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KREMEN1 GENININ SIZOFRENI ILE iLISKiSININ ARASTIRILMASI

Dua OZSOYLU

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Temel T1p Bilimleri Binasi, Tibbi Biyoloji ve
Genetik ABD, 35340, Inciralti, ZMIR

OZET

Amac¢ ve hipotez: Sizofreni belirtileri genellikle ge¢ adolesan veya erken yetigkinlikte
baslayip ¢ogunlukla hayat boyu devam eden ve diinya niifusunun yaklasik %1’ ini etkileyen
kronik, giicten diistirticii psikotik ve ciddi bir bozukluktur. Genetik ¢aligmalara gore, sizofreni
yaklagik %80 oraninda genetik gegislidir. Ayrica, sizofreninin ndrogelisimsel bir hastalik
oldugu diisiiniilmektedir. Wnt sinyal mekanizmasi bu gelisimsel siireci diizenlemede kritik bir
rol oynar. Calismamizin amaci1 Wnt sinyal mekanizmasinda bifazik (pozitif ve negatif) yanit
olusturabilen KREMEN1 geninin sizofreni ile iliskisini aragtirmaktur.

Yontem: Arastirmamizda, 104 sizofreni olgusu ve kendisinde ya da ailesinde psikiyatrik bir
hastaligi bulunmayan 51 saglikli kontrol olmak iizere toplam 155 birey ile ¢alisildi.
KREMENI geninde, rs713526, rs116100643 ve rs201088346 SNP bolgelerinin arastiriimasi
icin genin ilgili bolgesi PCR ile ¢ogaltilip DNA dizi analizi yapildi ve genotipler belirlendi.
Bulgular: Genetik analizler sonucunda, rs713526 G>A polimorfizmi heterozigot olarak
sizofreni olgu grubunda %26, saglikli kontrol grubunda ise %12 oraninda saptandi. Iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p=0,042). Polimorfizmin homozigot formu
ise saptanmamistir. Ayrica c¢alisti§imiz olgu ve kontrol gruplarinda rs116100643 ve
rs201088346 SNP bolgelerinde varyant formlar hi¢ bulunmamustir.

Sonu¢: Arastirmanin sonuglar;; KREMENTI genindeki rs713526 G>A polimorfizminin,
sizofreni riski ile iliskili olabilecegi ve bu hastalifa yatkinliga katkida bulunabilecegi
yoniindedir. Ancak, sonuglarimiz sizofreninin bu lokus ile iliskisini vurgulamakta fikir verici
olsa da, daha biiylik bir 6rneklem grubu ile arastirmaya devam edilmelidir.

Anahtar Sozciikler: Sizofreni, Wnt sinyal yolagi, KREMENI1, SNP



INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN SCHIZOPHRENIA AND
KREMEN1 GENE

Dua OZSOYLU

Dokuz Eyliil University Institute of Health Sciences, Dept. of Medical Biology and Genetics
Dokuz Eyliil University, Faculty of Medicine, Dept. of Medical Biology and Genetics, 35340,
Inciralt1, Izmir/TURKEY

ABSTRACT

Objective and hypothesis: Schizophrenia is a chronic, debilitating psychotic and a serious
disorder that affects about 1 percent of the world’s population and has symptoms that
generally begin in late adolescence or early adulthood and usually continue throughout life.
According to genetic studies, schizophrenia has heritability estimates of around 80%.
Furthermore, schizophrenia is thought to be the neurodevelopmental disease. The Wnt
signaling pathway plays a critical role in regulating this developmental process. The aim of
our study was to examine the association of KREMENTI to generate a biphasic (positive and
negative) response in the wnt signaling pathway with schizophrenia.

Method: Our subjects comprised 155 individuals, with 104 patients with schizophrenia and
51 healthy volunteers with no personal or family history of psychiatric illness. The
KREMENI gene region in question was cloned by PCR and DNA sequence of this region
was analyzed in order to investigate the SNPs, rs713526, rs116100643 and rs201088346 in
the aforementioned gene, and then, genotypes were determined.

Results: As a result of genetic analysis, heterozygous rs713526 G>A polymorphism was
detected %26 and %12 in patients with schizophrenia and healthy controls respectively. There
is a statistically significant difference between the two groups (p=0,042). Homozygous form
of this polymorphism was not detected. In addition, the SNPs, rs116100643 and rs201088346
were not observed in our case and control subjects.

Conclusion: Results suggest that rs713526 G>A polymorphism in the KEMENI might be
associated with risk of schizophrenia and contribute to susceptibility to disease. Although our
results are suggestive of an association with schizophrenia at this locus, present study should
be continued with a larger sample group.

Keywords: Schizophrenia, Wnt pathway, KREMENT1, SNP



1. GIRiS VE AMAC

Sizofreni [OMIM 181500] belirtileri genellikle ge¢ adolesan veya erken yetiskinlikte
baslayip ¢ogunlukla hayat boyu devam eden ve diinya ¢apinda toplumun yaklasik %0,5-1" ini
etkileyen kronik, gilicten diisiiriicti psikotik ve ciddi bir bozukluktur. Arastirmalar sizofreni
hastalarinin {i¢te birinin hayatlar1 boyunca bir veya daha ¢ok kez intihar girisiminde
bulunduklarin1 ve sizofreni hastalarinin yaklagik %5-10" unun intihar sonucunda hayatini
kaybettigini ortaya koymustur. Sizofreni hastalarinda bazi matabolik rahatsizliklardan
(dolagim, solunum, sindirim hastaliklar1 gibi) dolay1 artmis bir mortalite riski bulundugundan,
normal popiilasyon ile kiyaslandiginda sizofreni hastalarinin umulan yagam stireleri %20 daha
kisadir. Sizofreni hastaligi kisilerde psikoz, apati, sosyal yoksunluk ve bilissel bozukluk gibi
ciddi problemlere neden oldugu icin bu hastalig1 tasiyan kisiler is, okul, aile ve tiim sosyal
yasantilarinda Onemli problemler yasarlar. Psikiyatrik hastaliklar arasinda sizofreni en
sakatlik verici hastalik olup, ruh saglig: servislerinde uzun siire yatisl tedavileri gerektirebilir.
Omegin, hastanelerdeki psikiyatri servislerindeki tiim yataklarin yaklasik %25 ini sizofreni
hastalar1 doldurmakta ve klinige bagvurularin %50 sini bu hastalar olusturmaktadir. Bu denli
ciddi ve toplumun biitliniinii hem ekonomik hem de ruhsal yonde olumsuz etkileyen sizofreni
hastaliginin bir de yiiklii bir tedavi masrafi vardir. Ornegin, sizofreni hastaliginin Amerika’
daki toplam tedavi maliyetleri iilke genelinde yaklagik 45 milyar Amerikan Dolar1 (1994 yili
icin), Biiyiilk Britanya’ daki ise yaklagik 2.6 milyar sterlin oldugu tahmin edilmektedir.
Ekonomik ve sosyal maliyeti bir araya geldiginde, sizofreni diinyanin en sakatlayict on
hastaligindan biri olmasi nedeniyle bu hastalik {izerine ¢alismayi tercih ettik.

Genetik caligmalarindan edinilen bilgilere gore, sizofreni yaklasik %80 oraninda genetik
gecislidir (bu oran kalga eklemi osteoartritinde yaklasik %60 iken, hipertansiyon hastaliginda
ise %30-50 arasindadir). Hastaligin ortaya ¢ikisi ile ilgili genetik ¢aligmalardan elde edilen
veriler sizofrenide erken beyin gelisiminin etkilendigini gostermektedir. Sizofreni ile iligkisi
olan yapisal genlerin ¢ogunun noronal proliferasyon, go¢ veya sinaps olusumu ile ilgili
norogelisimsel genler oldugu gosterilmistir. Bu ylizden sizofreninin ndrogelisimsel bir
hastalik oldugu diisiiniilmektedir. Bu bozulmus norogelisimsel siirece de gen
ekspresyonlarindaki degisimler ile sinyal yolaklarinin neden oldugu diisiiniilmektedir.
Asagida sayilan nedenlerden otiirli de sizofrenideki norogelisimsel olan bu bozukluga Wnt

sinyal yolaginin neden oldugu diistiniilmektedir:



o Wnt sinyal yolaginin anahtar bilesenlerinden biri GSK-3 enzimidir ve sizofreni
hastalarinin post-mortem prefrontal korteksinde GSK-38 mRNA seviyesi %36, GSK-3f3
protein seviyesi %41 ve GSK-3 aktivitesi de %45 oraninda diismektedir.

o Sizofreni hastalarinin post-mortem hipokampiisinde Wnt sinyal yolagimin onemli
bilesenlerinden olan sitoplazmik [ ve y-katenin seviyesi diismekte ve Wnt-1" in
ekspresyonu artmaktadir.

. Sizofrenide antipsikotikler ve psikomimetikler direk Wnt sinyal yolagini etkilerler.
Yukarida anlatilan nedenlerden 6tiirii sizofreniyi norogelisimsel bir hastalik olarak

kabul edip Wnt sinyal mekanizmast iizerine arastirma yapmayi tercih ettik. Ozellikle bu sinyal

yolaginin elemanlarindan olan KREMEN gen ailesi ve proteinleri sinyal mekanizmasini ¢ift
yonlii (pozitif ve negatif) kontrol etmesinden dolayr dikkatimizi ¢ekti.

Yukarida anlatilanlar ile paralel olarak, aragtirmamizin amact KREMENT geninin ya da
icerdigi varyasyonlarin sizofreni ile veya sizofreniye yatkinlik ile iligkisi olup olmadigini
aragtirmaktir. Bunun i¢in sizofreni hasta grubundaki ve saglikli kontrol grubundaki bireylerin
KREMENI genindeki varyasyonlar saptanacak, bir hastalik etkeni veya hastaliga yatkinlik
etkeni olarak diisiiniilen bu varyasyonlarin sizofreni hastalarindan olusan popiilasyonda
saglikli kontrole gore istatistiki olarak daha yiiksek oranda bulunmasi halinde bu
varyasyonlarin sizofreni ile veya sizofreniye yatkinlik ile iligkisi olduguna karar verilecektir.

Arastirmamizin bagimli degiskeni sizofreni hastaligidir, bagimsiz degiskeni analizini
yaptigimiz varyasyonlar, kontrol degiskenler ise genotiplerdir.

