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RGS4 GENININ SiZOFRENI iLE iLiSKisIi

Emre Gulsu
Dokuz Eylul Universitesi Saglik Bilimleri Enstituisii, Tibbi Biyoloji ve Genetik ABD
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi, Saglk Bilimleri Enstitlist, Temel Tip Bilimleri
Binasi, Tibbi Biyoloji ve Genetik ABD, Kat 3, 35340, inciralti, Balgova, iZMIiR

OZET

Amac ve hipotez: RGS4 geni, yapilan cegitli iligkilendirme ve linkaj analizi
calismalari sonucunda, sizofreniyle iligkisi olabilecegi diugstntlen genlerden birisidir.
Bu calismanin amaci, RGS4 geninin  SNP’ lerinden dért tanesinin
[SNP1(rs10917670), SNP4(rs951436), SNP7(rs951439), SNP18(rs2661319)]
genotiplerinin belirlenmesi ve saptanan genotiplerin sizofreni hastaligi ile iligkisinin
incelenmesidir.

Yontem: Calismaya katilan bireylerden alinan iki cc periferik kandan izole edilen
DNA ornekleri, spesifik primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. PCR urtnleri DNA
dizi analizine gonderildi. Analiz sonuclari klinik bulgularla beraber degerlendirildi.
Bulgular: 52 kontrol ve 100 hasta ile calisildi. Genotipler icin yapilan x* testi
sonucunda p degerleri SNP1’' de 0.12, SNP4’ te 0.73, SNP7’ de 0.10, SNP18’ de
0.14 bulunmustur (p>0.05). Alleller icin p degerleri; SNP1 icin 0.057, SNP4 icin 0.56,
SNP7 icin 0.06, SNP18 icin 0.066 olarak hesaplanmistir (p>0.05).

Sonu¢: Calismamizda, polimorfik bolgelerdeki degisik allel ve genotiplerin sizofreni
varhigiyla arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamigtir.

Anahtar Sozcukler: Sizofreni, RGS4, SNP, aday gen, genotip



Relation of RGS4 Gene with Schizophrenia

Emre Gulsu
Institude of Medical Sciences of Dokuz Eylul University, Medical Biology and
Genetics ABD
Medical Faculty of Dokuz Eylul University, Institude of Medical Sciences, Building of
Basic Medical Sciences, Medical Biology and Genetics ABD, Floor 3, 35340, Inciralti,
Balcova, IZMIR

ABSTRACT

Objective and Hypothesis: RGS4 gene is one of schizophrenia candidate genes,
which are figured to be related with schizophrenia after various association and
linkage studies. The aim of this study is to genotype four of SNPs of RGS4 gene
[SNP1(rs10917670), SNP4(rs951436), SNP7(rs951439), SNP18(rs2661319)] and to
investigate the association of these determined genotypes with schizophrenia.
Methodology: DNA samples, that had been extracted from two cc peripheral blood
samples, were amplified via PCR by using specific primers. PCR products were
shipped for sequence analysis. Outputs of the analysis were evaluated together with
clinical symptoms.

Findings: 100 patients and 52 control subjects were studied. As a result of x* test for
genotypes, p values are obtained as 0.12 for SNP1, 0.73 for SNP4, 0.10 for SNP7,
and 0.14 for SNP18 (p>0.05). P valeus for alleles were calculated as 0.057 for SNP1,
0.56 for SNP4, 0.06 for SNP7, and 0.066 for SNP18 (p>0.05).

Results: In our study, it is indicated that there is no statistically significant association
between four SNPs and schizophrenia.

Keywords: Schizophrenia, RGS4, SNP, candidate gene, genotype



1. GIRIS VE AMAC

Sizofreni, dinya nufusunun yaklasik %1’ ini etkileyen, hastalarin ve hasta
yakinlarinin yagsam Kalitesini azaltan, biligsel islev bozuklugu olusturan psikiyatrik bir
hastaliktir (1,2).

Sizofreni hastalarinin %10-20’ sinde tamamen dizelme meydana gelirken, %30
hastada kismi dizelme olmaktadir (2). Siklikla ge¢ ergenlik veya erken eriskinlik
donemlerinde baslayabildigi gibi 40’ li yaglardan sonra da ortaya cikabilmektedir (1).

Sizofreninin genetik ve biyolojik temelleri olan bir beyin hastaligi oldugu kabul
edilmektedir. Yapilan aile ¢aligmalari hasta yakinlarinda sizofreni gérilme riskinin
kontrollerin akrabalarina oranla yaklagik 10 kat fazla oldugunu gostermistir (3). ikiz
calismalariyla sizofreniye yatkinhdin  kalitsaliginin ~ yaklasik %80 oldugu
hesaplanmigtir (4).

Son yillarda artan iligkilendirme ve linkaj calismalariyla birgok sizofreniye
yatkinlik geni adayi ortaya konmustur (5,6). Glutamat reseptérlerini kodlayan RGS4
(Regulator of G-protein signaling 4; G proteini sinyalizasyonu dizenleyici 4) bu
genlerden sadece biridir (7). 1921.1-22' de yerlesim gosteren RGS4, 23.3 kDa
(kilodalton) lik, 205 aa (aminoasit) dan olusan bir proteindir (8). Sitoplazma, plazma
membrani ve cekirdekte bulunan RGS4, kalmodulin baglama, sinyal iletim aktivitesi
gibi gorevlerinin yaninda MAPK (mitogen-activated protein kinase; mitojen aktiflesmis
protein kinaz) aktivitesinin inaktivasyonunu ve GRM1 (Glutamat reseptor
metabotropic 1; metabotropik glutamat reseptorii 1) ve GRM5 (Glutamat reseptor
metabotropic 5; metabotropik glutamat reseptéri 5) araciligiyla sinyal iletiminin
negatif regulasyonunu saglar (7,8).

Literatirde sizofreniye yatkinlik genleri bulmaya ve varolan aday genleri
arastirmaya yonelik pek ¢cok calisma bulunmaktadir (6). RGS4 de sizofreniye neden
olabilecek aday genlerden biridir (7). Bu gen Uzerinde yapilan calismalarda
birbirinden degisik sonuclar elde edilmistir. Bir populasyonda sizofreniye neden olan
aday bir gen olarak gosterilirken (9) diger bir populasyon icin ayni sonu¢ elde
edilememistir (10). Bundaki en o6nemli etkenlerden biri toplumlarin farkli etnik

kokenlerden gelen bireylerden olugsmasinin yaninda sizofreni gibi kompleks kalitim



gosteren hastaliklarin genetik temellerine dair yapilan calismalarda tek yonli
yaklagimlarin yetersiz olmasidir.

Calismamizda, ayni bireylerden elde edilen klinik ve genetik verilerin bir arada
degerlendiriimesi ile hem RGS4 genine iligskin veriler genigletilebilecek hem de biligsel
sureclerdeki gorevleri hakkinda yorumlar yapilmasini saglayacak sonuclar elde
edilecektir. Ayrica RGS4 genotiplerinin sizofreniye aday diger genlerle iliskisi olup
olmadigina bakilabilecek ve boylece hastaliga yonelik tedavi yontemleri cok daha

etkin olarak belirlenebilecektir.



2.GENEL BILGILER

2.1. SiZOFRENI

Sizofreni, insanin gercek dinyadan uzaklasarak kendine 6zgu bir dinya
yarattigi; duygu, distince ve davraniglarda 6nemli degisikliklerin goraldugu agir bir
ruhsal bozukluktur (11).

Organik ve psikososyal kdkenli bir beyin hastaligl oldugu dastnilen sizofreni
hastaliginin toplumda gorilme sikhgr %21’ dir (11). Ulkemizde 700.000 sizofreni
hastas oldugu 6ngorilmektedir (12). Siklikla genc yasta baslar'. 40’ I yaslardan
sonra da ortaya ¢lkabilmektedir. Hasta yavas yavas icine kapanip kendine 6zgu bir
dinyanin icine girer. Bazi hastalarda baslangici sinsidir ve yavas bir ilerleyis gosterir
(1).

Sizofreni hastalarinin %10-20’ sinde tamamen dizelme meydana gelirken, %30
hastada kismi dizelme meydana gelmektedir. Hastalarin en az yarisinda da belirtiler
dizelmemekte veya kotlilesme meydana gelmektedir (2). Codu hasta ve yakini émur
boyu bu hastalikla micadele etmek zorunda kalmaktadir. Hastaligin sosyal ve
ekonomik etkisi ¢cok buyudkttr (13).

2.1.1. Tarihcesi

Sizofreni hastaliginin bilimsel acidan incelenmesi 19. yuzyilin sonlarina dogru

olmustur. Morel 1860 yilinda, “erken bunama™

terimini kullanmigtir. Hecker’ in
hebefreniyi 1871’ de kullanimindan sonra, Kahlbaum da 1874 yilinda katatoniyi
tanimlamistir. 1896’ da Emil Kraepelin bu iki hastalik tipine ek olarak paranoid ve
basit tiplerini de eklemis ve hepsini “erken bunama” tanisi altinda toplamistir.
Kraepelin gizofreniyi ilk kez bir kavram olarak degerlendirmigtir (14,15). 1911’ de,
Eugen Bleuler bu kavrami yeniden ele alarak, hastalikta kisinin ruhsal durumundaki

bozulmanin 6nemini vurgulayarak hastaligi “sizofreni”®

olarak adlandirmistir (16).
Daha sonralari sizofreniyle ilgili olarak bircok arastirmaci yeni tanimlamalar getirmistir

(17).

! 16-35 yas arasi
> Dementia praecox
® Yunanca “zihin boliinmesi, yarilmasi” anlamina gelir.



Gunumuzde sizofreni tek bir hastalik olarak degil, bircok faktoriin etki ettigi,
farkh alt tipleri olan, gidis ve sonlanimi degiskenlik gdsteren, tedavi edilebilen bir
hastalik olarak kabul edilmektedir (15).

2.1.2. Epidemiyolojisi

%1-1.5 olan sizofreninin yasam boyu yayginligi* toplumdan topluma farklilik
gostermektedir (11,18). Sikhgi® ise DSO (Diinya Saglik Orgiitil) verilerine gore binde
0.85’ tir (14,16). Sizofreniye en sik Kanada' da (%011), en az Gana’' da (%00.6)
rastlanmistir (19).

2.1.2.1. Risk Faktorleri

2.1.2.1.1. Hamilelik ve do gum: Kis ve ilkbahar aylarinda doganlarin sizofreniye
yakalanma riskinin yaz aylarinda doganlara gore %5-8 oraninda daha fazla oldugu
tespit edilmistir (20). Erken dogumda ve 2.500 g den daha digsuk agirliktaki
dogumlarda sizofreni riski artmaktadir. Hamilelerin diyabete sahip olmasi sizofreni
riskini arttiran diger bir faktérddr. Bunlarin yaninda hamilelikteki hipertansiyon,
preeklampsi®, yetersiz beslenme, stres, alkol ve sigara kullanimi sizofreniye
yakalanma riskini %1.36-2.00 oraninda arttiran 6nemli etkenlerdendir (15).

2.1.2.1.2. Cinsiyet ve ya s: Kadin ve erkekte ayni oranda goérilmekle beraber
hastaligin baslamasi ve gidisinde farkhliklar gézlenmektedir. Hastaligin ortalama
baslama yasi 15-40 yas olmakla birlikte en biyuk risk altindakiler 15-25 yas
grubunda bulunanlardir. Erkeklerde baglama yasi 15-25, kadinlarda 25-35
dolayindadir (11). Sizofreni ¢ok degisik gidis ve sonlanim gosteren siregen bir
hastaliktir (Tablo 1). Hastaligin ilk iki yil icerisinde tekrar ortaya ¢ikma olasiligi %60
civarindadir. Kadinlarda hastalgin gidisi erkeklere gére daha iyi bicimde seyreder
(16). Kadin hastalarin %30’ u evlilerden olusurken erkek hastalarin %10’ u evli, %90
I bekardir (30). Bekar kadinlarda baglangic 31 iken erkeklerde 29’ dur. Evli

hastalarda ise oran ¢ok dismektedir (Sekil 1).

4 Prevalans: Belirli bir anda veya zaman stresinde eski ve yeni olgu sayisi
® insidans: belirli bir donemde ortaya ¢ikan yeni olgular
6 Gebeligin 20. haftasindan sonra ortaya ¢ikan idrarda protein atimiyla goérilen hipertansiyon



Tablo 1. Sizofrenide iyi ve kétii sonlanim arasindaki farklar’

lyi Sonlanim Koti Sonlanim

Gec baslangic Erken baslangic

Tetikleyici etkenlerin varhgi Tetikleyici etken yoklugu

Hastalik 6ncesi uyumun iyi olusu Hastalik 6ncesi uyumun koti olusu
Akut baslangic Sinsi baslangic

Evli olmak Bosanmis, bekar ya da dul olmak

Ailede duygudurum bozukluk oykisii | Ailede sizofreni 6ykisii

Sosyal destek sistemlerinin iyi olusu Destek sistemlerinin iyi olmamasi

Pozitif belirtiler Negatif belirtiler

Norolojik belirti ve bulgular

Ug yil iginde diizelme olmamasi

Cok sik tekrarlama

Saldirganlik 6ykusii
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Sekil 1. Sizofreni baslama yasinin medeni duruma gére daglllml8

7htt|o:/lwww.steteskop. net/News-file-article-sid-150.html

8Ceylan ME. Arastirma ve klinik uygulamada biyolojik psikiyatri. Birinci baski, Birinci Cilt, Istanbul,
1993, s 14.



2.1.2.1.3. Enfeksiyonlar ve ba gigiklik sistemi: Hamileligin ilk aylarinda gecirilen
grip, sizofreni riskini G¢ kat arttirmaktadir (15). Hamilelerin rubella, herpes simpleks
gibi viral enfeksiyonlara maruz kalmasi, cocuklarinda sizofreni olma olasilhgini
arttirmaktadir (11,20). Ayrica hamile bayanlarda Toxoplasma gondii parazitinin
fetlise etki ederek sizofrenide 6nemli rol oynadigi tespit edilmigtir (21). Cocuklarinda
sizofreni ortaya cikan hamile bayanlarin TNF-a (Tumoér Nekroz Faktor alfa) ve IL-8
(interlokin sekiz) kan seviyelerinde artis saptanmistir (15).

2.1.2.1.4. Otoimmun hastaliklar: Ebeveynleri ya da kendileri tip | diyabet, tiroit ve
coblyak hastaligina sahip kisilerin sizofreniye yakalanma olasiliklarn yuksek
bulunmustur (15).

2.1.2.1.5. Etnik koken: Afrika-Karayip kokenlilerin sizofreniye yakalanma riski diger
etnik gruplara gére daha yiksek bulunmustur (15,22).

2.1.2.1.6. Kannabis ve madde kullanimi: Kannabis, PCP (fensiklidin),
metamfetamin gibi bagimlilik yaratan uyusturucu maddelerini ve ilaglari kullananlarin
sizofren olma olasiliklari oldukc¢a yuksek bulunmustur (15,23).

2.1.2.1.7. Sehirle sme ve goc: Sizofreni sikligi sehirlerde ve endustriyel bélgelerde
koylere gore daha yuksektir. Ayrica go¢ eden insanlarin sizofreniye yakalanma sikhgi
daha fazla bulunmustur (18,19).

2.1.2.1.8. Genetik geci $: Yapilan aile calismalari hasta yakinlarinda sizofreni
gorulme riskinin kontrollerin akrabalarina oranla yaklasik 10 kat fazla oldugunu
gostermistir  (3,4). Son yapilan calismalarda genetik gecisin %80 oldugu
hesaplanmigtir (24,25).

