriintiilenerek pikodrop

bulgulan teyit edildi (Sekil 12). DNA 6rneklerinin pikodrop 6l¢iimleri Tablo 21°de gosterilmistir.

|

"
“

rr
_

Sekil 12. Bazi1 Olgulara Ait DNA Orneklerinin Agaroz Jel Goriintiisii.

Tablo 21. DNA Orneklerinin Pikodrop Olgiimleri.

sy || sy || [ | e [ ] | e
Kod | ngjwe | A280 | goa | nem | A%80 | Kod | ne | A%80 | Kod | nemt | A%80 | Kod | ng | A280
soooe | 189 | 1747 | oo | 152 | 1999 | poo | 166 | 1854 | oo T 238 | 182 | g0 | 2208 | 1697
seos | 331 | 1898 | e | 191 | 2011 | oo | 104 | 2009 | oo | 174 | 1922 | oo | 2096 | 1541
scor | 324 | 1997 | pooee | 120 | 2594 | poio | 94 | 208 | oo | 158 | 1875 | oo | 330 | 1694
sools | 32 | 20038 | pooon | 149 | 2584 | pooo | 367 | 2272 | Lo | 1167 | 2081 | oo | 1818 | 1597
BGol7 | 5L0 | 20714 [ Lo T 178 | 1781 | ool | 359 22 | paoso | 685 1787 | paoos | 1497 | 1759
soom | 158 | 20388 | ool 880 | 1551 | poo | 312 | 1897 | o[ 880 | 136 | oo 1544 | 157
scoms | U7 | 237 | poom | 5% | U617 | gz | 302 | 185 | posss | 942 | 1492 | poore | 233 | 2018
sooss | 24 | 2121 | poa | 622 | 1AL | poo | 283 | 1914 | oo | 928 | 1333 | oo | 118 | 2086
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BGo34 | 639 1890 [ poior | 515 1483 | oo | 277 1858 | posie | 103 2357 [ poyer | 127 1.734
Bcose | 441 1747 | paio | 721 1503 | e | 352 1949 oy 2,2 2105 | pioer | 252 2.019
BGss4 | 615 1808 | poo, | 551 1635 | poooe | 345 1912 | g 0,3 0.101 [ pooes | 3054 | 2444
P 711 1937 | pong | 245 1972 | peeos | 429 2004 | oo 1,2 1191 | poo | 3059 | 2253
Bes10| 549 2003 [ pooge | 184 186 | poeso | 410 1941 | peioo 4,4 2024 [ pooce | 3175 | 2141
BGS71 | %65 2014 [ poioe | 112 2239 | pooen | 276 1875 | poagg | 134 3085 | poay | 246 2.051
BGIsa | 1363 | 2384 | oo 0| 946 1628 | poree | 303 2066 | poaae | 295 1663 | pooa | 242 1.725
BGI60 | 642 2098 [ gy | 402 1705 | pingg | 298 2034 | oo | 219 3258 | pians 5,7 1.829
BGIs6 | 539 238 | pogss | 109 2038 | oo 17,2 1961 | poayg | 209 2408 | poea 4,6 1.842
BGue | 367 2141 | poao | 532 1583 [ pgy | 357 2034 | g | 229 2105 | poosy | 209 1.604
BG20 | 220 1714 | oo | 868 1556 | poogs | 349 1972 | poaye | 256 1747 | paore | 196 1.553
BGoy7 | 247 2872 | poio | 228 2048 | poooo | 265 1978 | poaso | 2703 | 1808 | oo 575 2.024
BGo3s | 355 187 | p6at0 3,8 1862 | ooy | 256 1898 | poooo | 2693 | 1937 | oo [ 565 2.012
BGaes | 222 1684 | ool 3,5 1274 | poaie | 2200 | 1644 | o0 168 2003 | pooeg | 1342 | 1846
BGs0o | 245 2067 | pooag | 1883 [ 1067 | oo | 2157 | 1545 | oo | 3240 | 2014 | oo | 228 2.003
BGe2a | 250 2018 | pooyy | 394 1166 | peyeo | 167 2252 | pooia | 1574 | 2084 [ ool 6,0 2.021
Booal | 146 1887 | poaoe | 1576 | 1848 | oo | 251 1886 | piogig | 193 2317 [N 5,2 2.092
BGas3 | 238 1785 | poaig | 2086 | 1516 | oo | 110 2123 | g | 137 2121 | pooos | 247 2.544
BGoss | 2600 173 | poans | 1355 | 2069 | oo | 234 1936 | poogq | 2803 | 1721 | oo o 178 2.151
BG2so | 669 2051 | pooce | 2512 | 1698 [ oo | 250 236 | pooss | 300 1781 | pooos | 396 1.743
602 2233 | 1591 | poooo | 145 2004 | g | 229 2009 | pooss | 224 1953 | poong | 490 2.51
BGosg | 269 1862 | poooo | 167 2052 | pooo | 171 1816 | poog | 236 2.197

Tablo 21 (devam). DNA Orneklerinin Pikodrop Olgiimleri.
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4.3. PCR calismasi ve PCR orneklerinin goriintiilenmesi:

Elde edilen DNA’lar PCR ile ¢ogaltildi. Elde edilen PCR 6rneklerinden bes pl’si agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii ve UV 1smninin altinda goriintiilendi. Goriintiileme sonuglarina ait bazi

sonuclar Sekil 13°de verilmistir.

Sekil 13. Baz1 Olgularin 5°UTR Bélgesine Ait PCR Uriiniiniin Agaroz Jel

Goruntusu.

405 bp

Sekil 14. Baz1 Olgularm 3’UTR 4. Bolgesine Ait PCR Uriiniiniin Agaroz Jel

Goruntusu.
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Sekil 15. Bazi olgularm 3°UTR 3. Bélgesine Ait PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Goriintiisii.
4.4. DNA dizi analizi:

Nonspesifik bant icermeyen PCR irilinleri saflagtirma ve dizi analizi i¢in Makrogen
firmasina gonderili (http://www.macrogen.com). Dizi analizi sonuglar1i DNADynamo ve
Chromas programlart ile incelendikten sonra Pdf formatinda olan analiz sonuglari gbzle de

incelendi ve DNA dizisindeki mutasyon/SNP’ler saptandi.
4.5. Arastirmada saptanan SNP’ler:

Calismamizda GDNF geninde toplam on SNP saptandi. Saptanan SNP’ler den 7’si daha
Once saptanmig olan ve SNP veri tabanlarinda mevcut olan SNP’lerdi. SNP’lerden 3’ii ilk defa bu
calismada saptandi. Saptanan SNP’ler ve denek kodlar1 Tablo 22’ de gdsterilmistir. Saptanan
SNP’lerin kromozom yerlesimleri, allel frekanslar allel sayisi ve genotip sayst Tablo 23°de

verilmistir.
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Tablo 22. Calismada Saptanan SNP’ler ve Denek Kodlart.