H1: Norogelisimsel siirecte ¢cok 6nemli olan Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasinin en
Oonemli bilesenlerinden biri olan KREMENT1 geninde bulunan varyasyonlar sizofreni i¢in risk

teskil ederler ve sizofreniye yatkinlikla iligkileri vardir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sizofreni

Sizofreni [OMIM 181500] belirtileri genellikle ge¢ adolesan veya erken yetiskinlikte
baslayip ¢ogunlukla hayat boyu devam eden ve diinya ¢apinda toplumun yaklasik %0,5-1" ini
etkileyen kronik, giicten diisiirticii psikotik ve ciddi bir bozukluktur (1). Bu yiizden yalnizca
etkilenen bireyler i¢in degil ayni zamanda biitiin toplumlar i¢in 6nemli bir yiik olusturur.
Ozellikle dikkati, islem bellegini ve yiiriitiicii islevleri etkileyen biligsel bir fonksiyon
bozuklugu olmasmin yami sira; paranoya, haliisinasyonlar ve hezeyanlar gibi pozitif
semptomlar ile ve istemsizlik, haz yitimi ve diigiince yoksullugu gibi negatif semptomlar ile
karakterizedir (2,3).
2.1.1. Tarihi:

Sizofreni: Bizi insan yapan hastalik.

D.F. HORROBIN (4)

Antik c¢aglardan beri sizofreni ile ilgili bu giin bildigimiz belirtiler fark edilmis ve
bunlar o dénemin kosullarinda kayit altina alinmigtir. Ornegin, M.O ikinci binyill Misir
Firavunlar1 doneminin papiriislerinde sizofreni ile ilgili olan belirtilere deginilmis, Eber
Papiriisiinde yer alan “Kalplerin Kitab1” isimli bdliimde giiniimiizde genellikle sizofreniyi
tanimlamada kullanilan “Depresyon”, “Demans” ve “Diislince Bozuklugu” gibi belirtilere
detaylari ile deginilmistir (5,6). Daha sonra, M.O 1400’ de Hinduizm’ in kutsal metinlerinden
Atharva Veda’ larda sizofreni belirtilerine benzer tasnifler yapilmis, M.O 1000’ de Cince
metinlerde deliligin, demansin ve ndbetlerin/seizures belirtileri tanimlanmistir (5). M.O 400
lerde akil hastaliklarinin bilimsel temeller ile incelenmesi gerektigini savunan Hipokrat (M.O
460-377) “Tibbin Babas1” olarak kabul edilmektedir. Hipokrat 6zellikle akil hastaliklarinin
batil inanglardan ya da tanrilardan kaynaklanmadigini belirtmis ve bunlari tibbi bir durum
olarak beyin hastaliklar1 seklinde kabul etmistir (5,6). Mania, Melancholia, Hysteria,
Paranoia ve Dementia sdzciikleri Hipokrat tarafindan literatiire kazandirilmistir. Ozellikle
Paranoia’ nin o donemlerdeki tasnifi iki bin yil sonra “sizofreni” olarak isimlendirilecek
hastaligin habercisi olmasi agisindan dnemlidir (6). Ancak bahsedilen belirtiler baska tiir
hastaliklarda da goriilebileceginden, gilinlimiizde sizofreni olarak isimlendirdigimiz bu
kompleks rahatsizligin belirtileri i¢in biitlinlestirici bir yaklagim uzun yillar bulunamamastir.

Modern sizofreni kavraminin temelleri 19. ylizyilin ilk boliimiinde atilmistir. Bu

donemde ve daha sonra ruhsal hastaliklar i¢in erken tani sistemleri ortaya c¢ikmis ve



sizofreninin de dahil oldugu ¢esitli ruhsal hastaliklar tanimlanmistir. Yillardan 1809° da
Ingiltere’ de John Haslam (1764-1844) ve Fransa’ da Philippe Pinel (1745-1826) birbirinden
bagimsiz olarak ilk kez sizofreninin klinik olarak yeterli agiklamasin1 yapmislardir. Daha
sonra her ikisi de farkli isimler ile tanimladiklar1 bu bozukluklar tizerine ¢alismislar ve teshis
ettikleri hastalarin sayist hizla artmistir. Daha sonra, 1852 de Fransa’ da Benedict Morel
(1809-1873) ilk kez sizofreniyi “démence précoce” terimi ile agiklamistir. Almanya’ dan
Emil Kraepelin (1856-1926) ise 1893’ de démence précoce teriminin Latincesi olan
“dementia praecox (erken bunama)” terimini kullanmis ve halen giiniimiiz sizofreni tani
kriterlerinde kullaniyor oldugumuz hastalik belirtilerini ve karakteristik 6zelliklerini kapsamli
bir bigimde kategorize etmistir. Ayrica hastalikla ilgili tiim belirtileri de dementia praecox adi
altinda tek bir hastalik olarak nitelendirmistir. Daha sonra, 1911° de Isvigre’ den Eugen
Bleuler (1857-1939) ilk kez dementia praecox yerine “sizofreni” terimini kullanmistir. Yunan
kokenli olan bu kelime Schizo (yarilma) ve phrene (akil) kelimelerinin bir biitiiniidiir ve
“diisltincenin yarilmasi/parcalanmas1” anlaminda kullanilmaktadir. Ayrica ilk kez Eugen
Bleuler tarafindan sizofrenide “pozitif” ya da “negatif” olarak belirtiler tasnif edilmistir.
Bleuler’ in sizofreni terimi uluslar aras1 olarak gecerliligini korusa da; modern tan1 sistemleri
Kraepelin’ in ¢aligmalarina dayanmaktadir (5-7).

Son yillarda “aklin yarilmas1” teriminin yarattig1 bazi negatif etkilerden 6tiirii, sizofreni
teriminin degistirilmesi giindeme gelmektedir. Bunu ilk hayata geciren {ilke Japonya’ dir.
Japon Psikiyatri ve Noroloji Meclisi (JSPN) 2002 yilinda eski terim olan “Seishin Bunretsu
Byo” (“aklin-yarilmasi-hastaligi”) yerine yeni terim olan “Togo Shitcho Sho” (“biitiinlesme
bozuklugu”) ifadesini kullanmaya basladi. Ozellikle eski terimin; tamamen iyilesme
gostermis kiside bile diizensiz ve hasta kisiligi ¢cagristirmasi, 1970’ ler deki Japon kitaplarinda
“Erken Bunama” seklinde tanimlanmis olmasi, Japon tarihinde daha 6nce var olmus yasalar
cergevesinde hastalarin kotii sartlarda tutulmasi ve dolayistyla da bu tarihi etkilerden dolay1
kisilerin bu eski isimle damgalaniyor olmasi yeni isim olan “Togo Shitcho Sho” (“biitiinlesme
bozuklugu ) teriminin kullanilmasina neden olmustur (8). Sizofreni tarihi ile ilgili dnemli

doniim noktalarina asagidaki tabloda (Tablo 1) kisaca deginilmistir.



Tablo 1: Modern sizofreni kavraminin gelisimindeki bazi dontiim noktalari.

John Haslam ve 1809 Sizofreninin klinik olarak yeterli agiklamasini
. ] yapmiglardir.
Philippe Pinel
Benedict Morel 1852 Sizofreniyi “démence précoce” terimi ile agiklamistir.
Emil Kraepelin 1893 Ik kez “dementia praecox (erken bunama) ” terimini

kullanmis ve halen giiniimiiz sizofreni tan1 kriterlerinde
kullantyor oldugumuz hastalik belirtilerini ve karakteristik
ozelliklerini kapsamli bir bicimde kategorize etmistir.

Eugen Bleuler 1911 Ik kez dementia praecox yerine “Sizofreni” terimini
kullanmistir. Ayrica sizofrenide “pozitif” ya da “negatif”
olarak belirtileri tasnif etmistir.

2.1.2. Epidemiyoloji

Sizofreni i¢in tan1 kategorileri diisiiniilmeksizin, epidemiyolojik veriler sistemli olarak
derlendiginde, sizofreninin yasam boyu yayginligi %0,30 ila %0,66 arasinda ve insidans1 da
yilda her 100.000 kisiden 10,2 ila 22,0 kisi seklindedir (9-11). Bu kapsamda bu oranlar tan1
tariflerine dayali olarak bile ti¢-kat farklilik gosterebilmektedir (12,13). Her ne kadar sizofreni
insidans1 diisiik olsa da, kronikligi nedeniyle yayginlig1 yiiksektir ve Diinya capinda yaklasik
24 milyon insanmi etkilemektedir (WHO verisi) (14). Sizofreni yayginligi yerli halk ile
kiyaslandiginda, go¢menlerde 1,8 kat daha fazladir ve diinya ¢apinda kentsel, kirsal ya da
daha farkli cografik bolgeler arasinda yasam boyu yayginligi arasinda onemli bir farklilik
yoktur (10).

Sizofreninin yayginligi lizerine iilkemizde yapilan bir arastirmaya gore, genel toplumda
(n:6022, birlestirilmis veri) sizofreni yayginligi 1000 kiside 8,9 olarak saptanmistir. Bu
caligmaya gore lilkemizdeki sizofreni yayginligi diger iilkelerde bildirilen tahminlerden daha
yiiksektir (15).

Diinya c¢apinda kapsamli olarak temsili toplumlar ile yapilan c¢alismalar son 50 yildir
sizofreninin insidans oranmin diinya capinda stabil oldugunu gostermistir (16). Ilging
bicimde, sizofreni hastalari genel topluma gore daha az cocuk sahibi olmalarina ragmen,

sizofreni yayginlig1 zaman i¢inde 6nemli bir degisiklik gostermemistir (17).