2.1.3. Tani ve De gerlendirme

Tip tarihi boyunca mental bozukluklarin siniflandiriimasina calisiimistir. Bu caba
“‘mani” ve “histeri” terimlerini kullanan Hipokrat' a kadar uzanir. Sizofreni igin
onaylanmis bir tani koydurucu belirti, test veya goruntileme ydntemi yoktur. Tanl,
psikiyatri hekimi tarafindan DSM (The Diagnostic and Statistical Manuel of Mental
Disorder; Zihinsel Bozukluklara iliskin Tani ve istatistk El Kitab)) ve ICD
(International Statistical Classification of Disease and Related Health Problems;
Uluslararasi Hastalilk Siniflamasi ve iligkili Saglik Sorunlari) tani dlcitlerine gore



koyulmaktadir. Bu tani sistemlerinin giinimiizdeki versiyonlari DSM-IV-TR? (Bkz. EK
1) ve ICD-10" (Bkz. EK 2) dur (26,27). APA (American Psychiatry Association;
Amerikan Psikiyatri Birligi) ve DSO’ niin ortak calismalariyla bu iki siniflandirma

sistemi arasindaki farklarin en aza indiriimesine calisiimistir (Bkz. EK 3).

2.1.3.1. Pozitif ve Negatif Belirtiler

Sizofreninin belirtileri pozitif ve negatif belirtiler olarak iki grupta degerlendirilir
(Tablo 2). Pozitif ve negatif belirtilerin degerlendirilmesinde SANS™ (Scale for the
Assesment of Negative Symptoms; Negatif Belirtileri Degerlendirme Olgegi) ve
SAPS'? (Scale for the Assesment of Positive Symptoms: Pozitif Belirtileri

Degerlendirme Olgegi) tanilama olgitleri kullaniimaktadir (15,28).

Tablo 2. Sizofrenide pozitif ve negatif belirtiler'?

Pozitif Belirtiler INegatif Belirtiler

Sanrilar Duygularda kérelme
Varsanilar Duygusal geri cekilme
Stphecilik Fakir iliski

Olagandisi daginiklik Pasif, sosyal geri ¢ekilme
Asiri cosku, heyecan ya da Soyut disilincede giicliik
durgunluk

Herkese diismanca yaklasim Konusma akicihginin kaybi
Kendini buyilik gorme Yineleyen disince
Cocuksu davranislar Hareketlerde azalma

° APA tarafindan gelistirilmis olan siniflandirma sistemi ilk kez 1952 yilinda yayimlandiktan sonra son
g6zden gecirilmis baskisi 2007 yilinda yayimlanmistir (Zihinsel Bozukluklara lligkin Tani ve Istatistik El
Kitabi dérdiincti g6zden gecirilmis baski).
9 psO tarafindan gelistiriimis olup Avrupa’da kullanilan resmi siniflandirma sistemidir (Uluslararasi
Hastalik Siniflamasi ve lligkili Saghk Sorunlari 10’'uncu gézden gegcirilmis baski).
11

Bkz. EK 4
'? Bkz. EK 5

13Simon H. Schizophrenia. Review. 2009.

Lieberman JA, Stroup TS, Perkins DO. Texbook of schizophrenia. First Edition. United States of
America, American Psychiatric Publishing, 2006.



2.1.3.2. DSM-IV’ e gore Sizofreni Tipleri

2.1.3.2.1. Paranoid tip: Bu hastaliga sahip kigilerin sanrilar disinda garip belirtileri
olmadigindan normal insanlardan ayirt edilmeleri zordur. Baslangic yasi 30 lu
yaglardir. Dusince iceriginde bozuklugun fazla oldugu bu tipte garip konusma ve
davraniglar gozlenmez. Yikim belirtileri daha azdir. Diger tiplere gére sonlanim daha
iyidir (16).

2.1.3.2.2. Dezorganize (Hebefrenik) tip: Bilgileri toparlayamama, cagrisimlarda
daginikhk, agir dusince bozukluklari, gercegi degerlendirmede yoksunluk, kendine
bakimda 6zensizlik, uygunsuz duygulanim sik goraltr. Benlik yikimi hizhdir (16).
2.1.3.2.3. Katatonik tip: Kisi belli bir durumda uzun siure kipirdamadan kalir.
Disaridan yapilan iliski kurma girisimlerine karsi tepkisiz gibidir. Hasta ¢evrede olup
bitenleri bildigi halde tepki vermez (16).

2.1.3.2.4. Ayrigmami s tip: Diger hicbir alt tipe girmeyen; ancak sizofreni tanisi alan
hastalarin olusturdugu gruptur (16).

2.1.3.2.5. Reziduel (Kalinti) tip: Akut sizofrenik belirtiler kalmamigtir. Hastalarin
gecmiglerinde en az bir atak vardir. Negatif belirtiler 6n plandadir. Duygu yoksunlugu

ile birlikte hafiflemis sizofreni belirtileri gérilmeye devam eder (16).

2.1.4. Etyolojisi

Sizofreninin belirti ve sonlanim bicimlerindeki cesitlilikten dolayi, tek bir olug
nedeninin sizofreniyi ortaya cikardigini séyleyebilmek olasi degildir. Bu konuda cesitli

hipotezler ortaya atilmigtir (29).

2.1.4.1. Norokimyasal Hipotezler

2.1.4.1.1. Dopamin hipotezi: Postsinaptik dopamin reseptérlerine baglanan
dopamin, tirozinden noradrenalin sentezi sirasinda olugur. DRD1 (dopamin reseptoru
D1), DRD2 (dopamin reseptort D2), DRD3 (dopamin reseptorti D3), DRD4 (dopamin
reseptori D4) ve DRD5 (dopamin reseptori D5) olmak lzere bes farkli dopamin
reseptor geni vardir (28). Bu hipotez, sizofrenide dopaminerjik hiperaktivasyon
bulundugunu, bunun ortadan kaldirilmasi i¢cin de postsinaptik dopamin reseptorlerinin

bloke edilmesi gerektigini 6ngdérmektedir (30).
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Kimi sizofreniklerde mezolimbik, mezokortikal ya da nigrositriatal dopaminerjik
ndronlarda artma s6z konusudur (16). Noroleptikler DRD2’ yi bloke ederek dopaminin
artmasini onlerler (22). Amfetamin ve PCP gibi maddelerin uzun sire kullaniimasi
sonucu paranoid tirde bir psikoz gelisebilir (31).

BOS (Beyin Omurilik Sivisi) HVA (Homovanilik asit) degerinin sizofrenlerdeki
dusuklugu ile kortikal atrofi ve ventrikiler genisleme arasinda pozitif bir iligki
bulunmustur (19,32).
2.1.4.1.2. Serotonerjik hipotez: Serotonin, beyin ve vicutta haberlesmeyi saglayan
bir grup nérotransmitterden biridir. Bu kimyasal mesajci, bir sinir hicresinden diger
bir sinir hiicresine sinapslardan aktarilir. Aktarildigi néronda kendine 6zgu serotonin
reseptorlerine tutunur. Sizofren hastalarinda bu mekanizmanin isleyisinde ve
reseptorlerde sorun vardir. Kimi hastalarda serotonin dizeylerinde azalma
gorultrken, kimilerinde artma saptanmigtir (14). Serotonin tip2 reseptorlerinin bloke
edilmesi, psikotik belirtilerde azalmaya yol agcmistir. Ayni zamanda D, (dopamin tip 2
reseptorleri) baskilanmasina bagl hareket bozukluklarinin azaltilmasinda énemli rol
oynadiklari ileri strtlmuastur (33).

Yapilan bazi calismalarda sizofreni hastalarinin 5-HIAA (5-indoksi indol asetik
asit) degerleri normal bireylere goére farkli bulunmustur. Kronik sizofrenlerin 5-HIAA
degerleri akut ve paranoid hastalarin 5-HIAA degerlerine gore daha yuksektir (19).
2.1.4.1.3. Noradrenerjik hipotez: BOS’ la ilgili yapilan calismalarda sizofreni
hastalarinin noradrenalin dizeylerinin yiksek oldugu tespit edilmistir (14).

Sizofrenlerde plazma noradrenalin duzeyleri yuksek bulunmustur. Kadin
hastalarin plazma noradrenalin degerlerinin erkeklere gore daha yuksek oldugunu
gosteren calismalar olmakla birlikte aksini gosteren calismalar da mevcuttur (14).
idrarda yapilan tayinlerde de paranoid sizofren hastalarin, kontrollere gére daha
yiiksek noradrenalin diizeyine sahip olduklari gérulmustir. Olim sonrasi incelenen
limbik yapilar Gizerindeki belli bélgelerde noradrenerjik artiglar gbzlenmistir (19).

Sizofreni hastalarinda, putamen ve nikleus kaudatusta noradrenerjik aktivite ve
TH (Tirozin hidroksilaz) aktivitesinin arttigini gosteren calismalar mevcuttur. Ayrica
bituin sizofreni hastalarinin pons bolgesinde artmis MAO-B (Monoamin oksidaz B)
aktivitesine rastlaniimistir (34). Dopaminin noradrenaline déntisimuini saglayan DBH
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(Dopamin Beta Hidroksilaz) enziminin gizofreni hastalarinin plazmasinda hem arttigi
hem de azaldigi saptanmistir (19).

2.1.4.1.4. Glutamaterjik hipotez: Ketamin ve PCP gibi NMDA (N metil D aspartat)
glutamat reseptorti agonistleri sizofreni benzeri psikoz olusturabilirler (30,35). NMDA
reseptorinin modulatorii olan D-serin, glisin ve sarkosin kullaniminin negatif
semptomlardaki terapétik etkisi glutamat hipotezini desteklemektedir. Olum sonrasi
arastirmalarda sizofrenide prefrontal korteks ve hipokampulsteki NMDA

reseptorlerinde glutamaterjik etkinlikte bir eksiklik oldugu bildirilmistir (30,36).

2.1.4.2. No6rogeli simsel Hipotez

Bu hipoteze gore gelisimin erken evrelerinde yapisal degisiklikler olusmaktadir.
Norogelisimsel degisiklikler, néronal onctiller, glia proliferasyon ve migrasyonunda,
aksonal ve dendritik proliferasyonda, aksonlarin miyelinlenmesinde, apoptozda ve
sinaptik budanmada ortaya c¢ikmaktadir (37). Neonatal donemde ventral
hippokampus lezyonu olusturulan farelerde prefrontal korteksin gelisiminde ve
plastisitesinde degisiklikler olugsmasi, farelerin sizofrenide goérilen davranissal ve

hiicresel birgok farklihgl sergilemesine neden olmaktadir (38).

2.1.4.3. N6rodejeneratif Hipotez

Hastaligin gelisimsel donemde degil néronal dejenerasyon sonrasinda ortaya
ciktigr savunulmaktadir. Hastaligin seyri sirasinda néron fonksiyonlarinda progresif
kayba yol acan, bir nérodejeneratif strecin devam ettigi ileri surtlmektedir. Geng
erigskin donemde klinik belirtiler baglayincaya kadar bir¢cok olguda ya beyin gelisiminin
normal oldugu ya da sonradan gelisen metabolik, enfeksiy6z veya dejeneratif
hastaliklar nedeniyle hasara ugrayan beynin bozuk iglevleri sonucu sizofreni ortaya

ciktigr ileri suralmagtur (39).

2.1.4.4. Viroimmunolojik Hipotez

Epidemiyolojik veriler grip ile sizofreni arasinda bir iligki oldugunu ortaya
koymustur. Hamilelik sirasinda bir enfeksiyona maruz kalan kadinlarin ¢ocuklarinda
sizofreni gelisebilecegi gorulmustir. Ayrica Toxoplasma gondii parazitiyle enfekte

olmus hamile bayanlarin ¢cocuklarinda sizofreni benzeri psikozlar gézlenmistir (21).
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Sizofreni hastalarinda IL-2 (interlkin 2) ve IFNG (interferon gama) trinlerindeki
azalmaya bagh olarak tip bir immiin yanit yetersizligi gozlenirken, IL-6 (interlokin 6),
IL-10 (interlokin 10) ve c seviyelerindeki artmaya bagli tip iki immadn yanitinda artis
vardir. IL-1B (interlékin 1 beta) ve IL-1RN (interlokin 1 reseptdr antagonisti) gibi
sitokin genlerinde meydana gelen polimorfizm ile sizofreni hastalarindaki ventrikil

genislemesi arasinda onemli bir iligki saptanmistir (29).

2.1.4.5. Aminoasitler

Aminoasitler dogrudan ya da dolayh yoldan sizofreni hastalhiginda rol alirlar.
Fenilketoniri hastaliginda yiksek fenilalanin seviyeleri dogrudan psikotik bir tablo
olustururken, dopamin 6ncull tirozin ise hiperdopaminasyona neden olarak dolayli
yoldan sizofrenide rol alir (14). Ayrica sizofreni hastalarinda glisin, serin
aminoasitlerine ek olarak tablo Ucgte goraldugua gibi bazi aminoasitlerin
konsantrasyonlarinda artig goralmustur (19).

Tablo 3. Sizofren ve normallerin plazma aminoasit konsantrasyonlari (mmol/l)**

Sizofren Normal
Aminoasit | Erkek Kadin Erkek | Kadin
Alanin 392 355 320 346
Valin 273 232 257 210
izoldsin 77 64 68 53
Losin 171 141 159 120
Fenilalanin | 64 57 60 52
Lizin 206 186 189 161

14Ceylan ME. Arastirma ve klinik uygulamada biyolojik psikiyatri. Birinci baski, Birinci Cilt, istanbul,
1993, s 190.
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2.1.5. Beyin Yapisindaki De gqisiklikler

Sizofreninin organik ve psikososyal etkenlere dayall bir beyin hastalig
oldugunun dile getiriimesiyle birlikte son yillarda gelistirilen BT (bilgisayarl tomografi),
MRG (manyetik rezonans goéruntileme), SPECT (single photon emission computed
tomography; tek foton emisyon bilgisayarli tomografi) gibi beyin goéruntileme
yontemleriyle hastalarin beyinlerindeki degisiklikler tespit edilmeye baslanmistir
(40,41).

Sizofreni hastalarinda beyin aktivitelerinde azalma (Sekil 2), tim beyin
hacminde azalma, kortekste azalma, hipokamptste degisiklik (azalma), amigdala ve
parahipokampal girusta azalma, lateral ventrikil genislemesi (Sekil 3), prefrontal
bdlgede degisiklik (daha kicguk sag ve sol prefrontal hacim), daha genis sol kaudat
hacim, anormal temporal lob asimetrisi gérilmektedir (20,42). Sizofrenlerde talamus,
singulat girus ve bazal ganglia hacimlerinde azalma saptanmigtir (43,44). Ayrica
sizofrenlerde beyaz ve gri maddenin azaldigini gosteren pek c¢ok calisma
bulunmaktadir (40,41). Az da olsa bunun tersini gosteren calismalar da mevcuttur
(20).

Sekil 2. Normal bireylerin (N) ve sizofreni hastalarinin (S) beyin aktivitelerindeki

azalmanin fMRG (fonksiyonel manyetik rezonans gériintiilleme) ile gésterilmesi®®

Bhttp://www.schizophrenia.com/family/disease.htm#significant 7.06.2011
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Sekil 3. Normal ve sizofren bireylerde lateral ventrikiillerin MRG ile gériinttisi®

2.2. SiZOFRENIDE GENETIK

Yapilan aile ve evlat edinme caligmalari, ikiz arastirmalari, molekuler genetik

bulgular sizofrenide genetigin 6nemini gostermistir. Hasta akrabalarinin kontrol
grubuna gore sizofreniye yakalanma riskinin istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek oldugunu gosteren birgok calisma mevcuttur (6). Tablo 4’ te akrabalarda

gorulme sikliklari gosterilmistir.