BG137-BG02-BG4ET

Bi&3534-BGA50-BG425-
B(H37-B463-BG305

Saptanan SNP Bipelar bazuklugn srabm kod |  Sajllh sfudld mobukod | Dirimc "*"‘;:—d‘“b“ grubu
BGO06-BGO0S-BGU3T- ey,
BG059-BG063-BG224- -BG2E6-BG295-
2075680SNP C=A ECrsT ROl BeIe] BG322-BG330-BG331- BG007-BGO60-BGO6S-
154 BOSTIBC1AT. BG336-BGI40-BG3MS- BGOSE-BG146-BG225
i BG350-BGH49BGE31-
BG266 BGI4BG302
BG023-BGOST-BG092-
raT9669773 T=C BG17E-BG142-BG192- BG310-BG337-BG435 BG024-BG204
BG490-BG307-BG1E0
] BG240-BG231BGIT6-
62360370 Gt BG003-BGM4-BG14T- BG186-BG302-BG316- I

rz]42426388 T=C BGO36

rz14T083416 C=T BG331-BG2ES
r278613670 C=T BG151-BG008

ral15321727 A=C BGH14
£:37814769 G=A BG310
£:37B12784 T=A BGS1E-BGS4

£:37B11761 T=A BG518-BGI54

4.5.1. rs2075680 C>A SNP

Calismamizda saptanan SNP’lerden, rs 2075680 C>A SNP bipolar tanis1 konulan 13 kisi,

saglikl1 goniillii 18 kisi ve akraba alt1 kiside saptand1 (Sekil 16 ve Tablo 22). Ug saglikli goniillii

ve bir birinci derece akrabada 2075680 C>A SNP homozigot olarak goriindii. Tiim ii¢ caligma

grubunda da rs2075680 C>A SNP allel frekanslar1t Hardy- Weinberg dagilimina uydugu

gosterildi. rs 075680 C>A SNP’nin allel ve genotip frekanslari, olasilik oranlari, p degerleri ve

Hardy-weinberg test sonuclar verilmistir. iliski calismalar1 sonucunda rs2075680 C>A SNP'nin

allel frekansi saglikli goniillii grubunda bipolar bozukluk hasta grubuna kiyasla anlamli olarak

daha fazla bulunmustur (P=0.04; GOO=2.11, 95% GA= [1,0042-4,4443]). Benzer sekilde

rs2075680 C>A SNPnin allel frekansi saglikli goniillii erkek grubunda erkek bipolar bozukluk
hasta grubuna kiyasla anlamli olarak daha fazla bulunmustur (P=0.03; GOO=3.55, 95% GA=
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[1,0367-12,17]). Saglikli goniilli (p=0.09) ve akraba grubu (p=0.53) hasta grubuna kiyasla

genotip frekanslarinda anlamli fark saptanmadi. Benzer sekilde genotip frekansi erkek hasta

grubu ve erkek saglikli gruplar arasinda anlamli fark gostermedi. Kadin hasta grubu ve kadin

saglikli grubu arasinda genotip ve allel frekanslarinda anlamli fark saptanmadi (P=0,4;

GOO0=1,49, 95% GA=[0.57-3.88]).

b
132075680 SNP igm kullanilan referens din

fﬂvﬂ‘uﬂu'

BG006

I

LTE PECT

BGST0

C4aGeETC 00T T

BGO007

Mgl

GCTCC

Sekil 16. rs2075680 C>A SNP i¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan SNP’ler ve
Denek Kodlari. GDNF geni negatif iplikte oldugu i¢in SNP’ler ters iplikte gosterilmistir.
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BG428

BG449 (Hemozigot)

Sekil 16 (devam). rs2075680 C>A SNP I¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan

SNP’ler ve Denek Kodlari.
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Sekil 16 (devam). rs2075680 C>A SNP I¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan
SNP’ler ve Denek Kodlari.
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BG142

CGGe ATCTCLT

BGl24

MV

AT C TCC T

BG191

BO2T7S (Homozgot)

AV

F 3 T EE T F vEGeCATe Toee T

Sekil 16 (devam). rs2075680 C>A SNP I¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan
SNP’ler ve Denek Kodlari.



Sekil 16 (devam). rs2075680 C>A SNP I¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan
SNP’ler ve Denek Kodlari.
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Tablo 23. GDNF Geninin Ekson 1°den Once 5’UTR ve 3’UTR Bélgelerine Ait Bulunan
SNP’lerin, Kromozom Yerlesimleri, Allel ve Genotip Frekanslar1 ve Bipolar Bozukluk ile Iligki
Analizlerinin Sonucu.

MAF® M:"‘P

Kromozom | Minor = Eipolar bozulduk f:‘:’:ﬁ Major P Olslllr oo oo Alllsaym | Genofip

SNP verlezimi® allele grup cEmF allel value Oram = = say1E1
BB

BE 0 (A/AY

13(A)119 | 13 (C/AY

(c) 53(0/C)

r 5G

2075680 5:37840642 A 0.098 0138 © 0.04 211 1.0042 | 44434 5G Ay
2AVSL | 15 (Cua)/

() 38 (C/C)

BDA

BDA* 1 (A/AY

5 (C/A) /

6AN4T(C) | 21(CIC

BB BB

D(AV132 | 0(GAY

©) 86 (CG)

5G

IE 1 (G/AY

Yeni o i 1@aym | Lo

Degie | 3784769 A 0.000 0.009 G 0.27 y - - © &=

BDA

-:]E:ﬁ%at 2”}?&%

(G) e

BB BB

9(Cy 9 (TIC)

13T | 57(T)

5G 5G

1CY108 | I(TICH

el ; @ | 5D
7966973 537814765 c 0.068 0.027 T 0.14 038 | 00909 14ME ook o
2(Cy 2 (TIC)

SNT) 25 (T'T)

BB BB

6(A) 126 | 6(GAY

@ 60 (G/E)

5G 5G

12(A) 100 | 12 (G/AY

6360370 537814489 A 0.045 0.107 G 006 252 | 09136 69504 © “Bgff'
s {B:ﬁ‘"ﬂ 2(GAY

! 25 (GG

(G
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Tablo 23 (devam). GDNF Geninin Ekson 1’den Once 5’UTR ve 3’UTR Bélgelerine Ait Bulunan
SNP’lerin, Kromozom Yerlesimleri, Allele and Genotip Frekanslart ve Bipolar Bozukluk ile
Iliski Analizlerinin Sonucu.

EE EB
LiCW 13 | 1{TeN

(T 63 (T/T)
G G
142426388 53781477 € 0.008 0.000 T | 036 ; ; ; V12 | 0CTCy
(] 36 (TT)
BDA BDA
HCY 4 | O(TICY
(T 2T(TT)
EB BB
ITVI%0 | 2CTY
() 6d (CIC)
G G
rTSE1I6T0 | 537814364 T 0.015 0.000 c | 0w ) ] - | oz | oIy
() 55&@
EDA _
D 0Ty
OTx34 (C) 27(CC)
BB BB
OTy132 | 0(CTV
(C) 66 (CIC)
G G
l4T083416 537813971 T 0.000 0.018 c | o2 ; ; - Mo | 2Ty
() M Cio)
BDA BDA
O(TVS4 | 0(CTY
(©) 27(CC)
BB BB
0(CH132 | O(CAY
(A) 86 (CIC)
5C G
11532077 537813968 C 0.000 0008 A 027 ; ; ; LCY 111 | 1(CVAY
) 35 (C/IC)
BDA BDA
0(CKS4 | 0C/AY
(A 27 (C/C)
EB BB
AV 130 | 2(T/AY
(T 64T/ T)
Yeni 0 (AS:F 12 a.;‘sri:;
Yem | sarai7m4 | oA 0.015 0.000 T | o ; ; ; y YA
Desisiklik L”I s
BDA BDA
D(AV54 | O(T/AY
] 27 (I'T)
BB BB
AV 130 | 2(T/AY
(T 4T T)
Veni G G
Yemi — sa0s07m0 0 o4 0.015 0.000 T | o019 ) ) - | oy | oAy
Dezigiklik o e
BDA BDA
D(AVS4 | O(T/AY
(T 27 (T

“ National Center for Biotechnology information (NCBI).

" MAF = Minér Allel Frekansi.

°L95 = Diisek %95 Giiven Araligi (Lower 95% confidence interval). “U95 = Yiiksek %95 Giiven Arahg1 (Upper 95% confidence interval).
¢ BB= Bipolar Bozukluk hasta SG = Saglikli Goniillii *BDA = Birinci Derece Akraba.
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Tablo24. Iliski Analizleri Bipolar Bozuklugu Hasta Grubu ve Saglikli Kontrol Grubu Arasinda
GDNF 152075680 C>A SNP (5:37840642) nin Allel Frekansinda Anlamli Fark Oldugunu
Gosterdi.