Sizofreni yayginlig1 cinsiyetler arasinda ayni olmasina ragmen, erkeklerde kadinlara
gore baslangic yas1 daha erkendir (10,18) ve genellikle hastaligin siddeti erkeklerde kadinlara
gore daha yogundur (19,20). Ayrica 1970 ila 1982 yillar1 arasinda Danimarka’ da yas ve
cinsiyet bakimindan sizofreninin insidansi degerlendirilmis ve erkeklerde ve kadinlarda en
yiiksek insidans oraninin 15-24 yaslar1 arasinda oldugu gozlenmistir (11). Bu ¢alismadan elde
edilmis veriler 15181nda, asagida (Sekil 1) baslangi¢ yasinin erkeklerde daha erken oldugu,
yasam boyu sizofreniye yakalanma riskinin erkeklerde kadinlara gore yaklasik %30-%40
daha yiiksek oldugu da goriilmektedir (11,21).
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Baslangig yasi (yillar)
Sekil 1: Cinsiyete gore sizofreninin baslangi¢c yasi (Danimarka da 1970 ila 1982 yillar
arasinda) (The American Psychiatric Publishing Textbook Of Schizophrenia (11)’ dan
uyarlanmigtir)

Sizofreninin kotii sonlanim ile iliskili olan negatif semptomlar1 ve uzun hastalik siireci
erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek insidans orani ile kendini gosteren kategorilerken (22);
duygulanim belirtileri gibi iyi sonlanim ile iliskili olan kategoriler ise erkeklerde ve
kadinlarda benzer oranlarda kendini gosteren kategorilerdir (13,23). Bu veriler, sizofreni ve
ilgili tan1 Ozelliklerinin semptomatik ifadesinin kadinlara oranla erkeklerde daha ciddi
oldugunu gostermektedir. Kadinlara oranla erkeklerde hastalik baslangicinin daha erken

goriilmesi bu fikri desteklemektedir (9,13).



2.1.3. Tam

Modern sizofreni kavrami hastaligin uzun donemde kotiilesme siireci tizerine odaklanan
Kraepelin’ in ¢alismalarina (5-7,24) ve diizgiin diisiinmede giigliik, hedefe yonelik davranis
kayb1 veya celiskili diirtiilerden dolay1 kararsizlik ve i¢ diinyaya ¢ekilme (otizm) gibi temel
hastalik belirtileri {lizerinde duran Bleuler’ in ¢aligmalarina dayanmaktadir (5-7,25).
Glinlimiizde sizofreni i¢in yaygin olarak kullanilan iki esas tani sistemi vardir; ICD-10 (26)
(Tenth Revision of the International Classification of Diseases) ve DSM-IV(27) (4th
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV). 1ki sistem arasindaki esas fark
DSM-IV de bazi tanisal kisitlamalarin olmasi (toplumsal veya mesleki islev bozuklugu
bakimindan) ve 6 aylik hastalik siireci gereksinimi (ICD-10 tani sisteminde ise bu 1 ay)
olmasidir (2). Iki sistem de giivenilirdir (28). Bununla birlikte, ¢esitli ¢alisma guruplar1 bazi
zor tan1 konularina ¢ozlimler bulabilmek icin yeni nesil ICD ve DSM (DSM-V ve ICD-11)
sistemleri gelistirmekteler (12). DSM simiflama sisteminde sizofreni i¢in kullanilan DSM-IV

tan1 Olgtitleri Tablo 2’ de gosterilmistir (27).

Tablo 2: Sizofreni icin DSM-IV tam 6lgiitleri (27)

A. Karakteristik Semptomlar:

Bir aylik bir donem boyunca (basariyla tedavi edilmisse daha kisa bir siire), bu siirenin 6nemli
bir kesiminde asagidakilerden ikisinin (ya da daha fazlasinin) bulunmasi:

(1) hezeyanlar (sanrilar)

(2)  haliisinasyonlar (varsanilar)

3) dezorganize konusma (6rn. sik sik cagrisimlarda dagiiklik ya da tutarsizlik)

4) ileri derecede dezorganize ya da katatonik davranis

(5)  negatif semptomlar, yani affektif donukluk (tekdiizelik), konugma fakirligi (alogia) ya
da istemsizlik (avolition)

Not: Hezeyanlar bizar (tuhaf) ise ya da haliisinasyonlar kisinin davranis ya da diisiinceleri
lizerine siirekli yorum yapmakta olan seslerden ya da iki ya da daha fazla sesin
birbiriyle/birbirleriyle konusmasindan olusuyorsa A Tani Olgiitiinden sadece bir semptomun
bulunmasi yeterlidir.

B. Toplumsal/mesleki islev bozuklugu:

Is, kisileraras: iliskiler ya da kendine bakim gibi énemli islevsellik alanlarindan bir ya da
birden fazlasi, bu bozuklugun baslangicindan beri gecen siirenin 6nemli bir kesiminde, bu

bozuklugun baglangicindan once erisilen diizeyin belirgin olarak altinda kalmistir (baslangici



cocukluk ya da ergenlik donemine uzaniyorsa, kisilerarasi iligkilerde, egitimle ilgili ya da
mesleki basarida beklenen diizeye erisememistir).

C. Siire:

Bu bozuklugun siire giden belirtileri en az 6 ay siireyle kalici olur. Bu 6 aylik siire, en az bir
ay siireyle (basariyla tedavi edilmisse daha kisa bir siire) A Tam Olgiitiinii karsilayan
semptomlart kapsamalidir; prodromal ya da rezidiiel semptomlarin bulundugu doénemleri
kapsayabilir. Bu bozuklugun belirtileri, prodromal ya da rezidiiel donemlerde, sadece negatif
semptomlarla ya da A Tani Olgiitiinde siralanan iki ya da daha fazla semptomun daha hafif
bicimleriyle (6rn. acayip inanislar, olagandisi algisal yasantilar) kendilerini gdsterebilir.

D. Sizoaffektif Bozuklugun ve Duygudurum Bozuklugunun dislanmasi.

E. Madde kullaniminin ve genel tibbi durumun dislanmasi.

F. Yaygin bir gelisimsel bozukluk ile olan iliskisi:

Otistik bozukluk ya da diger bir yaygin gelisimsel bozukluk Oykiisii varsa bunlara ek olarak
en az bir ay siireyle (basariyla tedavi edilmisse daha kisa bir siire) belirgin sanr1 ya da

varsanilar da varsa sizofreni ek tanisi konabilir.

Sizofreni Alt Tipleri
295.10 Sizofreni, Dezorganize Tip
295.20 Sizofreni, Katatonik Tip
295.30 Sizofreni, Paranoid Tip
295.60 Sizofreni, Rezidiiel Tip
295.90 Sizofreni, Ayrismamis Tip
2.1.4. Klinik Ozellikler/Semptomlar

Sizofreni genellikle ge¢ adolesan veya erken yetigkinlikte baslayip cogunlukla hayat
boyu devam eden ¢ok degisken ve kimi zaman oldukga siddetli belirtilere sahip olan zor bir
hastaliktir (1,27). Baslangigta, cogu hastanin davranis bozuklugu ve o6grenme glicligi
Oykiisiine sahip olmasinin yani sira (29), hastalar sizofreni ile ilgili tam bir belirti
gostermeden bile kendileri ya da cevreleri ile ilgili bazi tuhaf duygular gelistirmeye
baslayabilirler (30). Daha sonra bunu gilinler ya da bazen yillar i¢cinde daha ciddi olan
prodromal belirtiler izler (31).

Psikotik veya Pozitif Semptomlar, Negatif Semptomlar ve Biligsel Bozukluk sizofreni
belirtilerinin {i¢ temel sekli olarak kabul edilir (1-3,32). Bu ii¢ esas sizofreni belirtisi ile ilgili
ayrintilara Tablo 3’ de deginilmistir.
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Tablo 3: Esas sizofreni belirtileri ve ayrintilari

Esas semptomlar En sik goriilen belirtileri
Psikotik veya Pozitif Haliisinasyonlar1 (varsanilari) ve hezeyanlari (sanrilari) iceren
Semptomlar

gercgeklikle temas kaybi ya da bizar (tuhaf) davranislar

Negatif Semptomlar Duygusal tepkilerde kiintlesme, affektif donukluk
(tekdiizelik), konusma fakirligi (alogia) ya da istemsizlik
(avolition ya da apati)

Dikkat ve konsantrasyonda, 6grenme ve hafizada bozukluk ve

Biligsel Bozukluk yliriitiicii islevlerde bozulma

Sizofrenide haliisinasyonlar en sik olarak isitsel olmak iizere, gorsel ya da koku, tat ve
dokunma duyulari ile ilgilidir. En sik meydana gelen hezeyanlar (sanrilar) ise kdtiiliik gorme
sanrilari, diisiincelerinin okunmasi ve kontrol edilmesi sanrisi, biiyiikliikk sanris1 ve bedensel
sanrilardir (1-3). Negatif semptomlar psikotik semptomlardan daha yaygindir ve zaman iginde
daha az dalgalanma ggsterirler (32). Ayn1 zamanda negatif semptomlar siki bir sekilde zayif
psikososyal islevsellikle iligkilidir (33). Tipki negatif belirtilerde oldugu gibi, bilissel
bozukluklar da toplum i¢inde yasamayi ve ¢alismayi zorlastiran islevsel bozukluklara yol agar
(34).

2.1.5. Risk Etkenleri
2.1.5.1. Genetik Etkenler

Sizofreni oranlar1 genel popiilasyon ile kiyaslandiginda hastalarin akrabalari arasinda
oldukga yiiksektir. Evlat edinme ve ikiz ¢aligmalar1 gibi calismalar, bu artan riskin genetik
temellerinin de oldugunu gostermistir. S6z konusu bu caligmalara gore; etkilenmis/hastalig
tagtyan bir birinci derece aile iliyesinin bulunmasi ile iligkili olarak risk on-kat artmaktadir.
Ayrica bu genetik risk her bir etkilenmis akrabanin sayisina gore iyice artmakla birlikte; her
iki ebeveyn de etkilenmis oldugunda risk yaklasik %50 oranlarina ulasir (35). Tek yumurta
ikizlerinden biri etkilenmis oldugunda ise risk digeri icin %60 ila %84’ ler gibi yiiksek
oranlara ulasmaktadir (36). Bu genetik gecis basit Mendelian tek-gen kalitim paternlerinden
farklidir. Daha biiyiik olasilikla, her biri epigenetik ve cevresel etkenlerden az da olsa

etkilenen ve onlar ile uyum i¢inde hareket eden birden fazla yatkinlik geni vardir. En az sekiz
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genin sizofreni ile iliskili oldugu gosterilmistir (37,38). Konu ile ilgili ayrintili bilgilere
“Sizofreni Genetigi” kisminda ayrica deginilecektir.
2.1.5.2. Perinatal ve Erken Cocukluk Donemi Etkenleri