Tablo 4. Sizofrenlerin akrabalarinda bu hastaligin gériilme riski'’

Risk Faktori Risk (%)
Genel toplum 1

Hasta esleri 2

Aile 6ykusu 2-70
Tek yumurta ikizleri 50-70
Cift yumurta ikizleri 9-18
Birinci derece akrabalar

ikinci derece akrabalar 3-6
Uclincii derece akrabalar |2-3

http://www.schizophrenia.com/family/disease.htm#significant 7.06.2011
Y Tandon R, Keshavan MS, Nasrallah HA. Schizophrenia, “just the facts” what we know in 2008. 2.
Epidemiology and etiology. Schizophrenia Res. 2008; 102: 1-18.
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2.2.1. Aile Cali smalari
Yapilan aile ¢calismalari hasta yakinlarinda sizofreni gértlme riskinin kontrollerin

akrabalarina oranla yaklasik 10 kat fazla oldugunu goéstermistir (3). Ancak bu, bir
hastaligin genetik oldugunu sdylememektedir. Cevresel etkenler de genetik yapi
Uzerinde oldukca etkilidir (45).

Herhangi bir akrabasinda sizofreni olmayan kigilerin hastaliga yakalanma riski
yuzde birdir. Aile kdkeninde sizofreni 6ykusiu olanlarda ise bu oran %2-70 arasinda
bulunmustur. Ebeveynlerden biri hasta ise ¢cocuklarda gérilme orani %12-14 iken her
ikisinin hasta oldugu durumlarda %40-60 arasindadir. Anne-baba saglam; ancak
cocuklardan birinin gizofren oldugu durumlarda kardeslerde gorilme orani yizde
sekizdir. Birinci derece akrabalarda ve cift yumurta ikizlerinde sizofreni gortlme riski
%10-18 bulunmustur. Bu oran tek yumurta ikizlerinde %50-70’ tir (18,19).

2.2.2. Ikiz Cali smalari

Akrabalar arasinda hastalik riskinin yuksek olmasinin nedeni ortak cevre ve
ortak genlerdir. Tek yumurta ikizleri ayni genleri tasirken cift yumurta ikizleri genlerin
yarisini paylagsmaktadir (18). Ikizler ayni ortamda buylyiup ayni cevresel etkilere
maruz kaldiklarindan dolay! genetik ve cevresel etkilerin derecesi bilinememektedir.
Ancak bu caligmalarin en yararli yonu, hastalhigin genetik olarak %100 etkisi
olmadiginin gdsterilmesidir (6,18).

Tek ve cift yumurta ikizleriyle yapilan bircok calismada es hastalanma oranlari
farklh oranlarda bulunsa da tek yumurta ikizlerinin es hastalanma oranlarindaki

yukseklik battin galigmalarin ortak bulgusunu olusturmaktadir (14).

2.2.3.Evlat Edinme Cali smalari

Ayni soydan gelen farkh cevresel etkilere maruz kalan kigilerle farkli soydan
olup ayni cevresel etkilere maruz kalan kisiler tizerinde yapilan caligmalardir. Bu
konuda Finlandiya’ da yapilan en kapsamli ¢calismada, 6z anne babasi sizofren olup
hasta olmayan bagka bir ailede yetistiriimis kisilerde sizofreni riski, 6z anne babasi
sizofren olmayanlara gore daha yuksek bulunmustur. Kisinin 6z anne babasi sizofren
olmayip evlatlik verildigi ebeveynler sizofren ise, bu kisilerin hasta olma olasilgi

sizofren olmayan ailede yetisenlere gére daha yuksek degildir. Cocuklukta evlat
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edinilmig sizofren kisilerin 6z anne babalarinda ve birinci derece akrabalarinda risk
orani daha yuksek bulunmustur. Bu bulgulara bakarak, eger genetik yatkinhk yoksa
cocugu yetigtiren ailenin sizofreni riskini yikseltmedigi, sizofreniye yatkinlk olsa bile
aile ortaminin iyi olmasi durumunda hastaliga yakalanma riskinin distuk oldugu

soylenebilir (19).

2.2.4. Genetik Geci s

Sizofreni hastaliginin kalitimi icin mendel kurallarina dayali monogenik gecis ya

da diger adiyla otozomal dominant gen kurami, poligenik gecis ve multifaktoryel
(bircok etkene sahip) gecis gibi birden cok genetik gecis kurami ileri surilse de
yapillan son calismalardan elde edilen bulgular dogrultusunda, ¢cok genli ve cok

etkenli bir gecisin oldugu dusunulmektedir (18,46).

2.2.5. Sizofrenide Genetik ve Cevre Etkile simi

Ozellikle yapilan ikiz calismalari ve evlatlik edinme arastirmalariyla sizofrenide
genetigin tek basina rol almadigi, cevresel faktorlerin de 6nemli oldugu ortaya
konmustur. Bu konuda bazi modeller 6nerilmistir (45):

Model 1: Genetik ve ailesel olmayan cevresel etmenlerin birlikte etki edip
hastaligin ortaya c¢ikisini hizlandirdigi ileri stralmagtur.

Model 2: Genetik duyarlihgin cevresel etmenlere goére daha fazla 6n planda
oldugunu soylemektedir.

Model 3: Hastaligin genetik gecisinde otozomal dominant bir gen kuramini
savunmaktadir.

Model 4: Bu modele gore hastaligin ortaya ¢ikmasinda birden ¢cok gen ve pek
cok cevresel etken rol almaktadir.

Ayrica sizofrenide rol oynayan cevresel etmenler noéral sistemlerde gen
ekspresyonuna etki eden promotor DNA (deoksiribonikleik asit) metilasyonuyla

sonuclanan epigenetik degisikliklere sebep olmaktadir (45).

2.2.6. Sizofrenide Molekuler Genetik Cali smalar

Sizofrenide genetigin, hastaliga yakalanmada 6nemli bir risk faktéri oldugu ve

multifaktdryel bir gecis gosterdigi dustncesi agirlik kazandiktan sonra ayrisma
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(segregasyon), baglanti (linkaj) ve iligkilendirme (association) calismalariyla
molekiler genetik alaninda yeni bulgular elde edilmis, birgcok kromozom bélgesi ve
aday genler ortaya konmustur (18,25).

Ayrisma analizleri, bir soyagacindaki hastalik sikligini genetik gecis yontemiyle
kargilastirarak dogrulugunu belirler. Hastaligin multifaktoryel 6zelliginden dolay! gecis
modalitesi tam olarak belirlenememigtir. Bu da yontemin guvenilirligini azaltmaktadir
(19).

iliskilendirme calismalarinda bireyler arasi polimorfizm gdsteren HLA (Human
Leukocyte Antigens; insandaki Doku Uygunluk Antijeni), kan proteinleri ve kan
gruplarina bakilarak hasta olanlarin sagliklilara gore ortak alleller paylasip
paylasmadiklari arastirilmistir. iliskilendirme arastirmalarinda birbiriyle ilisiksiz
sizofren probandlar Gzerinde calisiimasi ve tek bir genin farkh allellerinin
arastirilmasi, bu caligmalarin zayif yonini olusturmaktadir (47).

Baglanti analizlerinde yere 0zgu genetik belirleyiciler (lokus marker)
kullanilarak, sizofreni hastaliginda o lokusun ©6nemi arastiriimaktadir. Baglanti
calismalariyla protein yapisindaki bozukluk veya farkl bir nikleik asit dizisinin varhgi
tespit edilebilmektedir (47).

Yapilan bazi iligkilendirme ¢aligmalarinda HLA-A9' un paranoid sizofreni riskini
%60 oraninda arttirdigi bulunmustur. Ancak yapilan bagka calismalarda bu bulguya
rastlaniimamistir. Kimi calismalarda D3 (Dopamin reseptorleri 3) ve D, (Dopamin
reseptorleri 4) reseptorleri ile sizofreni arasinda bir iligki gosterilirken Kimi
calismalarda ise bu sonug elde edilememistir. D, reseptorlerinin bulundugu 11’ inci
kromozom ve 5HT, (5-Hidroksitriptamin 2) nin bulundugu 13’ tGnci kromozomun
incelendigi bir baska arastirmada da herhangi bir bozukluk tespit edilememistir
(14,24). X kromozomunun uzun (q) ve kisa (p) kollariyla yapilan ¢alismalar da hentiz
sonu¢ vermemistir. Yalnizca miyotonik distrofinin  bulundugu Xp21 bdolgesiyle
sizofreni arasinda zayif bir bag olabilecegi bildirilmigtir. Besinci kromozomun uzun
kolunda sitogenetik olarak gorilebilen, dengesiz parsiyel trizominin oldugu ve fiziksel
anomalilerin  sizofreniye eslik ettigi bir ailenin belirlenmesinden sonra yapilan
calismalarda bu kromozomun Uzerinde hastalikla ilgili bir lokus olduguna dair deliller
elde edilmig; ancak bu bilgi baska arastirmalarda dogrulanamamistir (48).
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Lewis ve arkadaslarinin 1208 sizofren ailesiyle yaptigi ¢calismada 1p, 2q, 3p, 54,
6p, 8p, 11q, 13q, 14p, 20p ve 22p kromozom bdlgeleriyle sizofreni arasinda baglanti
saptanmigtir. Badner ve Gerson’ un yapmis oldugu meta analiz ¢calismasinda 8p,
13q, 22g kromozom bdélgelerinin sizofreniyle iligkili oldugu tespit edilmistir. Segurado
ve arkadaslarinin 347 aileyle yaptiklari calisma, sizofrenide 9p, 10q, 14q ve 18q
kromozom bdlgelerinin 6nemini ortaya koymustur. 236 Japon ailesiyle yapilan
baglanti calismasinda 1p, 14q, 20p kromozom bdlgelerinin sizofreniyle baglantisi
ortaya konmugken DelLisi ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calisma buna ek olarak 2q ve
8p kromozom bdolgelerinin dnemini gostermigtir (29).

Molekuler genetik alanindaki yeniliklerle birlikte birbirini destekleyen calismalar
artmig, NRG1 (Noroglin 1), COMT (Katekol-O-metil transferaz), RGS4 gibi bir¢ok
sizofreniye yatkinlik aday geni ortaya c¢ikariimistir (49).

2.3. RGS AILESI
RGS (Regulator of G-protein signaling) molekulleri, GPCR (G-protein couple

reseptor) nin sinyal aktivitesini diizenleyen protein sinifidir. GAPs [GTPaz (Guanozin
trifosfataz) aktive edici proteinler] ile GTP (Guanozin trifosfat) nin GDP (Guanozin
difosfat) ye hidrolizini hizlandirarak GPCR sinyal yolagini kapar ve G proteinlerini
inaktive eder (10,50).

RGS proteinleri, ndronal aktivasyonun ritmini ve direncini dizenleyen bir
konumdadir (8). Su ana kadar her biri secici reseptér bdlgelerine sahip 28 in
Uzerinde RGS proteini bulunmustur (51).

RGS ailesi Uyeleri beyin ve periferde yuksek oranda eksprese edilir (7). RGS4,
RGS7, RGS8, RGS11 ve RGS17' nin nukleus akumbens ve putameni kapsayan
striatal bolgelerde 6nemli dlciide eksprese edildigi bulunmustur. mMRNA ekspresyon
seviyesi en yiuksek Olcilen RGS4 olmustur. Bazi RGS ailesi Uyeleri periferal
dokularda yiiksek ekspresyon gostermistir. RGS5 kalpte eksprese edilirken; RGS1,
RGS13 ve RGS18 lenfositlerde eksprese edilir. RGS1 ayrica RGS2 ve RGS16 gibi
akcigerlerde de eksprese edilir. RGS3, RGS9, RGS10, RGS12 ve RGS14 Ust Uste ve
genis bir mRNA dagilimi gosterir. Bazi RGS Uyelerinin GPCRs tarafindan sinyal
modulasyonunda ve merkezi sinir sistemi fonksiyonlarinin dizenlenmesinde rol

aldiklar gosterilmistir (52).
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RGS proteinlerinin, sinir sistemindeki bircok G protein sinyal yolaginin
dizenlenmesinden sorumlu olmasi, bu grubun Uuyelerinin cesitli hastaliklarda rol
oynadiginin diisiinilmesine sebep olmustur. ilagc bagimliligr ve beyin yaralanmasinin,
bazi RGS uyelerinin  mMRNA seviyelerindeki degisiklikle ilgili olabilecedi ©6ne
suralmastur (50).

Son yillarda, artan iligkilendirme ve linkaj calismalariyla RGS genlerinin
sizofreni gibi merkezi sinir sistemi hastaliklarinda rolii oldugunu gosteren kanitlar
bulunmustur (52). RGS protein ailesinin alt tiplerinden biri olan glutamat reseptérlerini
kodlayan RGS4 de bunlardan biridir (7,51).

2.3.1.RGS4 Geni

Birinci kromozomun g23.3 bélgesinde (Sekil 4) yerlesim gosteren, 23.3 kDa ve
205 aminoasitten olusan bes ekzonlu bu protein; 62-78 domain, bes ve 13 motif icerir
(8,36).
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Sekil 4. RGS4 geninin birinci kromozomdaki yeri*®

Bircok GPCR’ nin hiicreler arasi sinyal zamanini, heterotrimerik G proteinlerinin
Ga (G proteini alfa) alt Gnitesi icin GTPaz aktive edici proteini diizenleyen ve kontrol
eden RGS4; sitoplazma, plazma membrani ve cekirdekte bulunur. Kalmodulin
baglama, sinyal iletim aktivitesi gibi gorevlerinin yaninda MAPK aktivitesinin
inaktivasyonunu, GRM1 ve GRM5 araciligiyla sinyal iletiminin negatif regtlasyonunu
saglar (7,8).

RGS4 ayrica strese yanitta rol oynar. Niget ve arkadaglarinin 1999’ da
yaptiklari calismada, RGS4 ekspresyonunun dizenlenmesi takibinde, kemirgenlerde

ongorilemeyen kronik stresin olustugu gosterilmistir (7,50).

18http://www.qenecards.orq/cqi-bin/carddislo.pl?qene:RGS4&search:RGS4 15.06.2011
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2.3.1.1. RGS4 ve SNP Bolgeleri

2002’ de yayinlanan calismasinda Chowdari ve arkadaslarl, RGS4’ iin SNP1
(rs10917670), SNP4 (rs951436), SNP7 (rs951439) ve SNP18 (rs2661319) olmak
Uzere dort SNP (tek nikleotid polimorfizmi) bdlgesinin sizofreni hastaliginda énemli
oldugunu gostermistir (24). Bu SNP boélgeleri RGS4 lokusunda 10 kb’ lik bir bélgede
yerlesim gosterir (53). Besinci sekilde de goruldigu gibi SNP1, SNP4 ve SNP7,
genin bes UssU upstream bdlgesinde olup 849 baz uzakhktadir. SNP18 ise birinci
intronun icindedir (10). SNP7 nin birinci ekzonun transkripsiyon baglama

bdlgesinden 5.46 kb uzaklikta oldugu gosterilmigtir (54).
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Sekil 5. RGS4 geninde dort SNP bélgesinin yerlesimi*®

Lewitt ve arkadaglarinin 2006’da yayinlanan calismasinda RGS4’ Un bes Ussl
SNP bolgelerinin DLPFC (dorsolateral prefrontal cortex) deki degisikliklerle ve
sizofrenideki pozitif ve negatif belirtilerle iligkili oldugu gosterilmistir (50,54). SNP18,
frontoparietal ve frontotemporal baglantilarda, oksijen bagl kan seviyeleri ile iligkilidir.
SNP4, beyindeki gri ve beyaz madde degisiklikleriyle iligkili olmasi ve sizofreni
hastalarinda DLPFC’ deki en dusuk hacmin T/T genotipine sahip olanlarda
gorulmesinden dolayi RGS4’ iin sizofreniye yatkinlik geni olmasini saglayan en gugli
kanittir (54,55).