Allel C Allel A Olasihkdar Genotip Genotip Genotip
Grup (frekans) (frekans) orami p degeri Cc/C C/A A/A p degeri
(frekans) (frekans) tfrekans)
Bipolar 13(0.098)
Bozukiuk 119(0.902) 53(0.803) 13(0.197) 0(0.000)
Tiim 2.11%* 0.04 0.089
Saglikl 21(0.188)
Goniillii 91(0.812) 38(0.679) 15(0.268) 3(0.054)
Bipolar
Bozukluk 54(0.931) 4(0.069) 25(0.862) 4(0.138) 0(0.000)
Erkek 3.55%* 0.03 0.11
Saglikli
Gonillii 38(0.792) 10(0.208) 15(0.625) 8(0.333) 1(0.042)
Bipolar 65(0.878)  9(0.122) BOIID 99243 0(0.000)
Bozukluk
Kadm 1.49%** 0.4 0.3
Saghkl
Ganiillii 53(0.828) 11(0.172) 23(0.719) 7(0.219) 2(0.062)

* %95 GA=[1.004248~4.443470] X2 4.003237 df=1 .

Hardy-Weinberg denge testi hasta grubu: x°=0.787656, df=1, Fisher p 0.374852, Pearson p 0.374806
Hardy-Weinberg denge testi kontrol grubu: ¥2=0.818259, df=1, Fisher p 0.365733, Pearson p 0.365684
**9%95 GA=[1.036766~12.173618] X2 4.450248 df=1.

Hardy-Weinberg denge testi hasta grubu: 32=0.159122, df=1, Fisher p is 0.689983, Pearson p 0.689983
Hardy-Weinberg denge testi kontrol grubu: ¥2=0.002659, df=1, Fisher p is 0.958875, Pearson p 0.958856
**%9%95 GA=[0.578135~3.886390] X2 0.699374 df=1.

Hardy-Weinberg denge testi hasta grubu: 2=0.709349, df=1, Fisher p 0.399700, Pearson p 0.399660
Hardy-Weinberg denge testi kontrol grubu: 2=1.715854, df=1, Fisher p 0.190288, Pearson p 0.190208

4.5.2. rs79669773 T>C SNP

rs79669773 T>C SNP 9 bipolar bozuklugu hastasinda 3 saglikli goniillii ve 2 birinci derece
akrabada gosterildi. Denek kodlar1 tablo 22°de verilmistir (sekil 17 ve tablo 22). Tablo 25°de
gosterildigi gibi r1s79669773 T>C SNP allel frekanslari tiim ii¢ ¢aligma grubunda Hardy-
Weinberg dagilimindan sapma gostermedi. Allel frekanslar1 ve genotip frekanslari calisma

gruplar arasinda anlamli fark géstermedi (p>0.5).
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Tablo 25. rs79669773 T>C SNP (5:37814765) Bipolar Bozuklugu Uzerinde Etkisi Yoktur.

Allel C Allel A Olasiliklar Genotip Genotip
Grup (frekans) (frekans) oran p degeri T/T T/C p degeri
(frekans) (frekans)
Bipolar 123(0.932)  9(0.068) 57(0.864) 9(0.136)
) Bozukluk : : : :
Tim 0.37* 0.13 0.12
Saglikh
conily 109(0.973) 3(0.027) 53(0.946) 3(0.054)
Bipolar 55(0.948) 3(0.052) 26(0.897) 3(0.103)
Bozukluk : : : :
Erkek 0.39%* 0.40 0.39
Saglikl
Contilli 47(0.979) 1(0.021) 23(0.958) 1(0.042)
Bipolar 68(0.919) 6(0.081) 31(0.838) 6(0.162)
Bozukluk : : : :
Kadin 0.36%+* 0.21 0.19
Saghkh
Gomiilli 62(0.969) 2(0.031) 30(0.938) 2(0.062)

*%95 GA=[0.099297~1.424877] X2 2.220401 df=1.
Hardy-Weinberg denge testi hasta grubu: y2=0.353361, df=1, Fisher p 0.552244, Pearson p 0.552238

Hardy-Weinberg denge testi kontrol grubul: y2=0.042421, df=1, Fisher p 0.836828, Pearson p 0.836808.

*£9%95 GA=[0.039247~3.876880] X2 0.690198 df=1.

Hardy-Weinberg denge testi hasta grubu: 32=0.086281, df=1, Fisher p 0.768972, Pearson p 0.768962
Hardy-Weinberg denge testi kontrol grubu: ¥2=0.010865, df=1, Fisher p 0.916988, Pearson p 0.916963
#*:9%95GA=[0.071136~1.878898] X2 1.560480 df=1.

Hardy-Weinberg denge testi hasta grubu: x2=0.288062, df=1, Fisher p 0.591489, Pearson p 0.591488
Hardy-Weinberg denge testi kontrol grubu: x2=0.033299, df=1, Fisher p 0.855214, Pearson p 0.855192.
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1379669773 SNP igin kullanilan referens dizs]

BG180 BGO24
<= e - ~—
. s - - 2 : =
- R .- v - .
S = E % =

BG337 BGO23

TAATGCGAATTTIC

TAATGAATTTCT

Sekil 17. 1579669773 T>C SNP i¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan SNP’ler ve
Denek Kodlari. GDNF ters iplikte yerlestigi icin SNP’ler ters iplikte gosterilmistir.
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TAATG AATTTCT

Sekil 17 (devam). rs79669773 T>C SNP i¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan
SNP’ler ve Denek Kodlari.
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4.5.3. rs62360370 G>A SNP

Tablo 23°de gosterildigi gibi rs62360370 G>A SNP alt1 hasta birey, 12 kontrol ve iki
birinci derece akrabada saptandi (Sekil 18 ve Tablo 23). Hardy-Weinberg analiz sonuglari, allel
ve genotip frekanslari, olasiliklar oranlar1 ve p degerleri rs62360370 G>A icin Tablo 26’da
verilmistir. Calisma gruplarinda rs62360370 G>A allel frekns1 Hardy-Weinberg dagilimindan
sapma gostermedi. Hasta ve saglikli kontrol gruplar arasinda allel (P=0.06; GOO=3.37, 95%
GA= [0.91-5.18]) ve genotip (P=0.05; GO0O=2.72, 95% GA= [0.64-5.18]) frekanslar1 anlamli
fark gostermedi. Benzer sekilde kadin saglikli ve kadin hasta gruplari arasinda allel frekansi
(P=0.83; GOO=1.57, 95% GA=[0.33-7.32]) ve genotip frekans1 (P=0.54; GOO=1.61, 95% GA=
[0.33-7.84]) anlamli fark gostermedi. Ancak erkek hasta grubu ve erkek kontrol gruplari arasinda
anlamli fark saptandi (P=0.05; GOO=3.66, 95% GA= [0.95-14.69]).
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1362360370 SNP igin kullanilan referens dixr

Sekil 18. 1562360370 G>A SNP I¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan SNP’ler ve
Denek Kodlari. GDNF ters iplikte oldugu i¢in SNP’ler ters iplikte gosterilmistir.
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TGCGCAGAGACCACTC TGCAGAGACCACT

BG350
BG316

T —
-
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W

TCGCAGCGAGCGACCACTG TGCGOCAGAGACCA

BG437

n-»o'
N“l
HEH
nchoI
!i"‘
(L

TGC AG AG ACC AC CTGG AGCA TGCAGAGACCACT

Sekil 18 (devam). rs62360370 G>A SNP Icin Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan
SNP’ler ve Denek Kodlari.
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TGCAGAGACCACT
BGS509 BG187

e
- -
-~ .
. -
- -

W

-
TGCAGAGACCACTG

BG334
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-~ .~ -
L 4 F ol e
< ~> A ]
TGCAGAGACCACT! EGACGCA TGCAGCAGACCAC ¥

Sekil 18 (devam). rs62360370 G>A SNP Icin Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan
SNP’ler ve Denek Kodlari.
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Tablo 26. 162360370 G>A SNP (5:37814489) Erkek Hasta Grubu ve Erkek Saglikli Grubu
Arasinda Anlamli Fark Gosterdi.