Arastirmacilar tarafindan yapilan bazi calismalar, fetal yasamdaki bazi etkenlerin
(hipoksi, maternal enfeksiyon, maternal stres, maternal yetersiz beslenme gibi) sizofreni
insidansinin ~ kiigiilk bir bdliimiinden sorumlu olabilecegini  gostermistir  (39-42).
Arastirmacilarin  poplilasyondaki tiim bireyleri dogumdan itibaren takip ettikleri ve
degerlendirdikleri Dogum Kohortu ve VYiiksek-Risk Calismalar: bulunmaktadir. Bu
calismalardan elde edilen verilere gore, yetiskin olduklarinda sizofreni tanis1 koyulacak olan
cocuklar, akranlart ile kiyaslandiginda, ¢ocukluk doneminden itibaren bazi psikotik belirtiler
(6rn. spesifik olmayan duygusal ve davranigsal bozukluklar ve psikopatolojik degisiklikler,
entelektiiel ve lisan degisiklikleri ve motor gecikmeler) sergilemektedirler (43-46). Hatta bu
gelisimsel belirtilerin  arasinda sizofrenin tanist igin spesifik olan motor ve biligsel
degisiklikler de oldugu i¢in, bu ¢aglarda tanisal anlamda farklilagmalar baslamaktadir (47,48).
2.1.5.3. Cevresel Etkenler

Epidemiyolojik ¢aligmalar sizofreni oraninin bazi g¢evresel faktdrlerden etkilendigini
acik bir sekilde ortaya koymustur (9,49). Kentsellesme bu gevresel faktdrlerden belki de en
onemlisidir. Pedersen ve Mortensen tarafindan yapilan calismalar kentsellesme derecesi ile
sizofreni siklig1 arasinda giiglii bir iligski oldugunu ortaya koymustur. Danimarka’ daki niifus
kayitlarinin incelenmesi sonucunda; bes farkli kentlesme diizeyinde, biiyiik sehirlerden kiigiik
sehirlere gittikge sizofreni sikliginin azaldigi goriilmiistiir. Ayrica sizofreninin ortaya
¢ikmasindan Once yliksek derecede kentsellige maruz kalan ¢ocuklarda (0-15 yas) ileride
sizofreni gelistirme riskinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (50).

Pedersen ve Mortensen tarafindan yapilan bu ¢alisma beraberinde akillara su soruyu
getirmisti; sizofreni geng eriskinlik doneminde baslayan bir bozukluk olarak kabul ediliyor ise
ve kent etkisine daha erken yasta maruziyet sizofreni sikliginda bir artisa neden oluyorsa, kent
etkisinin heniiz sizofreninin ortaya ¢ikmadigi yaslarda fenotipik olarak etkisini gOstermesi
gerekmez miydi? Sorunun cevabini aramaya yonelik yapilan calismalar kentsellesmenin
gercekten de sizofreni lizerine premorbid etkisinin yiiksek oldugunu ve kentsellesmenin etkisi
ile sizofreni belirtilerin daha erken yaslarda ortaya ¢iktigini gostermistir (51).

Bir diger ¢evresel etmen de birinci ya da ikinci kusak gé¢men olmak ve bagli olunan

etnik kokendir. Kanitlar sizofreni riskinin, ayni etnik kdkenden gé¢cmenlerin yogunlugunun
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diisiik oldugu semtlerde daha yiiksek oldugunu gostermektedir (12,52,53). Ayrica etnik koken
kimligi ile olumsuz 6zdesim gosteren gogmenlerde sizofreni riski daha yiiksektir (54).

Esrar kullanimi da sizofreni gelisimi i¢in 6nemli faktorlerden biri olarak rapor edilmistir
(55). Ozellikle erken yaslarda esrar kullanimia baslamak psikotik semptomlarin gelisimi ile
yakindan iliskilidir (56). Bu kapsamda, Isvec, Hollanda, Yeni Zelanda ve Israil de yapilmus
prospektif calismalar riskin iki ila 25 kata kadar yiikselebilecek degerlerde oldugunu
gostermistir (57-59).

2.1.6. Tedavi

Sizofreni hastaliginin  klinik tablosu ve gidisatt kimi zaman c¢ok farkliliklar
gosterebildigi i¢in, semptomlarin net bir bigimde anlasilmas: ve tedavi se¢eneklerinin kisiye
0zel degerlendirilmesi gerekmektedir (12). Sizofreni de mevcut farmakolojik tedavi 6zellikle
pozitif semptomlarda iyilesme saglayan antipsikotik ilaglar ile yapilan tedavi bigimidir
(1,12,60,61). Antipsikotikler reseptor afinitelerine ve yan-etki profillerine gore tipik (eski/ilk
kusak) ve atipik (yeni/ikinci kusak) antipsikotikler seklinde siniflandirilirlar (1,12,61). Tipik
antipsikotikler giicli Dopamin D, reseptdr antagonistleridirler ve hastaligin pozitif
semptomlart i¢in etkilidirler. Ayrica 1950’lerde kesfedilen ve ilk kusak antipsikotiklerden
olan ajanlar (haloperidol ve klorpromazin gibi) psikotik semptomlarin tedavisinde etkili
olmalarina ragmen siklikla istenmeyen motor yan-etkilere ve ekstrapiramidal semptomlara
(EPS) neden olurlar. Atipik antipsikotikler ise kismi Dopamin D, reseptor antagonistleridirler
ve bunlar esas olarak gili¢lii serotonin reseptdr antagonistleridirler. Bu yeni kusak
antipsikotiklere risperidon, olanzapin, ziprasidon, aripiprazol, katiapin 6érnek verilebilir. Tipik
antipsikotiklerden farkli olarak atipik antipsikotikler ile yapilan tedavilerde EPS ve motor
yan-etkilerin gelisimi daha azdir. Bunlara ek olarak, yeni kusak antipsikotikler yiiksek oranda
metabolik yan-etki (kilo artis1, trigliserid ve kolesterol artis1 gibi) gelistirmeye daha
yatkindirlar. Sonug olarak antipsikotik ilaglarin etki mekanizmalar ile ilgili ¢ozlilemeyen ¢ok
sayida konu olmasina ragmen, tiim etkili antipsikotiklerin Dopamin D, reseptdr antagonistleri
olduklart ve bunlarin da semptomlarin hafiflemesi i¢in ¢ok 6nemli olduklar1 gosterilmistir
(1,12,61).
2.1.7. Sizofreninin Temellerine Dair Giincel Kuramlar
2.1.7.1. Sizofreni ve Dopamin Kuram

Dopamin merkezi sinir sistemindeki katekolaminlerin biiyiik bir kismini olusturur ve 50

yil dnce Arvid Carlsson tarafindan tanimlanmis bir nérotransmitterdir. Carlsson, o zamanlar
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yeni gelistirilmis bir cihaz olan spektrofotofluorimetriyi kullanarak hayvanlar tizerinde yaptigi
denemelerinde, rezerpin verilmis ve L-Dopa ile tedavi edilmis hayvanlarin beyinlerinde
dopamini kesfetmistir. Ayrica Carlsson, dopaminin beynin normal bir bileseni oldugunu
sOylemis ve daha cok bazal ganglionlarda yogunlastigini belirtmistir. Ayni yillarda Paul
Greengard ve ark. dopamin reseptdrlerinin aktivasyonu sayesinde tetiklenen hiicrelerdeki
sinyal mekanizmalar1 hakkindaki ilk bilgileri literatiire kazandirmiglardir. Arvid Carlsson ve
Paul Greengard’ 1n dopamin ile ilgili yaptiklar1 bu g¢aligmalar onlara 2000 yilinda Nobel
Odiiliinii kazandirmustir (62).

Sizofrenide dopamin hipotezi, hastaligin pozitif semptomlarinin kaynaginin beyinde
subkortikal olarak dopamin seviyesindeki asiri artis oldugunu savunur. Ayni zamanda,
sizofreninin negatif ve bilissel semptomlarinin da korteks’ deki eksik dopamin seviyesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Sizofreni hastalarinda subkortikal dopamin artis1 ve kortikal
dopamin eksikliginin aynt anda var oldugu SPECT ve PET gibi noro-goriintiileme ve
biyokimyasal teknikler ile kanitlanmistir. Ayrica, akut dopamin eksikligi ¢aligmalari, sagliklt
kontroller ile kiyaslandiginda sizofrenide baslangictaki asir1 dopaminin D, reseptorlerinin
sayisini arttirdigini géstermistir. Bu da sizofrenide D, reseptorlerinin asir1 uyarildig: fikri ile
son derece uyumludur. Kortekste ise, kontrolle kiyaslandiginda sizofreni hastalarinda
dopamin tip-1 (D;) reseptorlerinin agir1 ifadesi s6z konusudur. Bu bulgular sizofreni
hastalarinin beynindeki kortikal/subkortikal dengesizlik i¢in kanit teskil etmektedir (63,64).

Molekiiler sevide incelendiginde, sizofrenide bazi dnemli norotransmitter sistemlerinin
(prefrontal kortekste ve striatumdaki dopaminerjik ndron sistemi, hippokampusta ve
prefrontal korteksteki glutaminerjik néron sistemi vb.) etkilendigi de gosterilmistir (65,66).

Sizofrenide yirmi yildan fazla siiredir yapilan caligmalar dopamin hipotezi iizerine
yogunlagmust1. ilginin bu kadar fazla olmasimin asil nedeni, klinik olarak kullanilmakta olan
tiim antipsikotik ilaglarin dopamin reseptdrii antagonisti olarak ¢alismasiydi. Dopaminerjik
hipotez yeni antipsikotik ilaglarin gelistirilmesinde bulussal nitelikte olmasina ragmen,
sizofreninin etiyolojisini ve dogal seyrini yeteri kadar agiklamakta basarisiz oldu. Bu
kapsamda, giinlimiizde bu hastaligin etiyolojisini ve dogal seyrini daha net bicimde
aciklayabilen ve diinya ¢apinda arastirmalarin agirlik verildigi kuram Nérogelisimsel Hipotez’

dir.
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2.1.7.2. Sizofreni ve Norogelisimsel Kuram

Sizofreni’ de “Norogelisimsel Kuram” aslinda yeni glindeme gelen bir fikir degildir ve
hastaligin ilk modern kavramina aciklik getiren Bleuler ve Kraepelin’ in gbzlemlerine kadar
dayanir. Bleuler ve Kraepelin sizofreni hastalarinin ¢ocukluk caglarinda goriilen premorbid
belirtilerin yani sira sosyal etkilesimde de goriilen eksiklikleri vurgulamiglardir (67).
Sonralari, Feinberg, Weinberger ve Murray gibi Onemli arastirmacilar sizofreninin
norogelisimsel bozukluklar biitiinii oldugunu 6ne siirmelerine ragmen (68-71), nérogelisimsel
yaklagimi daha da kuvvetli kilan kanitlar ve tanimlamalar ancak giiniimiizde daha ayrintili
bicimde ortaya koyulabilmistir.