Son calismalarda SNP4 ile SNP18 arasinda guclu bir iligki oldugu gosterilmigtir
(53). SNP4’ te negatif semptomlar igin heterozigot bireylerin disiik PANSS (Pozitif ve

negatif sendrom skalasi) total skorlara ve genel psikopatoloji skoruna sahip olma

chowdari KV, Bamne M, Wood J, Talkovski ME, et al. Linkage disequilibrium pattern and functional
analysis of RGS4 polymorphism in relation to schizophrenia. Schizophrenia Bull. 2008;34(1):118-126.
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ediliminde oldugu bulunmustur. Ayrica SNP18' de, heterozigot bireyler de dusuk
PANSS total skora sahip olma egilimindedirler. Ancak; FDR (False discovery rate;
yanlis kesif testi) kullanilarak yapilan coklu testlerde, yalnizca SNP4 genotiplerinin
PANSS total skorlari ve genel psikopatoloji skorlaryla iligkili oldugu goésterilmistir.
SNP4, sozel akicilik skorlanyla iligkilidir. T/G genotipine sahip hastalar en yiksek
sonuca ulagirken T/T genotipinde olanlarin en dusik skora sahip oldugu bulunmustur
(55).

2.3.1.2. RGS4 ve Haplotip Cal gsmalari

iligkilendirme calismalarinda sizofreni ile iligkili birbirinden farkli haplotipler
bulunmakla birlikte cogunda pozitif sonuclar elde edilmistir (13,19). Yapilan haplotip
calismalarinda sizofreni icin GGGG ve ATAA olmak lzere 2 temel (major) haplotip
bulunmustur (14). Bazi populasyonlarda risk haplotipi olarak GGGG (13,22)
bazilarinda ise ATAA (19) bulunmugken Ishiguro ve arkadaglarinin 2006’da
yayinlanan Japon populasyonundaki ¢calismasinda bu iki haplotipin frekansi sizofreni
hastalarinda ve saglikl bireylerde énemli bir fark gostermemigtir (51).

ikili haplotip calismalarinda SNP4-18 ve SNP7-18 icin G-G haplotipi, Ucli
haplotip calismalarinda SNP1-4-18 icin G-G-G haplotipi major haplotip olarak
bulunmustur (9,54).

2.3.1.3. RGS4 ve Splays Varyantlari

insan beyninde RGS4’ iin, RGS4-1, RGS4-2, RGS4-3, RGS4-4 ve RGS4-5
olmak Uzere bes degisik izoformu vardir. Sirasiyla 205, 205, 302, 93 ve 187
aminoasitten olusurlar. RGS4-1, RGS4-2, RGS4-3 ve RGS4-4 proteinlere cevrilir.
RGS4-2 dokuya spesifik iken RGS4-4 ve RGS4-5 her yerde eksprese edilir. RGS4-1
in ekspresyon seviyeleri cenin beyni, kalp, omurilik ve prostatta dusukken bdbrek,
karaciger, akciger, plasenta, timis, tiroit gibi bazi dokularda az da olsa eksprese
edildigi tespit edilmigtir. RGS4-2 beyin, omurilik ve prostatta eksprese edilirken
RGS4-3 yetigkin beyni, prostat, omurilik, bobreklUstii bezleri, trake ve testiste
eksprese edilir (53). Sizofreni hastalarinda RGS4-3 mRNA ekspresyon seviyeleri
azalmistir (56). RGS4-4 ve RGS4-5’ in ise en yuksek eksprese oldugu yerler; yetiskin

beyni, omurilik, testis, beyincik ve bdbrekisti bezidir. DLPFC ve visual kortekste
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insan RGS4 izoformlarinin degisik ekspresyonlari bulunmustur. RGS4-1, RGS4-2 ve
RGS4-3 beyincikte eksprese olmamasina ragmen tim RGS4 splays varyantlari

kortikal alanlarda yiksek miktarda eksprese olur (53).

2.3.1.4. RGS4 ve Beyin Bolgelerindeki De  gisiklikler

RGS4, en fazla beyinde eksprese olur (Tablo 5). RGS4’ Uin beyinde en fazla
eksprese oldugu bélgeler parahipokampal girus, superior frontal girus, medial frontal
girus ve singulat girus’tur (Tablo 6). 2001'de yayinlanan, sizofreni hastalarindan
alinan 6lum sonrasi drneklerin mikroarray teknolojisiyle incelendigi calismada Mirnics
ve arkadaslari DLPFC’ de RGS4 mRNA ekspresyonunda azalma saptamiglardir (57).
Erdely ve arkadaslarinin 2006’ daki calismasinda da sizofreni hastalarinin singulat
girus, superior frontal girus ve insular korteksinde RGS4 mRNA seviyelerinde azalma
bulunmustur. RGS4 mRNA ekspresyonu sizofrenlerde kortikal alanlarda yiksek,
kaudat ve putamende dusuktir. Ancak kaudat ve putamendeki RGS4 mRNA
ekspresyonunda, kontrol grubu ve sizofrenler arasinda ©6nemli bir fark

bulunamamisgtir (58).

Tablo 5. insan dokularinda RGS4 mRNA profili*°

Doku RGS4

Beyin ++++
Kalp +
Akciger 0
Karaciger 0
Bobrek 0
Barsak 0
Lenfosit 0
Plasenta 0

MRNA seviyeleri:>20000, ++++; 2000-20000, +++; 500-2000, ++; < 500, +;

bulunamayan, O.

20| arminie C, Murdock P, Walhin JP, Duckworth M, et al. Selective expression of regulators of G-

protein signaling (RGS) in the human central nervous system. Mol Brain Res. 2004;122: 24-34.
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Tablo 6. Insan beyin bélgelerinde mRNA ekspresyonu?*

Beyin bolgesi RGS4
Singulat girus F++++
Medial frontal girus +++++
Superior frontal girus +++++
Striatum 4+
Nukleus akumbens +++
Putamen ++++
Kaudat nukleus ++
Hipokampus ++++
Parahipokampal girus +++++
Amigdala ++
Globus pallidus +
Medulla Oblongata +
Talamus +
Hipotalamus +
Substantia nigra +
Lokus coeruleus ++
Beyincik 0

MRNA seviyeleri: >20000, +++++; 10000-20000, ++++; 6000-10000, +++; 2000-
6000, ++; <2000, +; belirlenemeyen, O.

2.3.1.5. RGS4 ile Etkile sim Halinde Olan Di ger Etmenler

RGS4, neurogulin reseptéri olan ErbB3 (v-erb-b2 eritroblastik [6semi viral
onkojen homolog 3) ile etkilesim halindedir (51). 18-67 yas arasi 72 Olum sonrasi
beyin 6rneginin kullanildigi bir calismada BA10 (Brodmann area 10) da RGS4
ekspresyonunun yasla dogru orantili olarak azaldigi gosterilmistir. Bunun sonucunda
RGS4’ dn iliskili oldugu ErbB3 ekspresyonu da azalmistir (59). RGS4' (n

21 arminie C, Murdock P, Walhin JP, Duckworth M, et al. Selective expression of regulators of G-

protein signaling (RGS) in the human central nervous system. Mol Brain Res. 2004; 122: 24-34.
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ekspresyonu COMT geni ve enzim aktivitesi tarafindan etkilenmistir (55). PFC
(Prefrontal korteks) ve hipokampusteki RGS4 ekspresyonunun azalmasi COMT’ un
Vall58Met genotipi ile iligkilendirilmistir (56). RGS4 dopaminerjik modulatorlerle
duzenlenir. D, reseptdr stimilasyonu ya da D; reseptor blokaji RGS4’lGn upregule
edilmemesine neden olur. 5-HT,a (5-hidroksitriptamin reseptor 2A) ve grup |
metabotropik glutamat reseptorlerle baglantili olan RGS4’ Gn sizofreni hastalarinda
PFC’ deki mGluRl1la (metabotropik glutamat reseptér 1) ekspresyonunda azalma
tespit edilmigtir (58). RGS4, stres ve glukokortikoidler tarafindan duizenlenir (29).
Stresin bu genin ekspresyonunu degistirdigi ve bunun sonucunda hiicreler arasi Ca™
dengesi ile ndrotransmitter salinimini bozdugu, GPCR sinyalizasyonunu durdurdugu

gosterilmistir (7).

2.4. DNA Dizi ANAL iZi

DNA dizi analizleri, bir DNA molekilindeki nukleotidlerin  sirasinin

belirlenmesinde kullanilan, bir niikleik asit dizisinin digerine hibridizasyonu?®? islemine

dayanan bir yéntemdir (60). Bu yontemin agsamalari sunlardir (Sekil 6):

» Hedef DNA’ nin tek sarmal hale getiriimesi

* Primer baglanmasi

e Primerin ¢ Ussi ucundan itibaren DNA sentezinin gerceklestiriimesi

¢ Reaksiyonun sonlandiriimasi

1960’ It yillarin baginda 75-80 nukleotitlik tRNA’ lar (transfer ribunikleik asit) ile

baglayan calismalar, gen yapisi ve genetik kontrol mekanizmalari hakkinda birgok
bilgi edinmemizi saglamistir. Radyoaktif olmayan isaretleme ve otomatik DNA dizi
analizi gibi yontemlerin yaninda, ginimuzde nikleotit dizilerinin belirlenmesinde
“Maxam-Gilbert kimyasal kirllma yontemi” ve “Sanger dideoksi zincir sonlanma
yontemi” gibi iki farkli yontem kullaniimaktadir. Her iki yontemin de (¢ asamasi
bulunmaktadir (60):

1. DNA eldesi

2. Reaksiyonlar

3. Jel elektroforezi

2 Radyoaktif veya radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir.
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Sekil 6. DNA dizi analizi mekanizmasi®®

2.4.1. Maxam-Gilbert kimyasal kirilma yontemi

DNA'’ nin bazi kimyasallarla (Tablo 7) 6zgul baz dizilerinden kesilerek degisik
uzunlukla fragmentler elde edilmesi prensibine dayanir. Bes {issi ucundan *?P ya da
floresan bir boya ile yalnizca bir ucundan isaretlenen DNA molekilleri dort tipe
ayrilir. A (Adenin), C (Sitozin), G (Guanin) ya da T (Timin) nukleotitlerini degistirmek
ve kirmak icin gerekli tepkimeler gergeklestirilir. Sonugta, kirilmanin oldugu
pozisyona gore boylari birbirinden farkli, bes UssU pozisyonlarindan igaretli DNA
parcalari elde edilmis olur (61). Kisalan DNA dizileri, jel elektroforezi ile
blyukluklerine gore ayrilir ve otoradyografi uygulanarak bantlar goriuntilenir (Tablo
8).

Bhttp://www.shmekan.com/sihirli-mekan-saglik-genel/136277-molekuler-genetik-nedir-detayli-bilgi.html
17.06.2011

26



Tablo 7. Kimyasal kirilma yénteminde kullanilan kimyasallar®*

Ozgil Bz  |Bazadrgilkimpasal  |Baz apimada bllanlan |2 fomada
kifrpyasal Innllannlan kmyasl

b Dimmetl silfat Pipertdin Fipetidin

It At At Fipendin

C+T Hidgarin Pipertdin Fipendin

C HidtazimtBaz Pipertdin Fipendin

e Baz Pipertdin Fipendin

Tablo 8. Kimyasal kirllma yontemiyle yapilan reaksiyonlarin elektroforez sonrasi

gorintiisti ve okuma sonucu; GGGCTG®

G=h

40

24,25

yunus.hacettepe.edu.tr/~mergen/derleme/d_sekansteknikleri.pdf
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2.4.2. Sanger dideoksi zincir sonlanma yontemi

Gunumizde kullanilan en yaygin dizi analiz yontemidir. Maxam-Gilbert
yontemine gore daha hizhidir ve tehlikeli kimyasal maddeler icermez. Bu yontem icin
tek iplikci kallpp DNA, dNTP (deoksiribontkleozit trifosfat), ddNTP
(dideoksiribonikleozit trifosfat), DNA polimeraz ve serbest OH (Hidroksil) grubu
iceren primer gereklidir (61).

Her bir nikleotid bir sonraki nikleotide t¢ tUssi OH ucundan baglanir. DNA
polimeraz normal bir dNTP yerine ddNTP eklediginde, ddNTP’ lerin {cunci
karbonundaki OH molekilinde oksijen atomu bulunmamasindan dolayr (Sekil 7)
zincir uzamasi sonlanir. Bu eklenme rastgele oldugundan degisik uzunluklarda
kendilerine 6zgl boya tasiyan fragmentler olusur. Elektroforez ile jelde yurutulerek
dizi analizi gerceklestirilen DNA fragmentleri, ddNTP’ nin tipine gére okunur (Tablo
9).

g 210 ¢ 7.1
= e A S SE
6 9 @ D_FIHF O O 0 l,of*”
l"al_,f ‘\L_i-‘
a) g?a’ b) )

dNTPs

+ ddGTP + ddATP

dNTPs dNTPs
ddTTP + ddCTP
T

C

w

POOO-H-QO

L

Sekil 8. DNA fragmentlerinin elektroforez sonrasi goriintiisi?’

®nhttp://core.iddrc.org/molecular-genetics/wp-content/nucleotides-text small 1125082.jpg 17.06.2011
2"http://www.emunix.emich.edu/~rwinning/genetics/tech4.htm 17.06.2011
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2.4.3. Otomatik DNA dizi analizi yontemi

insan Genom Projesi gibi biyik projeler icin kullanilan bu yéntem, zaman

tasarrufunun yaninda c¢ok fazla is gicu gerektirmemesi ve sonuclarin daha cabuk

degerlendiriimesi nedeniyle tercih edilmektedir.

Otomatik DNA dizi analiz cihazlari, sabit bilgisayarda yuklu programlar ile bu

programlarin yonettigi elektroforez sisteminden olusur. Elektroforetik Unitelerde

bulunan lazer 1sik kaynagi ile monokromatik bir 11k olusturularak jel matriks taranir.

DNA’ ya baglanan floresan boya, isik ile taranan bélgeye geldiginde uyarilarak 1s1gi

geri yansitir. Bir dedektor tarafindan kaydedilen 1sik demeti, bilgisayar programlariyla

degerlendirildikten sonra ¢ikan sonugclar grafiksel (Sekil 9) olarak bilgisayar ekranina

aktarilir (60).

r'G GAGTGA G (el Jelal e, rGOCOCGCT
200 240
A i I I
fl A 1 [l b f f || f
i fi | | alt 'll I [ ] | | | lll| 11
' II Wil -. || b f |I|. ARy II || Illlll (V1IN | . THUYINS --III lﬁ ||"|- (\ (YUY ',II |5. [ |N !
VY LV WAV AV VY LYWW EY LAV KXY VAVY VRV AV AV LLEY LAV VY AY Y
Felele GTC OTGCCAGD T O e G CCGCOCOEA GAGGO BA
250 d 2 ! 300
i ft 5
[ | — I ; f i1
[ 4 ! I Nl | f . f | 1 i
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Sekil 9. DNA dizi analizi cihazindan alinan sonuglar®®

Bhttp://www.bilimfeneri.gen.tr/phpBB2/viewtopic.php?f=1&t=6187 17.06.2011
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Arastimanin Tipi

Deneysel, kontrolli randomize ve multidisipliner bir klinik arastirma yapiimistir.

3.2.Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde yapilimistir.
Tibbi Biyoloji ve Genetik ABD (Anabilim dali), Psikiyatri ABD ve Biyofizik ABD
calismaya katilmig olan disiplinlerdir.