Allel © Allel A Olasiliklar Genotip Genotip
Grup (frekams) p degeri G/G G/A p degeri
(frekans) orami
(frekans) (frekans)
Bigg:f‘ik 126(0.955)  6(0.045) 60(0.909) 6(0.091)
Tiim 2.52% 0.06 0.05
g;‘i’fﬁ 100(0.893)  12(0.107) 44(0.786) 12(0.214)
Bipolar
Bom i 35(0948) 3(0.052) 26(0.897) 3(0.103)
Erkek 3.66%% 0.05 0.04%%*
giﬂlﬁl; 40(0.833) 8(0.167) 16(0.667) 8(0.333)
Bipolar
Bomilk | 710959) 3(0.041) 34(0.919) 3(0.081)
Kadm 1.57Hkkkx 0.83 0.54
g;‘:ﬂ'ﬂi 60(0.938) 4(0.062) 28(0.875) 4(0.125)

*%95 GA=[0.913668~6.950444] X2 3.374478 df=1.

Hardy-Weinberg denge testi hasta grubu: 2=0.149660, df=1, Fisher p 0.698877, Pearson p 0.698876.
Hardy-Weinberg denge testi kontrol grubu: ¥2=0.806400, df=1, Fisher p 0.369230, Pearson p 0.369182.
**9%95 GA=[0.957055~14.982262] X2 3.730 df=1.

##k odds ratio= 4.33 %95 GA=[1.000531~18.0767809] X2 4.2195 df=1.

Hardy-Weinberg denge testi hasta grubu: ¥2=0.066058, df=1, Fisher p 0.797175, Pearson p 0.797162
Hardy-Weinberg denge testi kontrol grubu: ¥2=0.742400, df=1, Fisher p 0.388934, Pearson p 0.388892
k%095 GA=[0.339627~7¢329760] X2 is 0.3436 df=1

Hardy-Weinberg denge testi hasta grubu: 32=0.066058, df=1, Fisher p 0.797175, Pearson p 0.79716
Hardy-Weinberg denge testi kontrol grubu: 32=0.142222, df=1, Fisher p 0.706098, Pearson p 0.701144.

4.5.4. rs78613670 C>T SNP

Calisma gruplarinda allel frekanslar1 Hardy-Weinberg dagilimindan sapma gdstermedi
(p>0.05). 1578613670 C>T SNP iki hasta bireyde heterozigot olarak saptandi ancak kontrol ve
birinci derece akraba gruplarinda saptanmadi (sekil 19 ve tablo 22). Tablo 23’de goriildiigii gibi

gruplar arasinda allel ve genotip frekanslari anlamli fark géstermedi (p>0.05).
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Kullynlan reforans dixi
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' TGTACTIONGCATAACCATATG ITGTACTOI GCATAACCAT ATGT.

Sekil 19. rs78613670 C>T SNP I¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan SNP’ler ve
Denek Kodlari. GDNF ters iplikte oldugu i¢in SNP’ler ters iplikte gosterilmistir.

4.5.5. rs142426358 T>C SNP

Hardy-Weinberg analizi rs142426358 SNP’si i¢in calisma gruplarinda yasadan sapma
gostermedi (p>0.05). rs142426358 T>C SNP sadece bir hasta grubunda goriindii ancak kontrol ve
aile gruplarinda saptanmadi. Sekil 16’da goriildiigii gibi rs142426358 SNP, GDNF geninin hsa-
mir-216a ile homolojisi olan bolgede yerlesmistir. Tablo 23’de goriildiigli gibi gruplar arasinda

allel ve genotip frekanslari anlamli fark gostermedi (p>0.05).
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DNA cagagaccacag

hsa-miR-216a-3p cagagaccacug

Sekil 20. rs142426358 T>C SNP’nin GDNF Geninin Oldugu Bolge ve hsa-mir-216a Arasindaki
Homoloji. rs142426358 T>C SNP gri renkte isaretlenmistir.

Kullanslan reforans dizi

BGO056

L[Hl]“ ( L!jjll L
CAGAG ACCRX x(.(.c ACTTG AC CAGAGACCACTGGCACTTGA

Sekil 21. 15142426358 T>C SNP I¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan SNP’ler ve
Denek Kodlari.

4.5.6. rs147083416 C>T SNP

Calisma gruplarinda rs147083416 C>T Hardy- Weinberg dagilimindan sapmadigi
gosterildi (p>0,5). Tablo 22 ve 23°de gosterildigi gibi rs147083416 C>T SNP iki kontrol bireyde
saptanmistir ancak hasta grubu ve akraba grubunda saptanmamistir (sekil 20). Tablo 23’de

goriildiigii gibi gruplar arasinda allel ve genotip frekanslart anlamli fark gostermedi (p>0.05).
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Kullanalon roforans dini
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Sekil 22. rs147083416 SNP i¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan SNP’ler ve
Denek Kodlari. GDNF ters iplikte oldugu i¢in SNP’ler ters iplikte gosterilmistir.

4.5.7. rs115322727 A>C SNP

Calisma gruplarinda rs/15322727 A>C SNP Hardy-Weinberg dagilimindan sapmadig
gosterildi (p>0.05). Tablo 22 ve 23°de gosterildigi gibi rs115322727 A>C SNP bir kontrol
bireyde saptanmistir ancak hasta grubu ve akraba grubunda saptanmamistir. Tablo 23’de

goriildiigii gibi gruplar arasinda allel ve genotip frekanslari anlamli fark gostermedi (p>0.05).
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G ALLGGTGGTCGGGGC C HAGGTGGTCGGGG

BG624

Sekil 23. rs115322727 SNP i¢in Kullanilan Referans Dizi, Calismada Saptanan SNP’ler ve
Denek Kodlari.

4.5.8. Calismada saptanan yeni SNP’ler

Calismamizin kontrol grubunda bir kiside (BG310) genomik DNA’nin 5:37814769
bazinda G>A degisikligi saptandi. Bu SNP hasta grubu ve akraba gruplarinda saptanmadi.
Calisma gruplarinda bu SNP Hardy- Weinberg dagilimindan sapmadigi gosterildi (p>0.05).
Tablo 23’de goriildiigii gibi gruplar arasinda allel ve genotip frekanslar: anlamli fark gdstermedi

(p>0.05).
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BG310

Kullamilan Referens Dizi

Sekil 24. BG310 Saglikli Goniilliide Saptanan Yeni SNP ve Kullanilan Referans Dizi.

Bu c¢aligmanin hasta grubunda iki kiside (BG518 ve BG554) GDNF geninin 5:37812784 ve

5:37812782 bolgelerinde yeni SNP saptandi. Her iki kromozom yerlesiminde de§isen T>A

seklinde idi. Bu SNP kontrol grubu ve akraba gruplarinda saptanmadi. Calisma gruplarinda bu

degisikliklerin Hardy-Weinberg dagilimindan sapmadigr gosterildi (p>0.05). Tablo 23’de

gortldiigii gibi gruplar arasinda allel ve genotip frekanslari anlamli fark gostermedi (p>0.05).
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Sekil 25. BG518 ve BG554 Hastalarda Saptanan Yeni SNP ve Kullanilan Referans Dizi. GDNF
ters iplikte oldugu i¢in SNP ters iplikte gdsterilmistir.

4.5.9. MICU1 geninde saptanan mutasyon/SNP'ler

Sasirtici olarak MICUT1 geninin kalsiyum baglanma bdélgelerinde ne bipolar hasta grubu ne
saglikl1 goniillii grubu ne de birinci derece akraba grubunda hi¢ bir SNP’ye rastlamadik.
MICU1’in NCBI veri tabaninda olan protein dizisileri Gallus gallus, Mus musculus, Bos taurus,
Pan troglodytes, Canis lupus familiaris, Rattus norvegicus ve Homo sapiens tlrleri arasinda
MUSCLE programu ile karsilastirildi (Sekil 26). Tiim protein bakildiginda tiirler aras1 MICU 1
proteinin amino asit dizisinde %55 korundugu saptandi (273/490). kalsiyum baglama bolgesi

icin Gallus gallus, Mus musculus, Bos taurus, Pan troglodytes, Canis lupus familiaris, Rattus
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norvegicus ve Homo sapiens arasinda amino asit karsilastirmalari birebir ayn1 aminoasitlerin

(DLNGDGEVDMEE ve DCDGNGELSNKE) varligini gosterdi.