Sizofreninin patolojisi i¢in ndrogelisimsel model poligenetik ve cevresel risklerin
katkisiyla erken déonemde (pre/perinatal) baslayan ve ge¢ doneme (genellikle adolesan) kadar
siiren gelisimsel beyin anormalliklerinin oldugunu savunur.

Normal kortikal gelisim proliferasyonu, gocii, detaylandirmayi (devre olusumu) ve
miyelinizasyonu i¢cermektedir. Beyin goriintiileme caligmalar1 bireylerde prefrontal korteks
olgunlagmasinin sonuna kadar olan yirmili yaslarin ortalarina kadar sinaptik yogunluktaki,
glikoz metabolizmasindaki, beyaz madde hacmindeki ve gri madde yogunlugundaki
degisiklikleri acik bir sekilde ortaya koymaktadir (72). Klasik anatomik post-mortem
calismalar hem sinaptik eleminasyonun hem de artan miyelinizasyonun erken yetiskinlige
kadar siirdiiglinii  kanitlamistir. Genglik donemi insan post-mortem beyin anatomisi
calismalarindan elde edilen veriler yetersizken, insan olmayan primat beyinleri iizerinde
yapilan c¢alismalar erken yetiskinlik doneminde asimetrik sinaps budanmasini, inhibitor
devrelerin proliferasyonunu ve inhibitor girdilerin hedefleri olarak piramidal dendritlerin
detaylandirilmasinin = siirdiiriildiigiinii  gdstermektedir (73). Tim bu gozlemler beyin
olgunlagmasinin dogumdan erken yetiskinlige kadar 6nce kortekste sonralari ise prefrontal
kortekste eksitator-inhibitdér dengenin 6zenle kalibrasyonu ile saglandigini gostermektedir
(Sekil 2a).

Peki norogelisimsel bir hastalik olarak sizofreniyi bu ozellikleriyle nasil
haritalayabiliriz, beyin gelisimi acisindan normal bireylere gore bir fark var m1? Sizofreni
gelistiren cocuklarda gelisimsel siire¢ boyunca prefrontal olarak asir1 eksitatér sinaptik
budanma ve inhibitdr sinapslar agisindan da noronlar arasi diigmiis aktivite dikkat

¢cekmektedir. Bdylece sizofrenide prefrontal kortekste gelisimsel siire¢ boyunca eksitator-
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inhibitor denge bozulmus olur. Ayrica miyelinizasyonda da azalma dikkati ¢eken

unsurlardandir (73) (Sekil 2b).
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Sekil 2: Normal beyinde (a) ve sizofreni hastasi beyinde (b) nérogelisimsel model. a, normal

kortikal gelisimdeki miikemmel prefrontal eksitator ve inhibitdr sinaptik dengeyi ifade

ederken; b, yine gelisimsel siiregte (¢cocuklarda) sizofreni hastaligindan dolayr eksitator-

inhibitér dengenin bozuldugunu ve miyelinizasyonda da eksikligin giderek siddetlendigini

ifade etmektedir [Thomas R. Insel (73), 2010’ dan uyarlanmastir].

Arastirmacilar sizofrenide norogelisimsel siirecin ger¢ekten de bozulup bozulmadigini

anlayabilmek i¢in beyin goriintiileme yontemleri ile gelisimsel siireci incelemislerdir.

Sizofreni hastalarinda ndrogelisimsel siireci yakalayip inceleme yapabilmek icin tabil ki

cocukluk cag1 baslangicli sizofreni hastalarini arastirmaya dahil etmek gerekliydi. Bu amagla
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Thompson ve ark. IQ ve demografik verileri birbirine eslesen 12 saglikli goniillii ve 12 de
sizofreni hastas1 ¢ocugun norogelisimsel degisikliklerini Gri Madde kaybi agisindan bes
yildan daha fazla siire boyunca degerlendirmislerdir (74). Sonuglar oldukc¢a bariz bir sekilde
Gri Madde kaybinin sizofrenili ¢ocuklarda saglikli akranlarina gore ¢ok daha fazla oldugunu
gostermistir (Sekil 3).

A B

Gri Madde Kayip Orani

Normal Sizofrenik
Adolesanlar Ornekler

pe005 p<001

SFG LTC SPL SFG LTC SPL
L hem. R hem.

Sekil 3: Cocukluk ¢agi baslangich sizofrenide saglikli kontrollere kiyasla nérogelisimsel
siiregte Gri Madde kaybi [Thompson ve ark. (74), 2010’ dan uyarlanmistir]. Mavi ile
gosterilen renk ile Gri Madde de kayip olmadig1 (%0 ile), pembe renge dogru gidildik¢e Gri
Madde de kayip oldugu (%-5 ile) ifade edilmistir. Superior Frontal Girus (SFG), Lateral
Temporal Korteks (LTC), Superior Parietal Lobiiller (SPL).

Ayni zamanda, sizofreni hastalarinda akuadukt stenozu, araknoid ve septal kistler,
korpus kallozum agenezisi ve yoklugu, normal yapisal serebral asimetriler gibi erken beyin
gelisiminde goriilen morfolojik anormallikler daha yiiksek oranda goriilmektedir (75).

Sizofrenik psikoz genellikle 18-25 yaslar1 arasinda ortaya ¢iksa da, ¢ok sayida
boylamsal popiilasyon temelli arastirma problemlerin ¢ok daha erken yaslarda ortaya ¢iktigini
kanitlamistir. Daha 6nce de belirtildigi gibi, Kopenhag da 45 yillik izlem ile gergeklestirilmis
dogum kortu arastirmalari bunu desteklemektedir (76). Veriler Dunedin ve diger pek c¢ok
dogum kortu c¢aligsmalari ile de uyumlu bigimdedir. Tiim bu veriler ileride sizofreni olacak
cocuklarda IQ’ nun erken yasglarda ve devamli olarak diistiiglinii de gostermistir (77).

Sizofreni habercisi olan bu belirteclerin fark edilmesi giigtiir ve bunlar bu hastaliga spesifik
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degillerdir. Ancak, bulgularin tutarliligi ve uyumu psikozun gelisimsel olarak tamamen
saglikli beyinlerde ortaya ¢ikmadigi hipotezini desteklemektedir (73).

Akrabalik, ikiz ve evlat edinme caligmalari ile sizofreninin genetik kokenleri de olan bir
hastalik olabilecegi diisliniilmiis ve daha sonra arastirmacilar genetik biliminin temellerini
olusturan genler {iizerine odaklanmiglardir. Hastaligin ortaya c¢ikis1 ile ilgili genetik
caligmalardan elde edilen veriler de sizofrenide erken beyin gelisiminin etkilendigini
gostermektedir. Sizofreni ile iligkisi olan yapisal genlerin ¢cogunun néronal proliferasyon, goc
veya sinaps olusumu ile ilgili ndrogelisimsel genler oldugu gosterilmistir (78).

Arastirmacilar beyin gelisiminin her basamagini sekillendiren ve diizenleyen bu
sifrelerdeki bozukluklarin gizofreniye neden olabilecegini diisiinmiislerdir. Bunu kanitlamak
icin Niwa ve ark. tarafindan son derece degerli bir arastirma yapilmistir (79). Arastirmacilar
pre ve perinatal fare beyinlerindeki frontal kortekste DISC1 geninin gegici olarak
susturulmasinin erken yetigkinlikte ortaya ¢ikan norokimyasal ve davranigsal bozukluklara
neden oldugunu kanitlamiglardir. Dahasi, Niwa ve ark. NRG1 ve DISC1 gibi aday genlerin
hassas allellerinin bazilarinda var olan degisikliklerin prefrontal kortekste ve gelismekte olan
kortekste ¢ok ciddi gelisimsel farkliliklar yarattiklarini ortaya koymuslardir (79).

Gelisimle ilgili son baglanti ise otizm ve diger ndrogelisimsel hastaliklardan
gelmektedir. Sizofreni genetigi ile otizm ve diger farkli nérogelisimsel hastaliklarin genetik
yapisi Ortlismektedir (80,81). Fakat bu farkli norogelisimsel hastaliklarla iligkili olan benzer
genetik degisikliklerin etkilerinin ni¢in bazen ii¢ yaslarinda (otizm), bazen ise tam olarak 18’
li yaslardan sonra (sizofreni) ortaya ¢iktigi heniiz netlesmemistir. Biiyiik ihtimalle
norogelisimsel olan bu hastaliklarda farkliliga neden olan cevresel etkenler, genomik
diizenleyiciler ya da hastaligin biitiiniine katki saglayan bilinmeyen genetik elemanlardir.