Calisma zamani, baglangicta bir yil olarak 6ngoértilmesine ragmen, gerek
deneysel asamalardaki aksakliklar gerek diger etkenlerden dolay iki yila yakin bir

zamanda tamamlanmistir.

3.3.Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Cali sma Gruplari

Calismada kontrol grubu ve hasta grubu kullaniimistir. Genetik ¢alismalar icin,
100 hasta ve 52 kontrol alinmigtir. DSM-IV o6lcutlerine gore sizofreni tanisini almis
olan hastalarla calisiimistir. Calismaya alinan hastalarin tamamina PANSS (Bkz. EK
6) uygulanmis ve pozitif belirtiler, negatif belirtiler ve genel psikopatoloji toplam
puanlari elde edilmistir.

Kontrol grubu “saglikli toplumdan” secilen, daha ©6nce psikiyatri tedavisi
gormemis ve halen herhangi ruhsal bir hastaligi olmayan kisilerden olusturulmustur.
Kontrol grubu, yas ve cinsiyete gore eglestirilmigtir.

Calismaya dahil edilme kriterleri:

1. DSM-IV Sizofreni Tani élcutlerini kargilamasi
2. Yazih bilgilendirilmis olur verebilme

3. 18-55 yas arasi

4. Okur yazar olmak

Dislama kriterleri;

1. Kontrol grubundaki kisilerin herhangi psikiyatrik hastalik ge¢cmisinin olmasi
2. Hasta grubundaki bireylerin son 6 ay i¢cinde EKT (Elektrokompulsif terapi) tedavisi
almis olmasi

3. Kontrol ve hasta grubundaki kigilerde nérolojik hastalik bulunmasi
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4. Madde ve alkol kullanimi
5. Hem pozitif hem negatif belirtili tip 6zelligi gostermesi

6. 55 yasin Uzerinde olmak

3.4.Calisma Materyali

Calisma materyali olarak insan kani kullaniimistir. Dort ml EDTA’ Ii (Etilen
diamin tetra asetik asit) tliplere alinan periferik kanlarin iki mililitresi kullanilirken diger
iki mililitresi -20 ‘C’ de saklanmistir. Kontrol ve hasta kanlari Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiltesi Psikiyatri boliminde yetkili hemsirelerce alinmistir. Kan alimi halen
devam etmektedir ve yeni hasta olgulari geldikce devam edecektir. Hasta olgularini
Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri servisine bagvuranlar ve sizofreni
tanisi alanlar olustururken kontrol grubunda ise herhangi bir psikiyatrik rahatsizlk

gecirmemis kisiler yer almistir.

3.5.Arastirmanin De giskenleri

Arastirmamizda “sizofreni” bagimli degisken, “RGS4 geni” bagimsiz
degiskendir. Ayrica RGS4 geninin SNP1, SNP4, SNP7 ve SNP18 boélgeleri de

bagimsiz degiskenler olup sizofrenideki rolleri arastiriimistir.

3.6.Veri Toplama Araclari

Calismaya katilan hastalarin tamamina PANSS (Bkz. EK 6) uygulanmistir.
Ayica hem kontrol hem de hasta grubunu olusturan bireylere bilgilendirme formlari
uygulanarak (Bkz. EK 7, EK 8) kigilerin onay1 alinmigtir.

Dort ml olarak EDTA’ i tiplere alinan kanlarin iki ml’ si DNA izolasyonunda
kullaniimistir. 100 b¢ uzunlugunda DNA ladder kullanilarak jel gortintist alinan DNA
ornekleri PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) ile ¢ogaltilmis ve jel elektroforezinde
yurutalmustar. Bakilan dort SNP (SNP1, SNP4, SNP7, SNP18) bolgesine “DNA dizi
analizi” uygulanmigtir.

SPSS 11.0 ve statcalc yazihimlariyla, sizofreni olgu ve kontrol gruplarinda
genotiplerin dagihiminin istatistiksel anlamhhgi arastiriimistir. Tium deneyler icin p
degeri < 0.05 ise anlamli olarak kabul edilmistir. TUm SNP’ ler i¢cin Hardy-Weinberg

dengesi yapilarak p degeri > 0.05 ise Hardy-Weinberg dengesi icinde kabul edilmistir.
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Kullanilan cihazlar:

e Mini santriftj cihazi (Eppendorf mini spin plus)
« Vorteks cihazi (Labnet)

e Su banyosu (Pharmacia Biotech)

» Hassas terazi (Precisa 205 A SCS)

e Tartim cihazi (Precisa 2200 C SCS)

* Mini jel elektroforez sistemi (Thermo B2 easy cast mini)
» Jel gorunttleme sistemi (Vilber Lourmat infinity)
e Thermal cycler (Techne TC-3000G)

* Uv kabinet (Labconco)

» Otoklav (Getinge HS11-K3)

« Pastor firini (Gallenkamp, Sanyo)

e Derin donduruculu buzdolabi (Beko D8540SM)

Sarf malzemeler:

-Tek kullanimhk plastik malzemeler: EDTA’ i tip (Vacutest plast 13x75), 2ml
lik 6lcekli eppendorf tipu (greiner bio-one), 1.8ml" lik dlcekli eppendorf tlpu
(greiner bio-one), 0.2 ml' lik PCR tupu (DNAase-RNAase free, grainer bio-
one), 0.5-10 pl lik filtreli pipet ucu (grainer bio-one), 10-100 ul’ lik filtreli pipet
ucu (grainer bio-one), 100-1000 I’ lik filtreli pipet ucu (grainer bio-one), 15 ml
lik falcon tup (grainer bio-one), parafilm (Pechiney plastic plackaging),
aliuminyum folyo, pudrasiz eldiven (Tenty flex M).
-DNA izolasyonu ve kullanilan kimyasallar: DNA izolasyon kiti (Roche, Lot
11147000) %100 etanol (AppliChem, Lot: 80003291), %70 etanol, TE (Tris-
EDTA) buffer (AppliChem, Lot: 7A009907), 10X TBE (Tris-Borat-EDTA,
AppliChem, Lot: 0D009312).
-PCR ve urunlerin gorantilenmeleri icin gerekli kimyasallar: 25 bazlik dort adet
primer c¢ifti (1 umol, Metabion), FastStart Tag polimeraz (5 U/ul, Roche, Lot
12224600), dNTPs (10mM, Fermentas, #R0192), PCR buffer+MgCl, (Roche,
Lot: 12916700), Agaroz (AppliChem, Lot: 7A005305), DNA Ladder
(Fermentas, #SM0241).

Hizmet alimi: DNA dizi analizi (Macrogen, Kore)
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DNA izolasyonunda Roche’ nin kandan DNA izolasyon kit protokoll
kullaniimistir:

1. iki ml eppendorf tiipiine bir ml kirmizi kan hiicresi liziz tamponu koyuldu.

2. 500 pl kan eklendi ve vortekslemeden hafifce karistirildi.

3. Karistiricida 10 dakika karistirildiktan sonra 875 g’ de 10 dakika santrifdj
edildi ve stupernatant dokuldu. Vortekslendi. Eger hicreler patlamamigsa
ilk asamadan buraya kadar olan kisim tekrar edildi. .

4. 250 pl beyaz hicre liziz tamponu konuldu. Vortekslenerek 37 C’ de 15-
30 dakika inkiibasyon yapildi.

5. 130 pl protein ¢okeltme soltisyonu konuldu. 25 saniye vortekslendi.

6. 12.000 g’ de 10 dakika santrifllj yapildi ve stipernatant yeni tipe alindi.

7. Supernatantin iki kati kadar %100 etanol konuldu. Elde sallandi. 875 g
de 10 dakika santrifuj edildikten sonra supernatant uzaklastirildi.

8. 250 ul %70 soguk etanol konuldu. Dikkatlice ters duz edildikten sonra
875 g’ de bes dakika santrifiij edildi ve sipernatant uzaklastirildi.

9. DNA pelleti kurumaya birakildi.100 ul TE tamponu eklendi, vortekslendi
ve 65 T’ de 30-60 dakika inkube edildi. DNA saklan mak tzere -20 T’
ye kaldirild1.

3.7.Arastirma Plani ve Takvimi

Ongorulen calisma suresi: 12 ay

Tablo 9: Arastirma plani

YAPILACAK IS AYLAR
1. Laboratuvarda kullanilacak olan sarf malzemelerin satin alinmasi 1-4. aylar
2. Sizofreni hastasi bulunmasi ve degerlendirme kriterlerine uygunlugunun

arastiriimasi

3. Kan alimi

4. DNA izolasyonu

5. Polimorfizm incelenmesi 5. ay
6. DNA dizi analizi 5-11.
7. Verilerin istatistiksel degerlendirmesi aylar
8. Makale taslaginin yazimi 12. ay
9. Proje sonlanma raporunun yazimi
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Deney Akl § Semasi
Hasta secimi *

( DSM-1V tani 6lcutlerine gére PANSS uygulamasi )
Kan alimi
(EDTA’ I tiipe 4cc alinacak, 2cc si kullanilacak, geri kalani stoklanacak)
DNA izolasyonu
(Roche Blood kiti kullanilarak yapilacaktir)

'

Jel gorintulemesi

'

PCR

v

Jel gérunttlemesi
DNA dizi analizi
(SNP1, SNP4, SNP7, SNP18)

v

Jel goruntulemesi

'

SNP analizi

!

Genetik veriler ile Klinik verilerin birlikte degerlendirilmesi ve istatistik analizler

* Tum hastalar DSM-IV 6lcutlerine goére sizofreni tanisini tam olarak karsilayacaktir.
Calismaya alinan hastalarin tamamina PANSS uygulanacak ve pozitif belirtiler,
negatif belirtiler ve genel psikopatoloji toplam puanlari elde edilecektir.
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3.8. Verilerin De gerlendirilmesi

DNA dizi analizi sonugclarinin degerlendiriimesinde “ChromasPro” ve “Mutation
surveyor” programlari kullaniimigtir. ChromasPro programi, goz ile taradigimiz SNP
degisikliklerini grafiksel olarak goésterebilmesinden dolay! igslemin daha kisa sirede
yapilmasina imkan saglamistir. Mutation surveyor programi ise bulunan bu
sonugclarin saglamasini yapmak igin kullanilmigtir.

istatistiksel ~verilerin hesaplanmasinda “SPSS” programi  kullaniimistir.
Orneklerin allel ve genotip bazinda yiizdeleri hesaplandiktan sonra program
araciligiyla 6érnek sonugclarinin karsilastirmasinda anlamli bir farkin olup olmadiginin
soylenebilmesi icin p degerleri ve risk orani hesaplanmistir. Ayrica Hardy-Weinberg
dengesi yapilarak p degerleri bulunmustur. Bu islem bir 6nceki sonuclarin saglamasi
niteligindedir.

Yaptigimiz bu iglemler, amacimiz olan RGS4 geninin sizofreniye neden olan

aday bir gen olup olmadigi hakkinda fikir vermesi agisindan yararl olmustur.

3.9. Arastirmanin Sinirhhklari

DNA izolasyonunda “manuel” yéntem kullanilmamasi daha az DNA eldesine yol
acmistir. Kontrol grubu ve hasta sayisinin az olmasi daha niteliksel sonuglar elde
etmemize engel olmaktadir. Ayrica ¢ok buyluk uzunlukta baz ciftlerini optimize eden
tek primer kullanimi da veri elde etmemizi zorlagtirmistir. Elde edilecek veriler,
degisik parametrelerle birlestirilerek daha kapsamli bir sonuca ulagilabilir. Yapilan
calismalara ek olarak haplotip calismasi yapilarak, bulunan sonucun gucluligu
arttirilabilirdi. Ayrica PANSS skorlari, elde edilen genetik verilerle birlestirilerek daha

fazla klinik veri toplanabilirdi.

3.10. Etik Kurul Onayi
“RGS4 geninin sizofreni ile iligkisi” isimli proje, 26 Subat 2009 tarih ve

04/05/2009 no.lu toplantida 28/2009 protokol numarasiyla Dokuz Eylil Universitesi
Tip Fakiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalari Etik Kurulu tarafindan kabul
edilmistir (Bkz. EK 9). Ayrica kontrol grubu ve hasta bireyler icin ayri onam formlari
hazirlanmis ve imzalatiimistir (Bkz. EK 7, EK 8).
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4. BULGULAR

Calisilan olgularin “6rnek numaralari”, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi
Psikiyatri birimindeki gorevli hemsireler tarafindan verilmigtir. Tibbi Biyoloji ve Genetik
biriminde kolaylik olmasi adina, tarafimdan alfabetik bir numaralandirma yapiimistir.
iki farkh primer cifti kullanildigindan bir primer ¢iftine “A”, digerine “B” kodu verilmistir.

Klinik veriler, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi Psikiyatri biriminde Klinik
Psikolog Banu Karad tarafindan 01/01/2009 tarihinde alinmaya baglanmistir ve halen
alinmaya devam etmektedir.

52 kontrol ve 100 hasta ile calisiimistir. Kontrol grubunun ve hastalarin 6érnek
numaralari Tablo 10’ da verilmistir.

Roche kandan DNA izolasyon kitiyle 6rneklerin DNA izolasyonu gerceklestirildi.

Batun jeller %2’ lik 40 ml dokdldu. Bunun igin 0.8 g agaroz tartilip 40 ml 0.5X
TBE konuldu ve mikrodalga firinda eritildikten sonra 2.5 pl etidyum bromur eklendi.

Jeller, 120 voltta 45 dakika yuratalmustar.
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Tablo 10. Kontrol grubu ve hasta 6érnek numaralari.

Kontrol grubu Primer cifti Hasta grubu
Ornek no SNP1,4,7 |SNP18 Ornek no

icin kod icin kod
5 40 A B 1 |73 |101 |128
10 41 2 |74 102 |130
16 42 3 |75 |103 |132
17 43 4 |76 (104 |135
18 44 8 |77 |105 |136
19 45 11 (78 |106 |145
20 46 13 |79 |107 |146
21 a7 14 |80 |108 |148
22 48 15 |81 |109 |149
23 51 49 182 (110 |150
24 53 50 |83 |111 |151
25 54 52 |84 |113 |152
26 55 57 |85 |114 |153
27 56 58 |86 |115 |154
28 68 59 |87 |116 |155
29 69 60 |88 |117 |156
30 129 61 (89 |118 |159
31 133 62 (90 |119 |160
32 134 63 (91 |120 |161
33 138 64 (92 |121 |162
34 139 65 (93 |122 |163
35 140 66 |95 [123 |164
36 141 67 (97 |124
37 142 70 (98 |125
38 143 71 (99 |126
39 158 Toplam: 52 72 |100 (127 Toplam: 100
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Asagidaki sekilllerde DNA izolasyonu gerceklestirilen 6rneklerin jel elektroforez

gorantuleri verilmigtir.

Sekil 10: Kontrol grubu DNA 6rnekleri 1

Sekil 11. Kontrol grubu DNA 6rnekleri 2
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Sekil 12. Kontrol grubu DNA 6rnekleri 3

11 13 14 15 49 50

59 60 g1 6263 64 65 66 57 70 71 72 73

——

Sekil 13. Hasta grubu DNA o6rnekleri 1
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747576 7778 7980 81 g2 83 8485 gg87
..

88 89 gp 91 92

Sekil 14. Hasta grubu DNA o6rnekleri 2

104 1054p5 107 108 103 q44p

= s

Sekil 15. Hasta grubu DNA o6rnekleri 3

295 97 98 99 100101102 10
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128 132 136 146

R . e
145

130 135

1420 dilue 159
1/10 dilue

155 = 159 454 163 |
CESCECCEC_ -3
156 160 162 164 |

56
10 dilue

4
1

130
1720 dilue

Sekil 16. Hasta grubu DNA 6rnekleri 4

DNA izolasyonundan sonra stok primerler 100 pmol olacak sekilde sulandiriimigtir:

SNP 1, 4, 7 i¢in kullanilan primer: A kodlu RGS4 147 (1075 bg)
SNP 18 icin kullanilan primer: B kodlu RGS4 18 (1417 bg)

RGS4 147 primerini 100 pmol olacak sekilde sulandirmak igin;
F: 803 ul su koyulmustur.
R: 897 pl su konulmustur.