Danio_xexi
Galius_ gal
Mus muscul
Rattus nox
Pan_troglo
Homo_sapie
Bos_taurus
Canis_ Jupu

Danio__rexri
Gallius_gal
Mus muscul
Racttus_nox
Pan_trxoglo
Homo__sapie
Bos_ctaurus
Canis_lupu

Danio_xerxri
Gallus_ gal
Mus muscul
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Pan_ txoglo
Homo__sapie
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Canis_lupu
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Sekil 26. MICUT proteinin amino asit dizisinin tiirler aras1 karsilastirilmasi.



4.6. Calismada saptanan SNP’lerin minor allel frekanslar:

Calismada rs2075680 C>A SNP 12,45 mindr allel frekansi ile en sik rastladigimiz SNP oldu.
Tablo 27°de belirtildigi gibi rs2075680 C>A SNP 1000 genom projesinin sonuglarina goére bu
deger Afrika, Amerika, Asya ve Avrupa kitalarinda sirasi ile 42, 12, 21 ve 8 olarak
gosterilmistir(http://www.1000genomes.org/). 162360370 G>A SNP 6,73 mindr allel frekansi ile
ikinci en sik rastladigimiz SNP ve rs79669773 T>C SNP 4,71 minor allel frekanst ile iiglincii en
sik rastladigimiz SNP oldu.

Tablo 27. Saptanan SNP’lerin Calismada Hesaplanan ve 1000 Genom Projesinde Saptanan Mindr
Allel Frekanslari

%0 MAF
Cahsmada . . i
Saptanan SNP Afrika Amerika Asya Avrupa
hesaplanan
20756805NFP
C=A 12,45 42 12 21 g
rs79669773 ) "
T=C 4.71 0 2 0 2
rs62360370 -
3
G=A 6.7 1 ] 0 9
rs142426358
33 3
T-C 0.33 0 1 3 0
rs147083416
C-T 0.67 0 0 0 0
rs78613670 q
C-T 0.67 0 0 0 2
rs115322727
33
A=C 0,33 11 2 0 0
5:37814769 0.33 B B . .
G=A :
5:37812784
T=A 0.67 ) } } }
5:37812782
T=A 0.67 ) } j }

72


http://www.1000genomes.org/

4.7. GDNF geninde saptanan SNP'lerin bipolar bozuklugun baslangi¢ yas iizerindeki etkisi:

GDNF geninin 5’yukarisi ve 3’UTR sinde SNP olan hastalarin baglangi¢ yas ortalamasi
28.22+9.94 ve SNP olmayan hastalar1 baslangi¢ yas ortalamasi 25.92+10.62 olarak gosterildi.
Yapilan t-testi sonuglarina gére GDNF geninin 5’yukaris1 ve 3’UTR sinde SNP olan hastalar ve
SNP olmayan hastalarin baslangi¢ yas agisindan anlamli fark bulunmadi. rs142426358 T>C SNP
saptanan bipolar hastasi hastaligin belirtilerini 13 yasinda gelistirmistir. 5:37812782 and

5:37812784 T>A degisikligi gosteren iki hastadan biri hastaligin belirtilerini 12 yasinda gosterdi.
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S.TARTISMA

Calismamiz “ bipolar bozuklugu olan hastalarda GDNF ve MICU1 genlerinde 6nemli
SNP’ler olabilir ve bu SNP’lerin hastalik ile iliskisi olabilir” hipotezi iizerine kuruldu. Bu
hipotezi sinamak i¢in GDNF yapimimin denetiminde Onemli olabilecek 5° ve 3> UTR
degisimlerini ve MICU1 proteininin kalsiyum baglama motiflerinin DNA dizi farkliliklarim
arastirmay1 hedefledik. Bipolar bozukluk ile iliskili olabilecegini diislindiigiimiiz GDNF geninin
5’yukaris1 ve 3’UTR bolgeleri ile MICU1 geninin kalsiyum baglanma bdélgelerinin
mutasyon/polimorfizm yoniinden arastirilmast ve eger varsa, hastalikla iligkilerinin
yorumlanmasini amagladik.

Bu amaca yonelik Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi, Ruh Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dalina gelen bipolar bozukluk olan 66 olgu, 27 hasta yakini ve bipolar bozuklugu
olmayan 56 saglikli goniillii ¢calismaya alindi. Bir¢ok arastiricinin yaptigi gibi (Wang Z, 2013;
Szczepankiewicz A, 2011 ) hasta grubunun olusturulmasinda bipolar bozuklugu disinda her
hangi bir bedensel ve ruhsal hastaligi olmayan bireylerin secilmesine 6zen gosterildi. Saglikli
goniillii ve birinci derece akraba gruplar i¢in bipolar bozuklugu ve herhangi belirgin hastalig
olmayan bireyler calismaya dahil edildi. Saglikli goniillii grubunun yas ve cinsiyet olarak hasta
grubu ile benzer olmasina dikkat edildi.

Gruplar olustururken bipolar bozuklugun tanist i¢in DSM IV-TR tani kriterleri kullanilarak
konuldu. DSM 1V tani kriterleri 1994 yilinda APA tarafindan gelistirildi. 2000 yilinda DSM V-
TR olarak revize edildi ve o zamandan beri ruhsal hastaliklarin tanimlanmasinda kullanilmaktadir
(APA, 1994; Phillips ML, 2013; http://www.psychiatry.org). DSM IV-TR genetik ¢alismalarda
da bir ¢ok arastirmaci tarafindan kullanilmaktadir (Weglarz M, 2011; Kelmendi B 2011; Wang Z,
2012).

GDNF, diger norotrofik faktorler gibi, hem noral gelisim siirecinde hem de eriskin beyin
hiicrelerinin sag kalim, plastisite ve rejenerasyonunda 6nemli rol oynar ve néron toplumunun
yeterli sayida kalmasini saglar. Bu norotrofik faktorlerin azalmasi Huntigton, Parkinson ve
Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir (Allen SJ, 2013). Yeni arastirmalar
GDNF uygulamasiin Parkinson tedavisi i¢in etkin bir yontem olabilecegini gostermekte (Nutt

JG, 2003). GDNF gen tedavisinin parkinson hayvan modellerinde de etkili oldugu gosterilmistir
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(Kordower JH, 2013). Son zamanlarda arastirmacilar bipolar bozukluk goriilen bireylerde plazma
GDNF diizeyinin incelenmesine yogunlagsmislar ve periferal GDNF dolagim diizeyinin hastalarda
normal bireylere kiyasla degistigini belirlemislerdir (Zhang X ve ark., 2010; Barbosa IG ve ark.,
2011). Ancak GDNF geninin, ozellikle genin ifadesini degistirebilme potansiyelinde olan
SNP’lerin bipolar bozukluk ile iligkisi halen ¢aligilmamustir.

Protein ve mRNA ifadesinin diizenlenmesinde islev yapan en 6nemli elemanlar genlerin 5 '
yukarisi ve 3'UTR leri i¢inde bulunur. Genlerin 5 ' yukarisinda yerlesmis olan diizenleyici
elemanlar gen ifadesini mRNA transkripsiyon kontrolii ile denetler. Bu elemanlar cesitli
transkripsiyon faktdrlerinin ve RNA polimerazin baglanmasi i¢in dizi barindiran bolgelerdir.
3'UTR diizenleyici unsurlart ise mRNA metabolizmasinda gorev alan elemanlardir (Andreassi C
ve Riccio A, 2009).

GDNF ve MICU genlerinin hedefledigimiz bdlgelerini SNP/mutasyonlar yoniinden
incelenmesi i¢in birgok arastirmacimmin da (Sharma R, 2013; Wan JP, 2013; Liu Y,2013)
kullandig1 gibi PCR yontemi ile bolgeleri ¢ogaltip dizi analizi yapildi var olan mutasyon/SNP’ler
saptand1. Saptanan SNP/mutasyonlar1 degerlendirmek amaci ile SHESIS programi kullanildi (Shi
YY ve He L, 2005).

Caligmamizda GDNF geninde toplam on SNP saptandi. Bu SNP’lerden yedisi daha dnce
saptanmig olan ve veri tabanlarinda mevcut olan ancak iligkileri bipolar bozukluk ile

degerlendirilmemis SNP’lerdi. ilaveten iic SNP bu calismada ilk defa bulundu.