Daha once de belirtildigi gibi 6zellikle prenatal ve perinatal donemde etkili olan
cevresel faktorler bu bireylerde ileride sizofreninin goriilme riskini arttirmaktadir. Cevresel
faktorlerden ozellikle gebelikte yetersiz beslenme (40,82,83), prenatal ve ikinci trimester' da
enfeksiyon (42,84), perinatal incinme (39) sizofreni i¢in énemli risk faktorleridir. Bu etkiler
cogu zaman tek baslarina hafiftir ve sizofreni i¢in spesifik degillerdir. Ancak genetik yatkinlik
ve bu cevresel faktorler bir araya geldiklerinde, bunlar 20 yil sonra tiim psikozlariyla ortaya
cikabilecek sizofreni hastaliginin habercisi halini almaktadirlar. Norogelisimsel bir hastalik
olarak kabul edilen otizm den 6rnek verecek olursak, aragtirmacilar tamamen normal genomik

sekansa sahip ¢ok sayida genin ¢ocuklukta cevresel etkenli hipermetilasyonla baskilandigini
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bulmuslardir (85). Oyleyse bu acidan bakildiginda gen-cevre etkilesimi ¢ok giiclii bir
faktordiir.
Gecikmis baslangi¢ nedeni:

Sizofreni i¢in ndrogelisimsel hipotez psikozun genellikle gec ergenlikte ya da erken
yetiskinlikte ortaya c¢ikmasindan dolayr baslangicta arastirmacilar tarafindan ragbet
gormemistir. Cok daha erken yaslarda ortaya ¢ikan ¢ok sayida psikoz ornekleri de olmasina
ragmen, psikozun genellikle 18-25 yaslar1 arasinda ortaya c¢ikmasi akillara su soruyu
getirmektedir: "sizofreni norogelisimsel bir perspektife dayali ise ve gelisimsel degisiklikler
prenatal donemden itibaren basliyor ise, neden bu gelisimsel basamaklarda meydana gelen
bozukluklarin sonuglart hemen degil de ¢ok sonralari ortaya cikiyor?". Sizofrenide erken
gelisim doneminde bozulan ya da degisiklige ugrayan bolgeler aslinda ge¢ olgunlasan néronal
sistemlerdir. Sizofreni hastaligina neden olan esas beyin bolgeleri (prefrontal-temporal bolge
vb.) erken gelisim doneminde dormant durumda oldugundan heniiz bu bolgelerde meydana
gelen degisiklikler o yaslarda genellikle fenotipte kendini gostermez. Bu erken donemde
bozukluklar1 sinaptik baglantilar kompanse edebilir. Ancak ergenlik donemine dogru sinaptik
bolgelerdeki olgunlagsma, yani budanma ile bu bolgeler artik kompanse etme yetenegini
yitirince esas bozulmus bolgelerin etkisi ortaya ¢ikar ve hastalik semptomlari kendini gosterir.
Bu yiizden hastaligi olusturan bozukluklar ile hastaligin ortaya ¢ikmasi arasinda gecikme
oldugu diistiniilmektedir (86).

Bu derece c¢ok bilinmeyen igeren ve tam tedavisi olmayan bu kompleks beyin
hastaliginin, beynin biitiiniinii etkileyebilecek bir diizende ve kompleks halde olmasini ancak
baslangigta bir seylerin ters gitmesi veya raydan ¢ikmasi sagliyor olabilir.

2.1.8. Sizofreni Genetigi

Sizofreninin molekiiler genetigi lizerine yayinlanan literatiirler hizla ¢cogaliyorken, bu
alanda yapilacak herhangi bir yorum da hizla eskiyecektir. Ancak, sizofreninin etiyolojisinde
belli genlerin potansiyel etkilerini kanitlayarak bu ipuclarini biriktirmek hastaligin biitiiniinii
anlamak i¢in en etkin yol gibi goziikiiyor. Bu kapsamda, sizofreni i¢in aday genlerin
belirlenmesi ve bu hastalik iizerine olasi etkilerinin incelenmesi calismalarin temelini
olusturmaktadir. Bu aday genlerden 6nemli bir kismi sizofreni ile olan olasi iligkileri ile Tablo

4’ de gosterilmistir.
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Tablo 4: Sizofrenide bazi aday genler hakkinda bilgiler ve bunlarin sizofreni ile olan

iligkileri. [Wedenoja (87), 2010’ dan uyarlanmaistir]

Sizofreni Hastali@inda

Gen OMIM Lokus Fonksiyon Biyolojik Genetik Degismis
Yakinlik iliski ifade
MTHFR 607093 1p36.3 Homosistein metabolizmasi; enzim + 4+ ?
RGS4 602516 1q23.3 G protein sinyali; regiilator ++ +++ -
PLXNA2 601054 1q32.2 MSS gelisimi; semaphorin reseptorii +++ ++ ?
DISC1 605210 1q42.1 MSS gelisimi ve noral plastisite; regiilator +++ -+ ?
ILIB 147720 2ql4 Inflamatuvar yant; sitokin ++ ++ ?
GADI 605363 2g31 Glutamat metabolizmasi; enzim +++ -+ -
DLXI 600029 2g31.1 MSS gelisimi; transkripsiyon faktorii ++ + -
ZNF8044 612282 2q32.1 Cinko parmak protein 0 + ?
ERBB4 600543 2223'3' Neuregulin reseptdrii 4t 4t +
DRD3 126451 3ql13.3 Dopamin reseptorii +++ +++ (+)
GABRB2 600232 5934 Inhibitér sinaptik aktarim; GABA A reseptor  +++ -+ (+/-)
DRDI1 126449 5q34 -q35 Dopamin reseptorii +++ 0 ?
DTNBPI 607145 6p22.3 Dystrophin-iliskili protein kompleks + +++ -
SEMA3A 603961 7q21.11 MSS gelisimi: inhibitor regiilator -+ 0 +
GRM3 601115 Zg 12' I- Glutamat reseptoril ot ot
RELN 600514 7q22 MSS g?llslml ve noral plastisite; uyarici i - )
regiilator
PPP3CC 114107 8p21.3 Fosforilasyon; enzim +++ + )
SLC1841 193002 8p21.3 Norotransmitter tastyici ++ ++ ?
NRG! 142445 8p21-pl2 MSS gelisimi; uyarici regiilator +++ +++ )
DRD4 126452 11pl5.5 Dopamin reseptorii +++ +++ ?
TPHI 191060 ;}Z 15.3- Serotonin biyo-sentezi; enzim +++ +++ )
11q22- . -
DRD?2 126450 023 Dopamin reseptorii +++ +++ (+/-)
OPCML 600632 11925 Immiinglobulin 0 + ?
GRIN2B 138252 12p12 Glutamat reseptorii +++ +++ ?
DAO 124050 12q24 Glutamat metabolizmasi; enzim -+ ++ )
HTR24 182135 33?14_ Serotonin reseptorii +++ +++ ?
DAOA 607408 13g33.2 DAO aktivatorii + +++ ?
AKTI 164730 14q32.32- MSS g?h.?lml; noron hayatta kalma . S }
q32.33 regiilatorii
CHRNA7 118511 15q13.3 Kolinerjik reseptor ++ +++ -
fPGRIPI 610937 16q12.2 Sentrozom fonksiyonu ++ + ?
HP 140100 16922.1 Hemoglobin baglama ++ +++ +
P53 191170 17p13.1 Hucgeflongusu regiilasyonu; transkripsiyon — - 9
faktori
APOE 107741 19q13.31 Lipoprotein metabolizmasi; tastyici -+ -+ +
PRODH 606810 22ql11.2 Prolin metabolizmasi; enzim + ++ ?
DGCR2 600594 22ql1.21 Noronal gog; adeziv reseptor +++ ++ +
COMT 116790 241121 glaztieiolamm norotransmitter inaktivasyonu; i +++ (+-)

Biyolojik yakinlik: 0, yok; +, zayif; ++, fikir verici; +++, giiglii.
Genetik iligki: 0, yok; +, tek; ++, birkag (<3); +++, coklu (>3).
Degismis ifade: 0, yok; -, azalmus; +, artmus.

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man; ?, bilinmiyor.

Tablodan da anlasilacag: iizere sizofreni ile ilgisi oldugu kanitlanmis ¢ok sayida gen
norogelisimsel siireci spesifik olarak etkiler ve diizenler. Allen ve ark. tarafindan sizofreni ile

iligkili olabilecek genetik faktorler genis ¢apli bir meta-analiz ¢aligmasi ile irdelenmis, ve bu

calismadan elde edilen tiim 6nemli veriler ayrintilart ile “http:/www.szgene.org/” adresinde

sunulmustur (88).
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2.2. Wnt sinyal yolag:

Tiim ¢ok hiicreli organizmalarda hiicrelerin birbirleri ile iletisim halinde olmasini ve bu
iletisim ile birlikte birtakim yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilmesini diizenleyen sinyal yolaklar1
vardir. Bu sinyal yolaklarindan biri de Wnt sinyal yolagidir ve hiicre zarina baglanarak
sinyalin baslamasina esas Onciilik eden faktér Wnt proteini oldugu igin yolak bu isimle
bilinmektedir.

Baslangigta ismi Int-1 olan Wntl geni, ilk kez farenin tiimorlii meme dokusundan
klonlanmis bir gen olarak 1982 yilinda tespit edilmistir. Daha sonra, Int-1 geninin,
Drosophila da larva gelisimi sirasinda segment polarizasyonunu diizenleyen Wingless (wg)
geni ile homolog oldugu gosterilince bu gen’ e iki ismin bir karisimi olan Wntl ismi
verilmistir (89).

Wnt sinyal ileti kaskad: tiim hayvanlarin gelisim ve yetigkinlik hayat1 boyunca sayisiz
biyolojik olay1 kontrol eder. Dolayisiyla, anormal Wnt sinyal yolagi da insanlarda goriilen ¢cok
sayidaki patolojik tablonun altinda yatan esas nedenler arasindadir (89). Simdilik en az iki
farkli Wnt sinyal yolagi mevcuttur. Bunlardan biri “Canonical” yani “Klasik” Wnt sinyal
yolag1 olarak bilinen Wnt/B-katenin sinyal yolagidir. Digeri ise “Non-canonical” yani “Klasik
olmayan” Wnt sinyal yolagidir. Non-canonical Wnt sinyal yolagi bazi arastirmacilar
tarafindan “hiicre polaritesinin saglanmasinda gorev yapan Wnt sinyal yolagi [Planar cell
polarity pathway (PCP)]” ve Wnt/Kalsiyum sinyal yolagi seklinde iki farkli Wnt sinyal yolagi
olarak da degerlendirilmektedir (89-93). Ozellikle gelisimsel siirecte ¢ok etkili olan ve hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, apoptozisin diizenlenmesi, kok hiicrelerin kendini
yenilemesi, hiicre-hiicre adezyonunun saglanmasi gibi bir¢ok ciddi biyolojik siirecte Wnt/p-
katenin sinyal yolagi etkili oldugu i¢in ¢aligmamiza bu yolak {lizerinde durulacaktir (89-93).
2.2.1. Wnt/p-katenin Sinyal Yolaginn isleyisi

Wnt/B-katenin yani Canonical Wnt sinyal yolaginin isleyisinde ¢ok sayida faktor aktif
olarak yer almaktadir. Asagidaki sekilde genel olarak Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasinin
aktif -yani “ON”- ve inaktif -yani “OFF”- haldeyken nasil bir isleyis gosterdigi
vurgulanmaktadir (Sekil 4) (93).
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Sekil 4: Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasi [Nusse (93), Wnt Signaling, 2012° den
degistirilerek].