RGS4 18 primerini 100 pmol olacak sekilde sulandirmak icin;
F: 973 ul su konulmustur.
R: 888 pl su konulmustur.

Elde edilen DNA ornekleri DNA dizi analizi i¢cin hazir hale getiriimek tzere PCR
yontemiyle cogaltilarak jelde yuratilmus ve gorunttleri alinmistir,
PCR’ de kullanilan malzemeler, miktarlari ve PCR protokolu asagidaki tabloda

gosterilmistir.
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Tablo 11. PCR igin kullanilan malzemeler ve miktarlari

Total: 50 pl

dNTP: 1 ul

Pi: 2.6 ul

P 2.6 ul

P.buffer + MgCl ,: 5 pl
FastStart Tag: 0.6 pl
Su: 36.2 pl

DNA: 2 ul

PCR protokol:

95 T’ de 4 dakika

35 dongu

94 T’ de 30 saniye

65 T’ de 1 dakika 30 saniye
72 T’ de 7 dakika

A ve B primer ciftleriyle PCR’ 1 yapilan kontrol grubu ve hasta olgularinin jel
elektroforez sonugclari sekillerde gorulduga gibidir. % 2’ lik agaroz jel dokulerek butin

PCR o6rneklerinden 5 pl yuklenmigtir.

16 17 18 19

Sekil 17. A primeri kontrol grubu PCR sonuclari 1 (120 V, 50 dakika).
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Sekil 18. A primeri kontrol grubu PCR sonugclari 2 (120 V, 25 dakika).

Ls )

3 48 1113441549552

5758 99 60 616263 64 6
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Sekil 19. A primeri hasta grubu PCR sonuglari 1 (120 V, 45 dakika).
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Sekil 20. A primeri hasta grubu PCR sonuglari 2 (120 V, 30 dakika).

97 93 99100 102 104 106 108 110

e ey e ey e e e e e O ey

101 103 105 107 109

Sekil 21. A primeri hasta grubu PCR sonuglari 3 (120 V, 20 dakika).
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Sekil 22. A primeri hasta grubu PCR sonugclari 4 (120 V, 30 dakika).

160161 162 163 164

Sekil 23. A primeri hasta grubu PCR sonuglari 5 (120 V, 15 dakika).

10 1617 18 19 202122 2394 2526 27

— — — N — — — — —

28 29 3031 32 33 34 353637 3839 40 41
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Sekil 24. B primeri kontrol grubu PCR sonugclari 1 (120 V, 45 dakika).

45



42 43 44 4546 47 48 5153 54 55 56 68 69
47

e e e e e e (R ) e — —

141
141 143 153 tekrar

— — — — —— i — — — o —
133 138 140 142 139
tekrar

Sekil 25. B primeri kontrol grubu PCR sonuglari 2 (120 V, 50 dakika).

43 14 15 49 50 g5y 57 b8

¥ - B bt

f e — g T e —
— = gy T = .
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74
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Sekil 26. B primeri hasta grubu PCR sonuclari 1 (120 V, 40 dakika).
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Sekil 27. B primeri hasta grubu PCR sonuglari 2 (130 V, 30 dakika).

Sekil 28. B primeri hasta grubu PCR sonugclari 3 (120 V, 30 dakika).
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oy = — ——
164 |

155 tekrar

Sekil 29. B primeri hasta grubu PCR sonuglari 4 (130 V, 15 dakika).

Her bir primer cifti icin, 52 kontrol ve 100 hastadan olusan toplam 304 adet PCR
ornegi “Macrogen” firmasina (Kore) sekans analizine yollandi. Gelen sonuclara gore
dort SNP bolgesi incelendi. SNP1 analizinde, 52 kontroliin 27’ si heterozigot G/A, 16
sI homozigot GG, 9’ u homozigot AA bulunurken; 100 hastadan 51’ i heterozigot G/A,
19’ u homozigot GG, 30’ u homozigot AA bulunmustur (Tablo 12). SNP4 analizinde,
52 kontrolln 28’ i heterozigot T/G, 14’ 4 homozigot TT, 10’ u homozigot GG iken 100
hasta olgusundan 50’ si heterozigot T/G, 33’ i homozigot TT, 17’ si homozigot GG
olarak tespit edilmigtir (Tablo 13). SNP7 icin; 52 kontrol grubundan 23’ U heterozigot
G/A, 21’ i homozigot GG, 8 i homozigot AA bulunmugken; 100 hastadan 53’ U
heterozigot G/A, 24’ i homozigot GG, 23 U homozigot AA bulunmustur (Tablo 14).
Son olarak SNP18 icin yapilan degerlendirmede 52 kontrolden 27’ si heterozigot A/G,
10’ u homozigot AA, 15’ i homozigot GG iken 100 hastadan 48’ i heterozigot A/G, 33
U homozigot AA, 19' u homozigot GG olarak tespit edilmistir (Tablo 15).

Tablo 12. SNP1 icin kontrol ve hasta grubunun degerlendirilmesi

Toplam |Homozigot (AA) Homozigot (GG) Heterozigot (G /A)

Kontrol | 52 9 16 27
Hasta |100 30 19 51
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Tablo 13. SNP4 icin kontrol ve hasta grubunun degerlendirilmesi

Toplam |Homozigot (GG) Homozigot (TT) Heterozigot ( T/G)
Kontrol | 52 10 14 28
Hasta |100 17 33 50
Tablo 14. SNP7 icin kontrol ve hasta grubunun degerlendirilmesi

Toplam |Homozigot (AA) Homozigot (GG) Heterozigot (G /A)
Kontrol |52 8 21 23
Hasta |100 23 24 53
Tablo 15. SNP18 icin kontrol ve hasta grubunun degerlendiriimesi

Toplam |Homozigot (GG) Homozigot (AA) Heterozigot (A /G)
Kontrol |52 15 10 27
Hasta |100 19 33 48

Asagidaki sekillerde bazi Orneklerin sekans senuclarinin grafik goéruntileri
verilmistir.

o
T T

o

B

T G arlr

el

S
TGGGOACGTT

[}

o

1 (b

T G

RV,

Sekil 30. SNP1 icin dért numarali hasta drneginin forward iplik sekans gériintiisii®

29 82" nci bazda, C yerine T bazi goérulmektedir (birey genotipi; homozigot TT).
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Sekil 31. SNP4 icin tic numarall hasta érneginin reverse iplik sekans gorinttisu®

Sekil 32. SNP7 icin 15 numarali hasta érneginin reverse iplik sekans goriintiisii®

110k 1 =(h
PPN A BN B I L B R B LY R N B B G W

Sekil 33. SNP18 icin 11 numarali hasta 6rneginin forward iplik sekans gérintiisi®?

Tablo 16, 17, 18, 19’ da, dort SNP bdlgesi icin kontrol ve hasta grubunu

olusturan her bir bireyin sahip oldugu genotipler verilmistir.

%0 440" Inc1 bazda, T yerine G bazi gorilmektedir (birey genotipi; homozigot GG)

1 97’ nci bazda, olmasi gereken G bazinin degismedigi goriilmekle beraber A bazi ile tam cakistigi
gbrulmektedir (birey genotipi; heterozigot GA)

2112’ nci bazda, olmasi gereken T bazinin degismedigi gérulmektedir (birey genotipi; homozigot TT)
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Tablo 16. SNP1 icin kontrol ve hasta grubunu olusturan her bir bireyin genotipleri

SNP1
kontrol

SNP1
hasta

Ornek No

Ornek No

Homozigot AA Homozigot GG

5,10,26,27,28,30,
31,33,35,37,45,
46,47,48,134,140

18,22,34,38,40,
41,43,56,69

1,4,63,66,71,73,

78,87,88,95,98,
100,101,102,
109,114,115,
123,124,125,

162,163,164

11,14,49,59,62,
65,67,72,75,77,
126,127,145, 81,83,85,104,108,
146,153,161, 120,130,132,136,

Genotipler

Heterozigot G/A
16,17,19,20,21,23,24,25,29,
32,36,39,42,44,51,53,54,55,
68,129,133,138,139,141,142,

143,158

2,3,8,13,15,50,52,57,58,60,
61,64,70,74,76,79,80,82,84,

86,89,90,91,92,93,97,99,103
,105,106,107,110,111,113,
116,117,118,1195,121,122,
128,135,148,149,150,151,

159 152,154,155,156,160

Tablo 17. SNP4 icin kontrol ve hasta grubunu olusturan her bir bireyin genotipleri

SNP4
kontrol

SNP4
hasta

Ornek No

Ornek No

Homozigot GG

27,30,31,33,37,
40,45,46,
134,140,

49,59,67,72,
75,77,78,81,85,
120,124,130,
132,136,159,
161, 164

Homozigot TT

18,22,25,26,38,
43,44,54,65,
69,129,141,
142, 158,

2,3,8,13,58,61,
66,70,71,73,84,
87,88,91,95,
98,100,101,
102,103,114,
115,117,119,
123,125,126,
127,145,146,
153, 162, 163

Heterozigot T/G
5,10,16,17,19,20,21,23,
24,28,29,32,34,
35,36,39,41,42,47,
48,51,53,55,56,133,138,
139,143,

1,4,11,14,15,50,52,57,
60,62,63,64,65,74,76,
79,80,82,83,86,89,90,
92,93,97,99,104,105,
106,107,108,109,110,
111,113,116,118,121,
122,128,135,148,149,
150,151,152,154,155,
156,160,

51



Tablo 18. SNP7 icin kontrol ve hasta grubunu olusturan her bir bireyin genotipleri

Genotipler
Homozigot AA Homozigot GG Heterozigot G/A

10,21,26,27,28,30,31,32,33,  5,16,17,19,20,25,29,39,

SNP7 .. 18,22,23,24,36,43,69,
Ornek No 34,35,37,38,40,41,45,46,47,  42,44,51,53,54,55,56,
kontrol 158
48,134,140 68,129,133,138,139,
141,142,143
2,3,13,14,15,50,52,57,
58,60,61,63,64,70,74,
1,4,66,71,73,87,88,95 76,79,80,82,84,86,89,
SNP7 9’8 1 06 1(;1 1’02’11'6 ’ 8,11,49,59,62,65,67,72,75,77, 90,91,92,93,97,99,103,
OrnekNo ~ = 7 TTMTTT 78 81 83,85,104,108,120,124, 105,106,107,109,110
hasta 123,125,127,145,146,

130,132,136,159,161,164 ,111,113,114,115,117,
118,119,121,122,126,
128,135,149,151,152
,154,155,156,160

148,150,153,162,163

Tablo 19. SNP18 icin kontrol ve hasta grubunu olusturan her bir bireyin genotipleri

Genotipler
Homozigot GG Homozigot AA Heterozigot A/G

16,24,26,27,28,30, 5,10,17,19,20,21,22,23,29,32,34,
SNP18 " 18,25,38,43,44,68,
Ornek No 31,33,37,40,45,46, 35,36,39,41,42,47,48,53,54,55,56,
kontrol 69,129,141,142
51,134,140 133,138,139,143,158
11,14,15,58,66,70,
71,73,84,87,88, 3,4,8,13,50,52,57,60,61,62,63,64,
1,2,49,59,67,72,75, 91,95,98,101,102, 65,74,76,79,80,82,83,86,89,90,92,
SNP18 Srnek No 77,78,81,85,120,  103,114,116,117, 93,97,99,100,104,105,106,107,
hasta 124,130,132,136,  119,123,125,126, 108,109,110,111,113,115,118,
159,161,164 127,145,146,148, 121,122,128,135,149,152,154,
150,151,153,162, 155,156,160
163
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Her bir SNP icin hasta ve kontrol o6rneklerinin allel frekansi ve genotip
dagilimlari yapilarak p degerleri®® ve risk oranlari hesaplandi. Ayrica allel ve genotip
frekanslarini karsilastirmak icin x* degerleri hesaplandi. Farkli allel ve genotiplerin
popillasyonda gortlmesinde anlamli

bir farkin olup olmadigi Hardy-Weinberg

dengesi** hesaplanarak gésterildi (Tablo 20).

Tablo 20. Doért SNP icin hasta ve kontrol drneklerinde allel frekansi ve genotip

dagilimi ile Hardy-Weinberg dengesinin gosterilmesi

Risk

Bolgeler Omekler N Allel P orani Genotip P X HWE
(%95 Cl) icin P

A G AA GG G/A
SNPL Kontrol 52 45(%43.3) 59(%56.7) Lo 173 16%308) 214519) L 07 087
Hasta 100 111(%55.5) 89(%44.5) 30(%30.0) 19(%19.0) 51(%51.0) 010 074

G T GG T G/T
SNP4  Kontrol 52 48(%46.2) 56(%53.8) 08 10(%19.2) 14(%26.9) 28(%53.9) 036 054
Hasta 100 84(%42.0) 116(%58.0) 17(%17.0) 33(%33.0) 50(%500) 006 079

A G AA GG A/G
SNP7  Kontrol ~ 52 39(%37.5) 65(%62.5) 16 8(%15.4) 21(%40.4) 23(%44.2) 010 016 068
Hasta 100 99(%49.5) 101(%50.5) 23(%23.0) 24(%24.0) 53(%53.0) 036 054

G A GG AA G/A
SNP18 Kontrol 52 57(%54.8) 47(%45.2) 06 15(%28.9) 10(%19.2) 27(%51.9) 012 072
Hasta 100 86(%43.0) 114(%57.0) 19(%19.0) 33(%33.0) 48(%48.0) 004 08

SNP1 icin; kontrol grubunu olusturan 52 kisinin %56.7" si toplumda daha fazla
gozuken G alleli, %43.3’ U A alleli tagirken 100 hastadan %44.5 inde G alleli, %55.5
inde A alleli bulunmustur. Yapilan hesaplamalar sonucu p degeri 0.05" ten kiguk
olmadigindan (0.057), kontrol ve hasta grubu i¢in toplumda G veya A allelinin olmasi

acisindan anlamli bir fark bulunmamistir. SNP1 icin kontrol grubunu olusturan

% p< 0.05 ise anlamli kabul edilmistir.
3 Hardy-Weinberg dengesi icin hesaplanan p< 0.05 ise Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu degildir.
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bireylerin genotiplerine bakildiginda; %30.8° i GG genotipinde, %17.3° U AA
genotipinde, %51.9" u ise G/A genotipinde bulunurken, hasta bireylerin %19’ u GG,
%30’ u AA, %51’ i G/A genotipindedir. Kontrol ve hasta grubu icin p degeri (0.12)
0.05’ ten blyuk oldugundan toplumda bu genotiplerin bulunmasinda anlamli bir farka
ulasilamamistir. Yapilan Hardy-Weinberg dengesi hesaplamasinda p degeri kontrol
grubu i¢in 0.67, hasta grubu icin 0.74 bulunmustur (p> 0.05).

SNP4 icin; kontrol grubunun %53.8’ inde T alleli, %46.2’ sinde G alleli bulundu.
Hasta grubunda ise %58 T alleli, %42 G alleli vardi. Kontrol ve hasta grubu icin p
degeri 0.56 iken risk orani 0.84 olarak hesaplandi. Kontrol bireylerinde en fazla G/T
genotipi (%53.9) bulundu. Ayrica %19.2 oraninda GG, %26.9 oraninda TT genotipi
gorulurken, hasta olgularinin %50’ sinde G/T, %33’ inde TT, %17’ sinde GG genotipi
saptandi. Kontrol ve hasta grubu icin p degeri 0.73 bulundu. Kontrol grubu icin
Hardy-Weinberg dengesi 0.54, hasta grubunda 0.79 olarak hesaplandi.