Bu ¢alisma bipolar bozukluk ve GDNF geni ile ilk iligki ¢alismasi oldugu i¢in saptanan

mutasyon/SNP’lerin bipolar bozukluk ile iligkisi ilk defa yorumlanmaktadir.

Calismada en sik olarak saptanan SNP, GDNF geninin 5' yukarisinda yerlesmis olan
12075680 C>A SNP idi. Adenin baz1 33 bireyde heterozigot olarak gozlemlenirken dort kiside
homozigot olarak goriildii. A allelinin frekans1 bu ¢aligmada % 12,45 olarak hesaplandi. 1000
genom projesinin sonuglarina gore Afrika, Amerika, asya ve avrupa kitalarinda sirasi ile %42,

%12, %21 ve %8 olarak gosterilmistir (http://www.1000genomes.org/). Tiirkiye Avrupa ve Asya

kitalarinin her ikisinde de topragi bulunan bir {ilkedir ve etnik agidan her ikisinin de 6zelliklerini

tagimaktadir (Ttimer S, 2007). rs2075680 C>A SNP' nin mindr allel frekansinin Avrupa ve Asya
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kitalari i¢in hesaplanan MAF ' 1n arasinda olmasi 1000 genom projesinde hesaplanan MAF" lar ile

uyumlu oldugunu gostermektedir.

1562360370 G>A SNP %6,73 minér allel frekanst ile ikinci en sik rastladigimiz SNP olarak
saptandi. Bu SNP 1000 genom projesinde Afrika, Amerika, Asya ve Avrupa kitalarinda sirasi ile
%1,%5,9%0,%9 olarak saptanmistir (http://www.1000genomes.org/). Tiirkiye Avrupa-Asya
gecisinde ve goc yollar1 {izerinde yer aldigindan genetik acidan her iki toplumunda 6zelliklerini
tagimaktadir (Tiimer S, 2007) ve rs62360370 G>A SNP siklig1 1000 genom projesinin Avrupa ve
Asya kitalarinin arasinda olmasi toplum genetigine uyuldugunu gostermektedir ancak Avrupa

kitasinin MAF 1a yakin olmasi ilgingdir.

179669773 T>C SNP %4,71 minor allel frekansi ile ii¢lincii en sik rastladigimiz SNP oldu. 1000
genom projesi rs79669773 T>C SNP sikligin1 Asya kitasi i¢in %0 ve Avrupa kitasi i¢in %2
gostermis (http://www.1000genomes.org/). Bizim calismada saptanan MAF 'in her iki kita i¢in
gosterilen MAF 'dan yiiksek olmasi sasirticidir. 1000 genom projesinde Avrupa da en yliksek
gosterilen MAF %3 olarak Italyan toplumuna aittir. Diinya ¢apinda bakildiginda simdiye kadar
saptanan en ylksek MAF %3 olarak Kolombiya ve Porto Rika iilkelerine aittir
(http://www.1000genomes.org/).

Calismamizda rs2075680 C>A SNP nin bipolar bozukluk olan bireylerde anlamli olarak
saglikli bireylere ve birinci derece akraba bireylerine kiyasla daha az goriildiigii belirlendi. A
alleli saglikli goniillii bireylerde anlamli olarak daha fazla bulundu (allel frekansi: 0.098
hastalarda ve 0.188 saglikli goniilliillerde). Bu nedenle bu ¢alisma C allelinin bipolar bozukluk ile
iligkili olabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde erkek hasta grubunda da erkek saglikli
grubuna kiyasla rs2075680 C>A SNP daha az saptandi. Bipolar bozuklugun baslangici ve
epizotlarinda erkek ve kadin arasi belirgin fark oldugundan (Arnold L, 2003; Kennedy N,2005;
Diflorio A, 2010 ) bu calismanin bulgular1 genetik baglanti ¢aligsmalarinin erkek ve kadin
arasinda ayr1 gruplarda degerlendirmesinin faydali olabilecegi yoniinde fikir vermektedir. Benzer
sekilde, calismamizda saptanan diger bir polimorfizm olan rs62360370 G>A SNP’si sadece erkek
hasta ve erkek saglikli grup arasinda farklilik gostermekteydi.
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Caligmada 152075680 C>A SNP saglikli goniillii kontrollerde hastalarin iki kat1 ve erkek
saglikli kontrollerde erkek saglikli gruba gore dort kat daha fazla goriildii. Benzer sekilde
162360370 G>A SNP'nin genotip frekansi saglikli bireylerde hasta bireylerin dort kat1 kadar
gosterildi. Bu bulgu rs2075680 C>A ve rs62360370 SNP lerin 6zellikle erkeklerde koruyucu
SNPler olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Bu nedenle bu SNP’ler daha sonraki ¢aligmalar i¢in

iyi aday konular olabilir.

Saptadigimiz tek nokta degisikliklerden rs2075680 C>A SNP genin 5’ yukarisinda
yerlesmektedir. Gergi literatiire gore bu bolge tanimlanmig bir promotér bolge degilse de,
promotdr tanimlama programlarinda GDNF icin potansiyel promotdr olarak belirtilmektedir.
rs2075680 SNP’nin 95 baz yukarisinda bir’TATAAA’ kutusu yerlesmektedir ayrica
glukokortikoid reseptér (GR) alfa ve beta icin potansiyel yerlesim bolgeleri bu polimorfizmin
yukart ve asagisinda bulunmaktadir. Literatirde GDNF’nin glukokortikoid alfa ve beta ile
kontrol edilmesi agisindan bir ¢aligma olmamasina ragmen GR alfa’nin duygusal davranis ve
bilissel islevleri diizenledigi (Tronche F, 1999) g6z Oniine alinirsa, rs2075680 C>A SNP’nin

bipolar bozuklugu arastirmalar i¢in yol acict oldugu sdylenebilir.

Her ne kadar rs2075680 C>A SNP saglikli ve hasta gruplarn arasinda ozellikle erkek
saglikli ve erkek hasta gruplar1 arasinda anlamli farklilik gostermis ise de, p degerinin ¢ok kiiciik
olmamas1 ve olasiliklar orani i¢in hesaplanan alt giiven araliginin bire ¢ok yakin olmasi bu
SNP’nin bipolar bozukluk ile diisiik iliskisi oldugunu gostermektedir. Bu SNP’nin kromozom
yerlesimini (GDNF geninin 5> yukarist ve TATAAA’’ kutusuna yakinligi) goz Oniine

aldigimizda bipolar bozukluk ¢alismalari i¢in gliclii bir aday oldugunu diisiiniiyoruz.

Calismamizda GDNF geninin 3’UTR’sinin miRNA homoloji bolgelerine iliskin sadece bir
SNP saptandi. rs142426358 SNP sadece erken baslangicli bipolar bozukluk saptanan bir hastada
gozlendi. rs142426358 SNP’nin yerlesim bolgesinin hsa-mir-216a ile komplementer dizilim
barmidirmast bu miRNA’nin potansiyel bir GDNF diizenleyicisi olabilecegini diisiindiirdii

(Maragkakis, 2009).

Erken ve ge¢ baslangicli bipolar bozukluk klinik bulgular ve ailesel risk agisindan farklik

gostermektedir ve bipolar bozuklugun farkl alt sekilleri olarak degerlendirilebilirler (Schurhofta,
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2000; Carlson GA), ancak bu calismada GDNF ekspresyonunun potansiyel olarak diizenlendigi
bolgelerde saptanan SNP’ler ile baglangic yas arasinda iliski saptanamadi.

Calismamizda, denek gruplarinin kiigiik olmasina ragmen saptanan degisikliklerin Hardy-
Weinberg dagilimindan sapmadigi calismanin gliclii oldugunu gostermektedir. Ayrica tiim
anlaml fark gosteren degisiklikler i¢in olasilik oranlar1 ve gliven araliklari hesaplanip hepsi bir

arada dikkate almmustir. Ustelik bu ¢alismanin gruplari etnik olarak homojen segilmistir.