Hiicre zarinda baslayan Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasinin amaci ¢ekirdekte bulunan
transkripsiyon faktorlerini aktif hale getirerek hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, hiicre gogii,
migrasyonu ve adezyonu gibi 6nemli biyolojik siireclerin ger¢eklesmesini saglamaktir.

Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasi Wnt proteinin hedef hiicrelere ulasarak burada
bulunan reseptorlerine baglanmasi ile baslamaktadir. Ancak heniiz bu asamada bile ¢ok
sayida negatif kontrol ya da regiilasyon basamagi vardir. Eger hiicre Wnt proteinine maruz
kalmaz ise (Sekil 4, sol), reseptorleri ve B-katenin proteinini igeren esas sinyal komponentleri
“OFF” yani inaktif durumda tutulurlar. Bu da sinyalin, ya da B-katenin’ in cekirdege
ulagsmamasi ve dolayisiyla transkripsiyonun aktive edilmemesi anlamina gelir. Hiicrenin Wnt

proteinine maruz kalmasi ise (Sekil 4, sag) tiim bu kompleksleri “ON’ yani aktif hale getirir.
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Inaktif durumda, B-katenin seviyesi protein kinaz GSK-3b ve CK1, APC, ve Axin
proteinlerinin onunla etkilesimi sayesinde hizla azalir. Bu azalma, B-katenin’ in GSK-3 ve
CK1 tarafindan ubikutin yolagindaki B-TrCP tarafindan fosforilasyonu ile par¢alanmasindan
kaynaklanmaktadir. Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasinin aktif hale gelmesi i¢in ise, negatif
regiilatorlerden bagimsiz sekilde Wnt proteinin hiicre zarindaki LRP ve Frizzled proteinleri ile
bir araya gelmesi gerekmektedir. LRP, Frizzled ve Wnt tigliisii bir araya gelince LRP’ nin
hiicre icinde bulunan ucunda konformasyonel bir degisim olur ve bu ug sitozolde serbest
bulunan CK1 enzimi ve Dishevelled (Dvl)’ in regiilasyonu ile fosforillenir. Bu fosforillenme
de yikict kopleksi bir arada tutan Axin proteinin siddetle hiicre zarma yonelmesine neden
olur. Bu yonlenmeye GSK-3 de katilarak Dvl, axin ve GSK-3 iicliisii hiicre zarindaki
reseptorlerde hizla bir araya gelir. Boylece yikict kompleks hiicre zarma bagl
bulundugundan, artitk GSK-3 sitozolde B-katenin’ i fosforilleyemez, boylece fosforillenmemis
B-katenin B-TrCP tarafindan ubikutin aracilikli par¢alanamaz ve B-katenin seviyesi hizla artar.
Aktif ve sayist artmis haldeki B-katenin proteinleri transkripsiyon faktorlerini aktif hale
gecirmek i¢in hizla ¢ekirdege gecerler. Boylece, nihayet Wnt sinyali f-katenin ile ¢ekirdege
ulasmis olur ve TCF/LEF transkripsiyon faktorleri ile etkilesime gecerek onlar1 aktif hale
getirir. Cekirdekte Wnt sinyali yok iken Wnt hedef genleri i¢in baskilayici gorev iistlenen
TCF/LEF transkripsiyon faktorleri, artik B-katenin sayesinde bu genleri serbest birakarak
transkripsiyon igin bir aktivatdr halini alir. Cok sayida Wnt hedef geni mevcut olmasina
ragmen bunlarin ¢ogu hiicre tipine spesifiktir (89-94).

2.2.2. Wnt/p-katenin Sinyal Yolaginn isleyisi i¢cin Yeni Bir Model

Li ve ark. tarafindan Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasinin igleyisine dair heniiz ¢ok
yeni bir model ortaya koyulmustur (94). Bu modelin mevcut modelden bir takim farkliliklar
bulunmaktadir. Yeni model endojen yikim kompleksi komponentleri {iizerine yapilan
caligmalara dayanmaktadir. Onceki modelde, sinyal “OFF> durumundayken, B-katenin yikici
komplekse baglanip, fosforillenip, sonrada bu kompleksten ayrilarak B-TrCP aracilikli
ubikutinlenerek proteozomda pargalanirken (Sekil 5A), yeni model yikici komplekse -
TrCP’nin ve proteozomun ayni anda eslik ettigini ortaya koymustur (Sekil 5B). Yani yeni
modelde, sinyal “OFF” durumundayken tek basamakta B-katenin parcalanir. Ayrica sinyal
“ON” durumundayken ise —yani Wnt ile uyarilmisken- 6nceki model yikic1 kompleksin (Dv1,
Axin, CK1) LRP ve Frizzled’ e baglandiginda -katenin’ in bu komplekse dahil olmadigini ve
serbest kaldigini sdylerken (Sekil 5A), yeni model yikict kompleks proteinlerinin zardaki bu
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proteinler ile bir araya geldiginde B-katenin’ in de dahil edildigini, ayrica yine GSK aracilikli
fosforilasyonun oldugunu, fakat bu p-kateninli komplekse bu sefer B-TrCP aracilikll
ubikutinasyonun yapilamadigini ortaya koymustur (Sekil 5b). Ancak bunun sonucunda yeni
sentezlenen B-katenin’ in sitozolde birikerek ¢ekirdege ulastigi ortaya koyulmustur (Sekil 5, A
ve B) (89,94).

A Genel Wnt/-katenin Sinyal Mekanizmasi Modeli

wnt

—  Wnt OFF & Wnt ON
m—‘ﬂ - | | i R

Proteozom

B Yeni Wnt/B-katenin Sinyal Mekanizmasi Modeli

 Wnt OFF 3 Wnt ON

Sekil 5: Genel (A) ve yeni (B) Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasi1 modelleri. [Hans Clevers
(89), 2012’ den uyarlanmistir]

Sonug olarak asagidaki sekilde de ayrintilariyla sunulmus yeni Wnt/B-katenin sinyal
mekanizmasinin igleyisi ile nukleus’ a ulagsan B-katenin’ ler sayesinde Wnt hedef genlerinin

ekspresyonu saglanmis olur (Sekil 6).
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Sekil 6: Yeni Wnt/B-katenin sinyal mekanizmast modeli ile Wnt hedef genlerinin
ekspresyonlari [Vivian S.W. Li (94), 2012’ den degistirilerek]
2.2.3. Wnt/B-katenin Sinyal Mekanizmasi ve Sizofreni Tliskisi

Gegtigimiz boliimlerde ayrintili olarak anlatildig: gibi sizofreninin norogelisimsel bir
orijini vardir ve bu norogelisimsel siireci gen ekspresyonundaki degisiklikleriyle Wnt sinyal
yolagi diizenler (90-92,95). Wnt sinyal yolaginin anahtar bilesenlerinden biri GSK-3
enzimidir (96, 97) ve sizofreni hastalarinin post-mortem prefrontal korteksinde GSK-3f3
mRNA seviyesi %36, GSK-3f protein seviyesi %41 ve GSK-3 aktivitesi de %45 oraninda
diismektedir (98-100). Ayn1 zamanda sizofreni hastalarinin post-mortem hipokampiisiinde
Wnt sinyal yolaginin 6nemli bilesenlerinden olan sitoplazmik [ ve y-katenin seviyesi
diismekte (95) ve Wnt-1" in ekspresyonu artmaktadir (101). Son olarak da sizofrenide
antipsikotikler ve psikomimetikler direk Wnt sinyal yolagin1 etkilerler (61,102).

Sonug olarak, yukarida anlatildig1 gibi sizofreni ile Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasi
arasinda bir iligki vardir. Bu yiizden son yillarda sizofreni ile ilgili yapilan arastirmalarda
Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasi lizerinde daha ¢ok durulmaktadir. Diger taraftan, dogal
Wnt sinyali negatif regiilatorleri de direk bu mekanizmay: etkileyip diizenledikleri igin
olduk¢a 6nemlidirler.

2.2.4. Dogal Wnt Sinyali Negatif Regiilatorleri
Wnt/B-katenin sinyal yolaginin aktivasyonunun kontrol altina alinmasi hayati 6nem

tagimaktadir. Sinyal yolaginin kontrollii bi¢cimde inhibe edilmesi bazi 6zel antagonist
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proteinler tarafindan saglanmaktadir. Bu proteinler kimi zaman Wnt reseptorlerine, kimi
zaman direk Wnt proteinine, kimi zaman da diger Wnt sinyal inhibitdrleri ne baglanarak onlar
ile kombine ¢aligip sinyalin negatif regiilasyonunu saglarlar (89). Ornegin bunlar arasindan
sFRPs (secreted Frizzled-related proteins) ve WIF (Wnt Inhibitor Faktorii) direk Wnt
proteinlerine baglanarak onlarin reseptorleri (LRP, Frizzled gibi) ile etkilesime ge¢melerini
engellerler (103). Boylece sinyal baslayamaz. Ayrica DKK (Dickkopf) ve WISE/SOST ailesi
proteinleri de onemli diger Wnt sinyal inhibitorii proteinlerdendir. Bunlar ise LRP5/6° ya
baglanarak Wnt sinyalinin baslamasini engelleyen antagonistlerdendir (89). Son zamanlarda
yapilan baz1 genetik ve biyokimyasal ¢caligmalar bu antagonistlerin Frizzled-LRP birlesmesini
engellediginden sinyal iletiminin olusmadigini ortaya koymaktadir (104). Ayrica membrana
bagli bir glikoprotein olan APCDD1 ise hem Wnt’ e hem de LRP ye baglanarak Wnt sinyalini
engelleyebilir (89). Kimi antagonistler de digerleri ile birlikte Wnt sinyalini inhibe ederler.
Buna 6nemli bir 6rnek KREMEN (kringle containing transmembrane protein)’ dir. KREMEN
proteini aslinda LRP’ nin hiicre zarina konumlanmasini saglayan, yani Wnt sinyalini pozitif
yonde regiile etmeye calisan 6nemli bir proteindir. Ancak KREMEN, DKK ya baglanip da
KREMEN+DKK+LRP {igliisii olusursa bu proteinlerin hiicre igerisine alinmasi
(internalizasyon) saglar ve arttk Wnt> in baglanabilecegi reseptorler hiicre zarinda
kalmadigindan Wnt sinyali negatif regiile edilmis olur. Yani KREMEN Wnt sinyalini hem
negatif hem de pozitif regiile edebilen siiper 6nemli bir proteindir (91,105-108). KREMEN
Protein 1’ in Wnt sinyali iizerine olan etki mekanizmasina ilerleyen kisimlarda ayrica
deginilecektir.