SNP7 icin kontrol ve hasta grubunu olusturan bireylerin allel frekanslari
hesaplandi. 52 kisiden olusan kontrol grubunun %62.5’ inde G alleli, %37.5’ inde ise
A alleli bulundu. Hasta grubundaki bireylerin %50.5" i G alleline sahipken %49.5’ inin
A alleli tagidigi saptandi. Kontrol ve hasta grubu icin p degeri 0.06 iken risk orani
1.63 bulundu. Ayrica kontrol ve hasta grubunu olusturan bireylerin genotipleri
belirlenerek “yluzde hesabi” yapildi. Kontrol grubunun %44.2" si A/IG, %40.4’ i GG,
%15.4’ G AA genotipindeydi. Hasta grubunun ise %53’ U A/G, %24’ U GG, %23’ 0 AA
genotipinde bulundu. Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin sahip oldugu
genotipler icin p degeri 0.73 bulundu. Hardy-Weinberg dengesi ise kontrol grubu igin
0.68, hasta grubu icin 0.54 olarak hesaplandi.

Son olarak SNP18 icin kontrol ve hasta grubunun allel ve genotip yuzdeleri
hesaplanarak p degerleri bulundu. Kontrol grubunun %45.2’ si A alleli, %54.8" i G
alleli tasirken; hastalarin %57’ sinde A alleli, %43’ inde G alleli bulundu. Kontrol ve
hasta grubu icin p degeri 0.066 olarak hesaplandi. Genotip yilizdelerine bakildiginda;
kontrol grubunun %51.9" u G/A, %19.2" si AA, %28.9' u GG genotipinde bulundu.
Hastalarda ise %48 G/A, %33 AA, %19 GG genotipi goruldi. Kontrol ve hasta grubu
icin p degeri 0.14 bulundu. Hardy-Weinberg dengesi icin hesaplanan p degeri ise
kontrol grubu icin 0.72, hasta grubu i¢in 0.83 olarak hesaplandi.
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5.TARTISMA

Arastirmada; 52 kontrol ve 100 sizofreni hastasinin periferik kanlari ile ¢calisildi.
Amac, DNA izolasyonu yapildiktan sonra PCR ile cogaltilacak ¢rneklerin sekans
analizi yapilip dort SNP bolgesinin (SNP1, SNP4, SNP7, SNP18) allel ve genotip
acisindan sizofreni ile iligkisi olup olmadigina bakilmasiydi.

DNA izolasyon calismalari sirasinda g farkli protokol uygulandi. Bunlardan biri
olan “manuel protokol” ¢ok uzun oldugundan calisilacak materyal sayisi da g6z
ontne ahnarak kullaniimadi. “NukleoSpin Blood L” kiti kullanilarak yapilan
calismalarda da istenilen yogunlukta DNA elde edilememesi ve kanlarin kolondan
gecisi asamasinda donmasi gibi sorunlar nedeniyle verim alinamadigindan “Roche
DNA isolation kit for mammalian blood” kiti denendi. Hem yontemin basitligi hem de
ilyi DNA kalitesinden dolayr bu protokolle DNA izolasyonlari gerceklestirildi. Elde
edilen DNA'’ lar jelde yurutulerek yogunluklarina bakildi ve gerekli gortlenler dilie
edilerek ayni seviyeye getiriimeye caligildi.

PCR asamasina gecildikten sonra malzeme miktarlarinin ve protokolin
optimizasyonu yapildi. SNP1-4-7 icin bir primer cifti, SNP18 icin ise bagka bir primer
cifti kullanildi. Sekansa gonderilmek utzere, her bir drnek igin hazirlanan 50 pl' lik
PCR Urdntndn 5 ul’ si agaroz jelde yurutuldi. Kalan miktar ise analize gonderildi.

Sekans sonuglari alindiktan sonra dort SNP icin bireylerin hangi allel ve
genotipte olduklari bulunarak yuzdeleri ve p degerleri hesaplandi. Tium SNP’ ler igin
bulunan p degerleri 0.05’ ten buyuk ciktigindan, hasta ve kontroller arasinda SNP
allel ve genotip dagilimlarinda anlamli bir farktan s6z edilememekle birlikte ¢ SNP
nin (SNP1, SNP7, SNP18) p degerleri (0.057, 0.06, 0.066) anlamli bir sonuca
ulasmak icin belirlenen arahga (p<0.05) ¢ok yakin bulunmustur. Eger kontrol ve olgu
sayisi arttirihrsa bu verilerin anlaml bir sonuca donigme olasiligi vardir. Elde edilen
verilerle haplotip calismasi yapilarak kesin sonuclara ulasilabilir. Ayrica kontrol ve
hastalar icin Hardy-Weinberg dengesi yapiimis ve tim p degerleri 0.05’ ten buyuk
bulunmustur. Bu da bize, doért polimorfizmin de Hardy-Weinberg dengesinde
oldugunu gostermigtir.

Literatire baktigimizda, RGS4 geninin dort SNP bélgesinde (SNP1, SNP4,
SNP7, SNP18) yapilan allel ve genotip calismalarinda farkli sonuclar elde edilmigtir.
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Chen ve arkadaslar, irlanda popilasyonunda yaptiklarl arastirmada SNP4 ve
SNP18’ in 6nemli oldugunu gosteren anlamh sonuglara ulagsmislardir (SNP4 igin
p:0.02; SNP18 icin p:0.007). Ayrica her iki SNP bélgesi icin de etkilenmis bireylerde
G allelinin yuksek oranda bulundugunu gézlemlemislerdir (SNP4 icin: %49.2; SNP18
icin: %51.8) (54). Bizim calismamizda, SNP4 icgin hasta bireylerde G alleli %42,
SNP18 i¢in %43 bulunmustur. Her iki SNP icin de anlaml bir farka ulagilamamigtir
(SNP4 icin p: 0.56; SNP18 icin p: 0.066).

Talkowski ve arkadaslarl, 2006’ da Cin populasyonunda yaptiklari 3486 hasta
ve 3755 kontrolden olusan genis capli arastirmada, SNP4 Dbdlgesi ile sizofreni
arasinda 6nemli bir iligki saptamiglardir (p: 0.01). Ozellikle SNP4 icin G allelinin
onemli oldugunu goéstermiglerdir (p: 0.002) (51). Biz ise SNP4 icin G alleliyle ilgili
anlamh bir sonuca ulagsamadik (p: 0.73).

Bagka bir calismada Williams ve ark., Birlesik Krallik ve irlanda’ dan topladiklari
hasta-kontrol drneklerinde, SNP4 icin hasta grubunda daha fazla T alleli bulmusglardir
(54). Bizim calismamiz, T allelinin (%58) daha fazla bulunmasi agisindan bu calisma
ile paralel olmasina ragmen; p degerinin 0.56 hesaplanmasiyla anlamli bir farkin

bulunmamasi ve allelik iliskinin gosterilemeyisiyle ters dismektedir.

Uyum gosteren calismalarin aksini iddia eden calisma sayisi da az degildir ve
daha yuksek o6rnek sayilariyla yapiimiglardir (Tablo 21).

Tablo 21. RGS4 te dort SNP bolgesiyle sizofreni iligkisinin hasta-kontrol

calismalari®

il ] 4 T 18

Cae  Chofol OR 95% 1 0 %% 0R %%dd R %%d

Williams et al 2005 Cancasians, UK orlreland 708 0 08 082-111 120 148-140 082 07-107 L1 QR-128

Mosrisatal 2004 Irish 196 21 13 101173 079 0e-103 134 LOLTE 122 0R3-1A0
Cordeid et al 2004 Brazilian 271 e 103 08128 0 OT-120 103 04127 1o 088-13
Sohellatal 2005 Cancasians, US4 Nt 6 1Ll4 0F7-l3 0% Ol 114 097-1 LOoF 050-123
Zlangatal 2005 Seotish 350 g0 08 0Tl LIE LO-13E Q7R 044052 03F 073-100
Rizig at al. 2006 K 430 . - - L 08-124 102 084123 057 08118
Our data Chinzase 288 208 106 0M-13 082 06104 112 08E14] 103 082-131
Ponl 1 3062 4 10F oE-ll6 1o o@-l12 102 0RG-LIS 12 035110
Ponl2 2 3% 103 0R0-L18 103 0Rl-LLy 101 QRIS 102 0R3-LI0

% Guo S, Tang W, Shi Y, Huang K, et al. RGS4 polymorphisms and risk of schizophrenia: An
association study in Han Chinese plus meta-analysis. Nuroscience Letters. 2006; 406: 122-127.
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Japonya’ da 1918 hasta ve 1909 kontrol ile dort SNP bdlgesi igin yapilan bir
calismada, hasta ve kontroller arasinda SNP allel ve genotip dagilimlarinda dnemli
bir fark elde edilememistir (51).

Diger bir arastirmada Guo ve arkadaslari, SNP4 ile ilgili olumlu sonuclari iceren
diger calismalardan yola c¢ikarak bu bdlgeyi arastirmig; ancak bir iligki
gosterememiglerdir (OR: 1.19, p: 0.11) (51).

Cheong ve arkadaslarinin Cin populasyonunda 504 hasta ve 531 kontrol ile
yaptiklari calismada, SNP4 ve SNP18 in SNP1 ve SNP7' ye gore daha dikkate
deger bir bolge oldugunu gostermelerine ragmen, dért SNP bdlgesi igin anlamli bir
farka ulasamadiklarindan sizofreni ile pozitif bir iliski kuramamislardir (55).

288 hasta ve 288 kontrol ile Cin’ de yapilan arastirmada da allel frekansi ve
genotip acisindan 6nemli bir fark elde edilememis, dort SNP ile sizofreni arasinda
onemli bir iliski olmadigi gosterilmistir (62).

Calismamizin sonugclari, RGS4 polimorfizminin sizofreni riskine etki ettigi
hipotezini desteklememektedir. Ancak SNP bdlgeleri ile sizofreni arasindaki iligki
genelde haplotip calismalariyla gdsterildiginden, haplotiplendirme yapilarak daha
saghkh sonuglara ulagilabilir. Ayrica PANSS’ den elde edilen veriler SNP’ ler
acisindan degerlendirilip SNP’ ler ile klinik bulgularin karsilastirmasi yapilabilir, klinik
acidan daha fazla ongoraye ulasilabilir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu calismada, DNA izolasyonu yapildiktan sonra PCR ile ¢ogaltilan drnekler
sekans analizi ile degerlendirildi. SNP1, SNP4, SNP7 ve SNP18 bdlgelerinin hasta
ve kontrol grubundaki allel frekansi ve genotip oranlari bulunduktan sonra p degerleri
hesaplanarak sizofreni ile iligkisine bakildi. Arastirma sonucunda, allel frekanslari igin
hesaplanan p degeri; SNP1 i¢in 0.057, SNP4 i¢in 0.56, SNP7 i¢in 0.06, SNP18 icin
0.066 bulunmustur. Genotip oranlarina bakilarak hesaplanan p dederi ise; SNP1 icin
0.12, SNP4 icin 0.73, SNP7 icin 0.10, SNP18 icin 0.14’ tir. Ayrica her bir SNP icin
kontrol ve hasta grubunda Hardy-Weinberg dengesine bakilmigtir. Kontrol grubunda
SNP1 igin 0.67, SNP4 icin 0.54, SNP7 icin 0.68, SNP18 i¢cin 0.72 bulunan p degerleri
hasta grubunda SNP1 icin 0.74, SNP4 icin 0.79, SNP7 icin 0.54, SNP18 icin 0.83
olarak hesaplanmistir. Bu da bize tim 6rneklerimizin Hardy-Weinberg dengesinde

oldugunu gdsterdi.

Elde ettigimiz bu verilere bakildiginda, hasta ve kontrol grubu arasinda SNP
allel ve genotip dagilimlarinda anlaml bir fark elde edilemediginden SNP bdlgeleri ile

sizofreni arasinda bir iliski olmadigi sonucuna variimigtir.

Konvansiyonel yontem kullanilarak DNA izolasyonu yapilsaydi daha ekonomik
olabilirdi ve optik dansitesi daha iyi olan DNA’ lar elde edilebilirdi. Kit kullanilarak
zamandan tasarruf amaclandi. Bundan bagka; 6rnek sayisi arttinlabilir, daha kesin
sonuclara ulasabilmek icin haplotip ¢calismasi yapilabilir, her SNP icin hasta bireylerin
genotipleri ile klinik ve norobiligsel profiller karsilastirilabilir, dort SNP icin RGS4

genaotiplerinin sizofreniye aday diger genlerle iligkisi olup olmadigina bakilabilir.
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8.EKLER
EK 1. Sizofreni icin DSM-IV-TR Tani Olcitleri (15)

A. Karakteristik belirtiler: Bir ay boyunca (eger basariyla tedavi edilmigsse daha

Not.

kisa surede) asagidakilerden iki ya da daha fazlasinin olmasi:

* Sanrilar

* Varsanilar

* Dezorganize konusma (tekrar hatirlamada daginiklik veya bilgileri
toplayamama)

« ileri derecede dezorganize ya da donakalim davranig

* Negatif septomlar (duygusal yoksunluk, konugsmada fakirlesme ya da
istek azhgr)

Eger sanrilar garipse ya da varsanilar kisinin davranig veya dustncelerine

yorum yapan seslerden olusuyorsa ya da iki veya daha fazla sesin konugsmasindan

olusuyorsa A belirtilerinden yalnizca birinin olmasi gereklidir.

B.

Sosyal/mesleki bozulma: Is, kisilerarasi iliskiler ya da kendine bakim gibi bir

veya birden fazla alan bozulma veya gerileme

. Sure: Bozuklugun belirtileri en az alti ay boyunca devam eder. Bu alti aylk

sure, A belirtilerini en az bir ay icermelidir ve prodromal ve reziduel belirtileri
kapsayabilir. Bu prodromal ve reziduel belirtiler boyunca, yalnizca negatif

belirtiler ya da A belirtileri listesinden iki ya da daha fazla belirti gorulebilir.