Tiim bulgular g6z Oniline alindiginda, bipolar bozukluk ve GDNF geninin potansiyel
diizenleyici bolgeleri arasinda olast iligki olabilecegi kanisina varilmistir. Ancak GDNF
degisiklikleri ve bipolar arasindaki iliskinin degerlendirilmesi i¢in farkli etnik gruplarinda ve

daha cok sayida denek ile calismak gerekmektedir.

Calisgmamiza MICUI geninin kalsiyum baglanma bolgelerinde hi¢ bir SNP saptamadik.
SNP veri tabanlarinda da bu bolgelerde SNP’ye rastlamadik. MICU1 geninin kalsiyum baglanma
bolgesinin tiirler arasinda ayni aminoasit dizisi barindirdig1 bu proteinin giiglii bir sekilde evrim
surecinde korundugunu ve yasamsal olarak ¢ok onemli oldugunu gostermekte olup bu bolgedeki

degisikliklerin 6liimciil oldugunun kanitidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin amaglari bipolar bozuklugu olgularinda GDNF geninin, 5’yukaris1t ve 3’UTR
bolgesinde  mutasyon/polimorfizm  yoniinden  arastirilmast  ve  hastalikla  iligkisinin
yorumlanmasiydi. Bu amaglara yonelik 66 kisi bipolar bozukluk tanis1 konulmus, 56 kisi saglikli
gontlli ve 27 kisi birinci derece akrabanin DNA’s1 ilgili bolgelerde DNA dizi analizi ile
incelendi. Sonug olarak saptanan 10 SNP’den I’inin allel frekansi hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli fark gosterdi. Sasirtici olarak bu fark sadece erkek bireylerde istatistiksel olarak
anlamlilik gdsterdi. Diger bir anlamli fark erkek gruplar arasinda calismada saptanan bagka bir
SNP’de goriildii. Bu sonug bipolar bozuklugun cinsiyet farkini1 dikkate alinca bipolar bozukluk
genetik calismalarinda erkek ve kadin gruplarin ayri ayr1 degerlendirilmesi bu hastaligin
etiyolojisinin a¢iklanmasinda yardimci olacaginin kanitidir.

Hastalik ilerledikge ve hasta tedaviye basladiktan sonra GDNF ifadesinin
degisebileceginden dolay1 genin ifadesini bipolar bozuklugu olan, tedavi almamis ve yeni hasta
olan beyin dokusunda bakmak mantikli bir yaklasimdir, ancak bu kosullar1 barindiran beyin
dokusu bulmak nerdeyse imkansiz oldugundan hipotezimizi sadece GDNF’nin 3’UTR ve
5’yukarisinda GDNF’nin ifadesini degistirebilme kapasitesinde olabilen SNP’lerin varligi ve
hastalikla iligkili oldugu iizerine kurduk. Sonug olarak geninin 5’yukarisinda bipolar bozukluk ve
hasta grubun arasinda 6zellikle erkek gruplar arasinda allel frekansinin anlamli farki oldugunun
ve 3’UTR de ki bir SNP’nin genotip frekansi erkek gruplar arasinda farkli oldugundan ¢aligmanin
hipotezini kabul edilmistir.

Calismanin devaminda bu SNP’lerin GDNF kan ve mRNA diizeyleri ile karsilastirilmasi
yol gosterici olabilir. Ayrica bu énemli buldugumuz SNP’ler farkli etnik gruplarda ve daha biiyiik
gruplarda arastirilip ve hastalik ile iligkisinin arastirilmasi yapilabilir. SNP’lerin bipolar bozukluk
ile iliskisi olup olmadigina trans genetik olarak degistirilmis hayvanlarda incelenmesi ¢ok iyi
sonugclar verebilir.

Bu c¢aligmada MICUI1 geninin kalsiyum baglanma boélgelerinde bir SNP’ye rastlamadik.
Sonug olarak MICU1 geninin kalsiyum baglanma bdlgeleri bipolar bozuklugunun gelisiminde

rolu yoktur diyebiliriz. Yine de bu genin kalsiyum homeostazi i¢in énemli oldugu ve bu genin

79



bulundugu kromozom bolgesinin daha dnceki baglant1 ¢calismalarinda bipolar bozukluk ile iligkisi
oldugunun saptanmis olmasi nedeniyle, MICU1 geninin diger bolgelerinde de SNP taranmasi

sonraki c¢alismalar i¢in Onerilir.
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8.EKLER

Ek-1:Genetik ¢alisma —Hastalar ve Birinci Derece Akrabalar igin Bilgilendirilmis Olur
Formu
Ruhsal bozukluklarin ortaya c¢ikmasina yol acan etmenler heniliz tam anlasilamamustir.

Ancak baz1 genetik ve ¢evresel etmenlerin rol aldigi bilinmektedir. BDNF (Beyinden kdken alan
sinir hiicresi yapilandirict madde ) ve GDNF (Gliadan kdken alan hiicre yapilandirict madde)
serum diizeylerinin arastirildigi bu ¢aligmada, ileride genetik analizler yapilmak iizere ayr1 bir
tiipe 5 cc kan alinacak, bipolar bozuklugu ile ilgili genler arastirilacaktir. Analiz sonrasi kanlar

imha edilecektir.

Bu islemin kan alinmasi disinda sizin iizerinizde hicbir etkisi olmayacaktir. Kan alinmasi

sirasinda en sik goriilen yan etkiler, kolunuzda igne yerinde agri ve morarmadir.

Yapilan calisma su anda hastamiza veya size herhangi bir klinik yarar saglamayabilir,
ancak uzun vadede yakinlarmizin hastaligiyla ilgili elde edilebilecek sonucglar yeni tedavi

yontemleri ve koruyucu Onlemlerin gelistirilmesi amagli yarar saglayabilecektir.

Bu aragtirmanin sonuglar1 yalnizca bilimsel amaglarla kullanilacak, veriler ve size ait
bilgiler gizli tutulacaktir. Aragtirma sonuglarinin bunun disinda baska bir amag i¢in kullanilmasi
kesinlikle s6z konusu degildir. Bu ¢aligma sirasinda uygulanacak testlerin ve aragtirma ile ilgili
gerceklestirilecek diger islemlerin masraflari size veya glivencesi altinda bulundugunuz resmi ya

da 6zel higbir kurum veya kurulusa ddetilmeyecektir.

Bu calismanin tiimiine ya da bir kismina katilmay1 reddetme ya da arastirma basladiktan
sonra devam etmeme hakkina sahipsiniz. Bu ¢alismaya katilmamaniz veya basladiktan sonra
herhangi bir safhasinda ayrilmaniz yakinimizin daha sonraki tibbi bakimini etkilemeyecektir.
Arastirmaci da goniilliiniin kendi rizasina bakmadan, gereklilik ortaya ¢ikarsa olguyu arastirma

dis1 birakabilir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazihi ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla sé6z konusu klinik

arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.
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Hastanin: Veli va da Vasisinin: Arastirmacinin:

Adi Adr: Adr:
Soyadi: Soyada: Soyadi:
Tarih: Tarih: Tarih:
Imza: Imza: imza:

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Tanikhk Eden Kurulus Gérevlisinin:

Adr: Tarih:

Soyadi: imza:
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Ek-2: primerlerin DNA dizisi iizerineki yerleskesi

GDNF geninin 3’UTR bolgesi:
CCCATCGCCTTTGATGATGACCTGTCGTTTTTAGATGATAACCTGGTTTACCATATTCTA
AGAAAGCATTCCGCTAAAAGGTGTGGATGTATCTGACTCCGGCTCCAGAGACTGCTGTGT

ATTGCATTCCTGCTACAGTGCAAAGAAAGGGACCAAGGTTCCCAGGAAATGTTTGCCCAG

AATGGAAGATGAGGACCAAGGAGGCGGAGGAGGAGGAAGAAGAAGAGGAGGAGGAGGAGG

AGGAGGAGGAGGAGGAGGAAGGCAGCCATCATGGGAGCCTGGTAGAGGGAGATCCAGCTA

CAGACAACTGGACAGGAGAGAGAGAAAACAGCCCTCTGGATTCTCCAGGATGGCAGCCGA

TGTCACTAGAAGCTCAGGGCTGATGTTCCTGGTTGGCTATTGCCACCATTTCAGCTGATA

CAGTCCACCATCACTGATTACCGGCGCGGTTGCGGTGGATGCACTTGAACCAAACCAGTG

TATCTCCTGTGATTTGTTTTCATGTGTCCGAAGACACCAGGGAAACAGAGATCCTGGTGT

TGTTCCTTGTTATTACGTTTTACTGCTGAAAGTAAGAGGTTTATTTTTCTGTCACTCAGT

GGAGACATACCCTGGAAAGGAGAGGGGAAAAAAAAAGCAAAGATACAAGAGATAATCACC

TTTGCATTTGAAAGTTGAGGCCCGAGGTTTACTACAACCAGCATTTTTGCCAACGGTTGG

TGATTGATTTCCATCACGGTGTGTGGGGTGGGAAGAAGTTGGCTAGGAACCAAAAAGGCT

GTGCTCATGATTAAACACAAACCTGAAGGTATTTCCTTTATGTCCTTGGAAACAGGAAAC

GAGTTGTGGTTTTCGCCAGCATTCTTGTAGGAGAGAATCGGGGAAGGCCCCGAACTGCCC

CCGGGCAGGGAGAGCCCCTCAGGCCTGTTGGTTTACAGAGAGACAGATGTTACATAACCA

GCTCCGTTGATGCGTGGTCACCAGTGACCAGAGAAGCTACTCGATGCAATGCATCTGTTT

CAGATACAGAAATATAGAGAAGATATTTATTGAAATTTAAGTTATTGTTATTTATTACCG

TTCACTAATGAATTTCTCTTTTTTCCCTTATTTATTAAAGTTTCTTTTCAAAGGTGCCAA
AGTATATGTGCTCGCAAAATGCAAAGAAAGGTGACAAAAGGAAATTTGAATTGGGAACAA
GGGTCCATGCTTTTCAAAGTATTAAAAAGTTTTTTGCCAGGCAAAAATCACTTACTTTAC
CTTTTTAAGAAAATTTGTCATTAATTTTCCCCAGATTTCAGCATTTTTCCCAATTTTTAT
TTGTGGAGCATCTCAGGCAAGCCCCCTTTCCTGGAGCAGCGTGCAGAGACCACTGGCACT

TGACTTTATTTCTTCCTTGCTCCATTGCTGAACAGAAATGTCGTGGGCTCCACTTCCTGT
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TGTCTTTAAGCTCTTAGTCCCCTCCACGTATACCTATCTGTACTATGCATAACCATATGT

AGAAAAGGTTCAGTTCCTTTTAGTAGGTAGTCCTGGATTTAATGCTGACCTAAAAGTAAT
GTCGACAATGCTGTCAGGTAGCTGCCGTTCTACCGACTCCCTCCATCCCTGCCCACCCAC
TGCCCTCCCGAGAATATGCTGGCTGCCCAGTGCAGCCCGGGAGACACAGGGGCCTTCCAG
AGGTAGGGTCTACCAGGTCCTGTACAACCCCTGGGCTGTCACCGGGGGTCAACAGCTGCT
GCTCCTATATRCCEARACACETIGAGAGEIE CCTGGGGAGCAGATGGCTGAGAAGGGTGCT

GAGGAAGCCATATTGGGACCAGCCACAGCCACACACATGGAGCCTCATACTTAGGAGCGT

GCTGCCTTTAAATGAAGGTGGTCGGGGCCAGTGCAGCGGCTCACACCCATAATCCCAACA

CTTTGGAAAGCCAAGGTGGGAGGATCTCTTGAACCCAGGAGTTTGAGACCAGCTTGGGCA

ACATAGGGAGACCCTGTCTCTACAGAAACTTTAAAAATTAGGCAGGCATGATGGTGCACA

CCTGTGGTCCCAGCTACTCAAGAGGCTGAAGGAGGATCACTTGAGTCCAGAAGGTCGAGG

CTGCAGTGAGCTGTGATCATGCCACTGCACTCCAGCCTAAGTGACAGTGCGGTACCCTGT

CTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAGGTTGGAGCAGGAGGAAGCATAGGGGCGGGAA

CAGCCACCTCCTCCATGCCCTAGATTGTGAATTTATCGGGCAGCCAACACATGTATGACA

CACTAGGCCCTGTATTACAGCTTGTTACGCATTTCATAAAAGGGATTTTCATTAAGGAGA
TAATCTATTACTACCTACCTTAGTGGCTACTAGTATAAAACTATGACAGATTTAGCAATT
AAATCARATACTGGECTCOATEA A ATAATCATAGTAACAAGAAGCAGCAGTTACCAGACA
TCTGATCCCCTTCCCCCAAAATACCCAAATTCTTCATGGTTCTGCCCTTCTCTGTCCTTT
CTGCTCCCCTTGCTCGCCTGGGAAATGGAGGA N 1 G TCTTGGG
ATCTTGCTGAGAATTCAGACTGCTCGAAACAGTGACAAACCCCAGCCATCCAGTCATTCG

TGGAGCACAATTTGGATGTGGCCCCAGGGGCATCTGTCCCATTCAGAGAACCTTGGCAGT

GCGATGGCCACTGTTCCCAGGCTTCAACCTCAGTGACCCCCCCCAACAACTCCCCATGGA
GAGTCCCTGCCCAAAAAAGCTGTAGGATCCAAGGGGTGTCAATAGCTCGTTCCCGGCATC
ACCTACACACCACAAGCAGGTTTTAATGGAAGCAAGTTGCTCCACCAAATCCACAAAAGG

GTAAAGTTTGTGATTTTTCTTTATCATTGCGATCACCATCTGATACCGTAAGGAGTGCAC

TTGTTTGGAAGTTCTGACTTCTCTGATCTGTCTTGGTCGTTTGTGTTATAAAACCAAAGT
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TCTCTACAGACTTTATTTTTGTACAATATCATTTTGTAACTTTTTACAAATAAAAACTCA

TTTCTATTGCTCTCTGTACTTCTGTACTTCCTTGCATGCACTGGGCCAGGCAGCCATCCA
CAAGTATTTCTTAGGAATCACCCCCTTCTTACCACACAGCCCACTGGATGGTCAGTGGCC
TTGCCTATC I C C ACTCAGGAGGGACAAAACTTGCAAAATTG
TTCTTATTCATTCAACAAACCCTTATGGTGTGCCTACACTGTGCCAGGCACTGTTCCTGG

CACCAGGGCTCTAATGGTGACCAAAGCAAAAACCGCTGTCCTCCTGGAGTTATTTTATTT
GDNF geninin 5’ yukarisi

GATTACAACAGCATGAAAATGGAGCCTAGGACTGAGGAGCCGGCCAGCCTCAGAAGCCTT
CTTCATTGCCTGCCATGTAATACATGATATGCAAAGCCTCTGACTTCAGCCAGCAGATAT
TTGGAGACCGTGTTGGCCTTAGCATGGGGACTAAACTAATGTGTGTTTAGGTCAGAAAGC
GAATCAGAAAAGCCACTGGAGGGCACGTCACGGAGTGAGAGCCCTATAAATTCATCCCCA
CTCGCAGCGTCCCCTGGCAAATACTCGGCTTCCCTCACCCGGCCGCTCCGCACCTCTCCT
TCTCGGTGCTAGAACTCCGGCCGGCAGCTCCTTTTCTCGCCACTGCCTCCTGCCCTGCGG
AGAAGCGAGAGGGCGAGACACCCGAGCGGGAAGGCCGGCCTTCGACAGGCGCGAGGAAAG
CCCGGCGCTGCCCTGCACCGGCAGAGCGCCACCCTCCCAGTGCGGCGCGCGGGGGCAAAG

CCCGGCGCGGGCGCCGCGGTCAAGTTCGGATTGCCCCTTTCGGCTGGCCCGCGCAGAGCG
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