. Sizoafektif ve duygudurum bozuklugunun dislanmasi: Psikotik 6zelliklere sahip

sizoafektif bozukluk ve duygudurum bozuklugu diglanmalidir.
* Major depresif, manik ve karisik olaylar aktif faz belirtileriyle ayni anda
olmamalidir.
e EQger duygudurum bozukluklari aktif faz belirtileri sirecinde meydana
gelirse, aktif ve rezidual bolimlerdeki toplam sireleri kisa olmalidir.
Madde kullanimi/genel tibbi durumun diglanmasi: Bozukluk, madde
kullaniminin  ya da genel bir tibbi durumun fizyolojik etkilerinden
kaynaklanmaz.
Yaygin gelisimsel bozukluk: Otistik bozukluk yada diger yaygin gelisimsel
bozukluk gecmisi varsa, en az bir ay sureyle belirgin sanri veya varsanilar

varsa sizofreni hastaligina dahil edilir.
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EK 2. Sizofreni icin ICD-10 Tani Olcitleri (15)

I. Bir psikotik rahatsizlikta liste birde belirtilen belirtilerden en az biri yada liste

ikideki belirtilerinden en az ikisi en az bir ay boyunca uzun bir zaman devam
etmelidir.
1. En az biri olmahdir:
A. Yansima dustnceler, disince sokulmasi ya da geri ¢ekilmesi ya
da dusincenin yayinlanmasi
B. Kontrol edilme, etkilenme ya da pasiflik sanrilari, beden
hareketlerine veya 06zel duslUncelere, faaliyetlere ait olabilir;
sanrisal algilama
C. Hastanin davranigina yon veren ya da hasta hakkinda kendi
aralarinda tartisan isitsel varsanilar veya vicudun baska
bolimlerinde gelen bagka varsanisal sesler
D. Kultire uygunsuz ve tamamen olagandigi sanrilar
2. Veya asagidakilerden en az ikisi
A. En az bir ay boyunca her giun duygusal icerikten yoksun ya da
surekli asiri degerlilik fikirleriyle birlikte gortlen bir sekli olmayan
surekli varsanilar
B. Neolojism, dusiincelere ekleme yapilmasi sonucunda tutarsiz ya
da dizensiz konusma
C. Heyecan, durus veya balmumu esnekligi, karsi gelme egilimi,
sessizlik ya da bilingsizlik gibi donakalim davranis
D. istek kaybi, konugma fakirligi, ve kérelme ya da duygusal yanitta
uyusmazlik gibi negatif belirtiler
[I. Diglama nedenleri
A. Eger hasta manik veya depresif kisim belirtilerini karsilarsa,
yukaridaki bir iki kriterlerinin  duygudurum bozuklugunun
gelisiminden 6nce goérulmesi gerekir.
B. Bozukluk, organik beyin hastaligi, alkol kullanimi veya ila¢

intoksikasyonu bagimhlik veya eksikligine dayandirilamaz.
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EK 3. Sizofrenide kullanilan DSM-IV-TR ile ICD-10 Tani Olc itleri Kar silastirmasi

(15)

DSM-IV-TR

ICD-10

Belirtilerin siuresi

Bir aydan fazla; prodromal
veya reziduel 6zellikler en

az alti ay

Bir aydan fazla

Karakteristik belirtileri

Garip sanrilar, sesler

paylasma ya da isitme

Kontrol edilme sanrilari,
sanrisal algi, sesler
paylasmal/isitme ya da
viicudunun bir yerinden

sesler gelmesi

Daha az 6zel di ger
belirtiler

Diger sanrilar, diger
varsanilar, dezorganize
konusma, agir dezorganize
ya da donakalim davranis,

negatif belirtiler

Surekli varsanilar,
dusince bozuklugu,
donakalim, negatif
belirtiler, kisilikte dnemli

degisimler

Duygusal belirtiler Kisa Psikotik belirtileri takip
etmeli
Sosyal/mesleki bozulma | Bir veya daha fazla alanda | N/A

bozukluk

Diglama kriterleri

Sizoafektif veya
duygudurum bozuklugu,
koti madde kullanimi veya
genel ila¢ durumlari,
yaygin gelisimsel

hastaliklar

Sizoafektif veya
duygudurum bozukluklart,
ila¢ intoksikasyonu ya da
yoksunlugu, beyin
hastalig
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EK 4. Sizofrenide Negatif Belirtileri De

gerlendirme Olce §i (SANS) (15)

Duygusal dizle sme ve kdrelme

1. Degismeyen donuk ylz ifadesi 012345
2. Dogal hareketlerde azalma 012345
3. Anlamli jest ve hareketlerin azligi 012345
4. Zayif goz temasi
5. Duygusal yoksunluk 012345
6. Ses tonundaki yoksunluk 012345
7. Evrensel olarak duygusal duzlesme 012345
Konu gma yitimi 012345
1. Konusmada yoksunluk 012345
2. Konugma iceriginde bozukluk

012345
3. Engelleme
4. Yanit verme siresinde artma 012345
5. Evrensel olarak konugsma yitimi 012345
Istek azli §1 — Anlamsiz yiiz gérinimdii 012345
1. .Ust bas 6zeni ve temizlik 012345
2. ls veya okulda devamsizlik
3. Fiziksel enerjide azalma 012345
4. Evrensel olarak istek azlhigi ve anlamsiz yiz gorinimia | 012345
Zevk alamama — Asosyallik 012345
1. Yaratici ilgi ve aktiviteler 012345
2. Sekstuel ilgi ve aktivite
3. Yakinlk ve dostluk kurma yetenegi 012345
4. Arkadas ve es ile iligkiler 012345
5. Evrensel olarak zevk alamama ve asosyallik 012345
Dikkat
1. Sosyal dikkatsizlik 012345
2. Testler sirasindaki dikkatsizlik 012345
3. Evrensel olarak dikkat 012345
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EK 5. Sizofrenide Pozitif Belirtileri De  gerlendirme Olce gi (SAPS) (15)

VARSANILAR

NogbkwhE

isitsel varsanilar

Yorumlayici sesler

Aralarinda konusan sesler
Bedensel ve dokunsal varsanilar
Koku varsanilari

Gorsel varsanilar

Evrensel olarak varsanilar

SANRILAR

CoNoohRWNE

Kotuluk gorme sanrilari
Kiskanclik sanrilari

Gunahkarlik ve sugluluk sanrilari
Blyukluk sanrilar

Dini sanrilar

Bedensel sanrilar

Alinma sanrilari

Kontrol edilme sanrilari

Akil okuma sanrilari

10.Distince yayinlanmasi
11.Disgtince sokulmasi
12.Dustince ¢ekilmesi
13.Evrensel olarak sanrilar

GARIP DAVRANIS

agkrwnhE

Kihk kiyafet

Sosyal ve seksuel yoksunluk

Agresif ve tahrik edici davraniglar
Tekrarlayan veya basmakalip davraniglar
Evrensel olarak garip davraniglar

POZITiF DUSUNCE BOZUKLU GU

©CoNoOkhwh R

Dusuincenin raydan ¢ikmasi

Tegetleme

Tutarsizlik

Mantikdisilik

Cevresel konusma

Argo konusma

Celinebilir konugsma

Ses cagrisim

Evrensel olarak pozitif disiince bozuklugu

012345
012345
012345
012345
012345
012345
012345

012345
012345
012345
012345
012345
012345
012345
012345
012345
012345
012345
012345
012345

012345
012345
012345
012345
012345

012345
012345
012345
012345
012345
012345
012345
012345
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EK 6: Pozitif ve Negatif Semptom Skalasi (PANSS) (1

5)

Pozitif Belirtiler

1.
2.

A

7.

Deltzyonlar
Daginiklik
Hallsinasyon
Heyecan, cosku
Muhtesemlik
Suphecilik

Diasmanhk

Negatif Belirtiler

1.

N o ok~ wDd

Duygu kérelmesi

Duygusal yoksunluk

iligkilerde zayiflik

Sosyal gerilik, pasif olma

Pratik dusiinmede zorluk
Sohbette akiciliktan yoksun olmak

Tekdlze dusunme

Genel Psikopatolojik Belirtiler

© © N o o bk w0 DdPRE

e L i e =
o UM W N R O

Bedensel sikayet

Kaygl

Sucluluk duygusu

Gerginlik

Yapmaciklik

Depresyon

Motor retardasyon
Yardimseverlikten yoksun olmak

Alsilmadik dustince icerigi

. Uyum saglayamama

. Dikkat eksikligi

. Anlama ve tahminde zayiflik
. Irade bozuklugu

. Dartd kontrolinde zayiflik

. Endise

. Sosyal acidan geri ¢cekilme
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EK 7: Saglikli kontroller icin bilgilendirilmi $ onam formu

Bu formu lutfen dikkatle okuyun. Yapmakta oldugumuz aragtirma hakkinda bilgiler
iceren bu form, bu arastirmaya katilip katilmama kararini vermenize yardimci
olacaktir. Bu arastirma ve asagida verilen bilgiler ile ilgili her tarli soruyu

sorabilirsiniz.

Sizofreni, genetik temelleri oldugu gosterilen ancak bu genetik temellerin heniiz
ayrintili olarak bulunamadigr bir bozukluktur. Bu calismada genetik analizler
uygulanarak sizofreniye yatkinliga sebep oldugu dustnulen genler incelenecektir.
Calismaya, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi Psikiyatri Anabilim Dali, Sizofreni
Polikliniginde izlenen, klinik olarak sizofreni tanisi almig 130 hasta alinacaktir. Hasta
grubu ile benzer yas ve cinsiyette, norolojik ya da psikiyatrik bir hastaligi olmayan
130 kisi ise kontrol grubunu olusturacaktir. Arastirmaya katilmak isterseniz size
uygulanan tibbi islemler séyle olacaktir: ONce DI, ........cceevvvvvvvnieninnnnnn. tarafindan
muayene edileceksiniz. Daha sonra kolunuzdan4 ml kan alinacaktir. Kan alinirken
igne batmasi nedeni ile hafif bir aci duyabilirsiniz. Cok dusuk bir ihtimal olsa da kan
alinirken kanamanin uzamasi riskleri olabilir. Kan alimi birka¢ dakika surecektir.

Calismaya katilan tim bireylerden kan alindiktan sonra laboratuvarlarimizda
sizofreniyle iligkili oldugu dustnulen RGS4 geni incelenecektir. Sizden alinan kan
orne gi sizofreni hastali @i ile ilgili farkli cali gmalarda da kullanilabilecektir.

Bu islemler icin gerekli masraflar size veya glvencesi altinda oldugunuz resmi
veya Ozel hi¢bir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.

Bu calismaya katilmay! reddetme ya da arastirma basladiktan sonra devam
etmeme hakkina sahipsiniz. Bu calismaya katilmaniz veya basladiktan sonra
herhangi bir safhasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir.
Arastirmaci da denemeye katilan bireyin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma
disi birakabilir. Bu calisma size dogrudan bir tibbi yarar saglamayacaktir. Ancak
calismanin sonuclari hastalikla ilgili bilimsel bilgilerin artmasini, ilerideki dénemlerde
hastaligin tani ve tedavisinin daha basarili olmasini saglayabilir.

Bu arastirmada yer aldiginiz stre icerisinde kayitlarinizin yani sira iligkili saglik

kayitlariniz ve kisisel bilgileriniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz
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kurumun yerel etik komitesine ve Saglik Bakanligi'na agik olacaktir. Caligma verileri
herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken isminiz kullanilmayacak ve veriler
izlenerek size ulasiimayacaktir.

Katilimcinin beyani

DI ceiviiiiee e e e Jtarafindan “RGS4 Geninin Sizofreni ile liskisi” isimli
bir arastirmanin yapilacagi bana belirtildi. Arastirmanin amaci ve uygulanma bigimi
ile riskleri ve tibbi bilgilerimle ilgili gizliligin saglanacagi konusunda yeterli aciklama
yapildi. Alinan kan 6rne ginin sizofreni hastali gi ile ilgili farkh cali smalarda da
kullanilabilece gi  belirtildi. Arastirma  sirasinda  temas  kuracagim
....................... telefon numaras! verildi. istedigim zaman kendisi ile temasa
gecebilirim. istedigim zaman arastirmadan cekilebilecegimi biliyorum. Arastirmaya
katilmamam veya katilip daha sonra arastirmadan cekilmem durumunda tedavi ve
tetkiklerimin bundan etkilenmeyecegi belirtildi. Bu aragtirmaya kendi génullt olurumla
katiimayi kabul ediyorum.

Hastanin
Adi:
Soyadi:
Adresi:
Telefonu:
Tarih:

imza:

Veli/Vasinin
Adt:
Soyadi:
Adresi:
Telefonu:
Tarih:

imza:
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Tanigin
Adi:

Soyad:
Adresi:
Telefonu:
Tarih:

imza:

Hekimin
Adi:
Soyad:
Adresi:
Telefonu:
Tarih:

imza:

Gorusme tarihi ve saati:
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EK 8: Hasta icin bilgilendiriimi s onam formu

Bu formu lutfen dikkatle okuyun. Yapmakta oldugumuz arastirma hakkinda
bilgiler iceren bu form, bu arastirmaya katilip katilmama kararini vermenize yardimci
olacaktir. Bu arastirma ve asagida verilen bilgiler ile ilgili her tarli soruyu

sorabilirsiniz.

Sizofreni, genetik temelleri oldugu gosterilen ancak bu genetik temellerin henliz
ayrintili olarak bulunamadigr bir bozukluktur. Bu calismada genetik analizler
uygulanarak sizofreniye yatkinliga sebep oldugu dustnulen genler incelenecektir.
Calismaya, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi Psikiyatri Anabilim Dali, Sizofreni
Polikliniginde izlenen, klinik olarak sizofreni tanisi almig 130 hasta alinacaktir. Hasta
grubu ile benzer yas ve cinsiyette, norolojik ya da psikiyatrik bir hastaligi olmayan
130 kisi ise kontrol grubunu olusturacaktir. Arastirmaya katilmak isterseniz size
uygulanan tibbi islemler séyle olacaktir: ONce DI, ........cceevvvvvvvnieninnnnnn. tarafindan
muayene edileceksiniz. Daha sonra kolunuzdan4 ml kan alinacaktir. Kan alinirken
igne batmasi nedeni ile hafif bir aci duyabilirsiniz. Cok dusuk bir ihtimal olsa da kan
alinirken kanamanin uzamasi riskleri olabilir. Kan alimi birka¢ dakika surecektir.

Calismaya katilan tim bireylerden kan alindiktan sonra laboratuvarlarimizda
sizofreniyle iligkili oldugu dustnulen RGS4 geni incelenecektir. Sizden alinan kan
orne gi sizofreni hastali @i ile ilgili farkli cali gmalarda da kullanilabilecektir.

Bu islemler icin gerekli masraflar size veya glvencesi altinda oldugunuz resmi
veya Ozel hicbir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.

Bu calismaya katilmayi reddetme ya da arastirma bagladiktan sonra devam
etmeme hakkina sahipsiniz. Bu calismaya katilmaniz veya basladiktan sonra
herhangi bir safhasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir.
Arastirmaci da denemeye katilan bireyin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma
disi birakabilir. Bu calisma size dogrudan bir tibbi yarar saglamayacaktir. Ancak
calismanin sonuclari hastalikla ilgili bilimsel bilgilerin artmasini, ilerideki dénemlerde
hastaligin tani ve tedavisinin daha basarili olmasini saglayabilir.

Bu arastirmada yer aldiginiz stre icerisinde kayitlarinizin yani sira iligkili saglik

kayitlariniz ve kisisel bilgileriniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz
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kurumun yerel etik komitesine ve Saglik Bakanligi'na agik olacaktir. Caligma verileri
herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken isminiz kullanilmayacak ve veriler
izlenerek size ulasiimayacaktir.

Hastanin beyani

DI ceiviiiiee e e e Jtarafindan “RGS4 Geninin Sizofreni ile liskisi” isimli
bir arastirmanin yapilacagi bana belirtildi. Arastirmanin amaci ve uygulanma bigimi
ile riskleri ve tibbi bilgilerimle ilgili gizliligin saglanacag!i konusunda yeterli aciklama
yapildi. Alinan kan 6rne ginin sizofreni hastali gi ile ilgili farkh cali smalarda da
kullanilabilece gi  belirtildi. Arastirma  sirasinda  temas  kuracagim
....................... telefon numaras! verildi. istedigim zaman kendisi ile temasa
gecebilirim. istedigim zaman arastirmadan cekilebilecegimi biliyorum. Arastirmaya
katilmamam veya katilip daha sonra arastirmadan cekilmem durumunda tedavi ve
tetkiklerimin bundan etkilenmeyecegi belirtildi. Bu aragtirmaya kendi génullt olurumla
katiimayi kabul ediyorum.

Hastanin

Adt:

Soyadit:

Adresi:

Telefonu:

Tarih:

imza:

Veli/Vasinin
Adt:
Soyad:
Adresi:
Telefonu:
Tarih:

imza:
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Tanigin
Adi:

Soyad:
Adresi:
Telefonu:
Tarih:

imza:

Hekimin
Adi:
Soyad:
Adresi:
Telefonu:
Tarih:

imza:

Gorusme tarihi ve saati:
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