Yukarida sayilan 6nemli antagonistler iizerinde olusabilecek mutasyonlar ya da genetik
degisiklikler baz1 6nemli gelisimsel bozukluklara yol agmaktadir (89). Biz ¢aligmalarimizda
ozellikle yukarida bahsettigimiz ve daha sonra da ayrintili anlatilacak olan nedenlerden Gtiirii
oldukca 6nemli olan KREMEN proteini {izerine odaklandik.
2.2.4.1 KREMENI1 Geni

KREMEN geni ile ilgili ilk arastirma 2001 yilinda Nakamura ve ark. tarafindan
yapilmistir (109). Arastirmacilar bu genin kodladig1 proteinin karakteristik yapisini ¢6zmek
icin aminoasit dizilerini farkli proteinlerinki ile alignment (ayn1 hizaya getirmek) ettiklerinde
KREMEN proteinin bir “kringle” domain’ i -proteinlerdeki krigle domain’ nin ii¢ boyutlu
yapisal sekli bir Iskandinav boregi olan Kringle ye benzedigi icin bu ismi almis- icerdigini

kesfetmislerdir. Ayrica doku ve hiicrelerin gelisimsel siirecte bu proteini ne yogunlukta ifade
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ettiklerini anlamak i¢in de ekspresyon calismalart yapmislar, 06zellikle KREMEN
ekspresyonun embriyonik gelisim asamasinda ve noron farklilagmasi ve olgunlagsmasi
sirasinda asir1 arttigini rapor etmislerdir. Bununla birlikte embriyonik gelisim siirecinde
KREMEN’ in temporal ve uzaysal ekspresyon paternlerini de incelediklerinde, embriyo da
ozellikle yiiz ile ilgili kisimlarda (géz ve burun bolgesinde) asir1 ekspresyon isareti dikkat
cekmistir. Nakamura ve ark. yukarida sayilan 6zelliklerden dolayr bu gen’ e ve kodladigi
proteine KREMEN (Kringle-coding gene marking the eye and the nose) ismini vermislerdir
(109). Giiniimiizde genin gecerli ismi Kringle Containing Transmembrane Protein olup,
sembolii KREMEN, sinonimi ise KRM’ dir (110,111).

KREMEN gen ailesinin simdilik bilinen iki iiyesi vardir; KREMEN1 ve KREMEN?2
[sirastyla HGNC ID (111) : 17550 ve 18797, sirastyla NCBI Gene ID(112) : 83999 ve 79412,
sirastyla Ensembl Gene ID (113): ENSGO00000183762 ve ENSG00000131650]. Ayrica
aragtirmacilar vertebratlar disinda Amphioxus (Branchiostoma belcheri) gibi canlilarda
KREMEN4 ve KREMEN benzeri genlerin varligini ortaya koymalarina ragmen, bu konuda
heniiz yeteri kadar veri yoktur (114). insanda KREMENI 22q12.1 de [sekans: kromozom 22;
NC _000022.10 (29469066..29564321)] lokalize olmusken, KREMEN2 16p13.3 de [sekans:
kromozom 16, NC 000016.9 (3014217..3018384)] lokalizedir (110). Biz calismamizda
ozellikle KREMENT1 geni ile ¢alismay1 tercih ettik. Ciinkii sizofreni igin yapilmig olan bir
genetik baglanti analizi ¢calismasinda KREMEN1 genini de iceren 22q12-q13.1 bolgesinin bu
hastaliga yatkinlik i¢in 6nemli oldugu vurgulanmistir (115). Ayrica fare embriyosu gelisimsel
siirecinde iki KREMEN geninin ekspresyonunun incelendigi bir ¢alismada, KREMEN2 ye
gore KREMEN1 geninin beyin ve ndron geligimi ile ilgili agamalarda daha 6n planda oldugu
gosterilmistir (116). Son olarak da, Japon popiilasyonunda yapilmig bir genetik iliski
calismasinda KREMENI1 genindeki ‘rs713526° (117) varyasyonunun sizofreni riskini modiile
edebilecegi rapor edilmistir (118).

KREMENI geninin simdilik bilinen yedi adet transkript’ i vardir. Bunlardan dordii
protein kodlar, biri muhtemelen bir anlamsiz yani “nonsense” mutasyon iliskili olarak stop
kodonu ile transkripsiyonu kisa kalmis, digeri acik okuma ¢ercevesi yani “open reading frame
(ORF)” igcermeyip dolayisiyla kodlanmayarak transkript’ i yonlendiren, sonuncusu da intronik

sekans igeren kodlanmayan transkript’ dir (Tablo 5) (113).
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Tablo 5: KREMENT geninin transkriptleri ve 6zellikleri.

. Uzunluk Uzunluk
Isim Transkript ID Ekzon Protein ID Biyoti
P (bp) (an) yotip
KREMEN1-002  ENST00000327813 10 2719 ENSP00000331242 492 Protein kodlar
KREMENI1-003  ENST00000400335 9 6138 ENSP00000383189 458 Protein kodlar
KREMEN1-004 ENST00000407188 9 1422 ENSP00000385431 473 Protein kodlar
KREMENI-201  ENST00000400338 9 6182 ENSP00000383192 475 Protein kodlar
KREMENI-005 ENST00000453585 4 516 ENSP00000388228 82 _Nonsense
iligkili ¢okiis
KREMEN1-007  ENST00000479755 2 503 Protein iiriinii yok - Transkript” i
yonlendirir
KREMENI-006  ENST00000474001 3 572 Protein iiriinii yok - Kodlanmayan
transkript

2.2.4.2. KREMEN Protein 1

Yukaridaki tabloda da deginildigi gibi KREMENI geninin farkli transkriptlerinin
birbirinden farkli aminoasit dizilimleri ve uzunluklarina sahip protein iiriinleri tanimlanmustir.
Hatta bu proteinlerin cesitli izoformlar1 da mevcuttur. Insanlarda KREMENI geninin en iyi
tanimlanmis ve yaygin goriilen protein Uriinii olan KREMEN Protein 1 diger isimleriyle
“Kringle domain-containing transmembrane protein 1 ya da kringle containing
transmembrane protein 1”7 473 AA lik sekans uzunluguna sahiptir (UniProt/Swiss-Prot:
Q96MUS) (119). KREMEN Protein 1’ in {i¢ adet izoformu iyi tanimlanmistir (UniProt/Swiss-
Prot: Q96MUS-1, Q96MUS-2 ve Q96MUS-3). Bunlardan 6zellikle izoform 1 “Canonical”
yani “Klasik” olandir ve digerlerinin sekanslar1 bundan kiiciik fakliliklara sahiptirr KREMEN
Protein 1 ii¢ adet domain igerir. Proteinin isminden de anlasilacagi gibi en 6nemli 6zelligi bir
Kringle domain’ i igermesidir. Diger domainler WSC ve CUB domainleridir (119). Bu {i¢
domain proteinin diger proteinlere baglanmasinda ¢ok Onemliyken, o&zellikle kringle
domaininin membran fosfolipitleri ve proteoglikanlar gibi mediyatorlere baglanmada c¢ok
onemli rol istlendigi diisiiniilmektedir (116). Asagida KREMEN Protein 1’ in aminoasit

sekansi ve domainleri gosterilmistir (Tablo 6) (119).
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Tablo 6: KREMEN Protein 1 aminoasit sekansi ve domainleri.

10 20 30 40 50 60
MAPPAARLAL LSAAALTLAA RPAPSPGLGP ECFTANGADY RGTONWTALQ GGKPCLEWNE
70 80 90 10 110 120

TFQHPYNTLK YPNGEGGLGE HNYCRNPDGD VSPWCYVAEH EDGVYWKYCE TIPACQOMPGNL
130 140 150 160 170 180

GCYKDHGNPP PLTGTSKTSN KLTIQTCISEF CRSQRFKFAG MESGYACFCG NNPDYWKYGE
190 200 210 220 230 240

AASTECNSVC FGDHTQPCGG DGRIILFDTL VGACGGNYSA MSSVVYSPDEF PDTYATGRVC
250 260 270 280 290 300

YWTIRVPGAS HIHFSFPLFD IRDSADMVEL LDGYTHRVLA RFHGRSRPPL SFNVSLDFEVI
310 320 330 340 350 360

LYFFSDRINO AQGFAVLYQA VKEELPQERP AVNQTVAEVI TEQANLSVSA ARSSKVLYVI
370 380 390 400 410 420

TTSPSHPPQT VPGSNSWAPP MGAGSHRVEG WTVYGLATLL ILTVTAIVAK ILLHVTFKSH
430 440 450 460 470

RVPASGDLRD CHQPGTSGEI WSIFYKPSTS ISIFKKKLKG QOSQODDRNPL VSD

Domain Pozisyon Uzunluk Grafiksel Goriiniis

Kringle 31 -114 84 aa —

WSC 116 -210 95 aa ——

CUB 214 - 321 108 aa

>sp|Q96MU8 | KREM1 HUMAN Kremen protein 1 OS=Homo sapiens GN=KREMENI1

2.2.5. KREMEN Protein 1’ in Wnt/B-katenin Sinyal Yolagindaki Isleyisi

Onceleri KREMEN ailesi proteinlerin yalmzca Wnt sinyalini negatif regiile ettikleri
diisiiniilmekteydi. Ancak en son yapilan aragtirmalar KREMEN proteinlerinin Wnt/p-katenin
sinyal yolagi iizerine ¢ok yonlii etkilerini gézler dniine sermistir.
Son yapilan aragtirmalar, KREMEN Protein 1’ in LRP’ nin hiicre zarinda konumlanmasini
sagladigini, yani bu 6zelligi ile Wnt sinyalini pozitif yonde de regiile edebildigini ortaya
koymustur (105). Ancak KREMEN Protein 1 reseptorii, DKK ve LRP ile ii¢lii bir kompleks
olusturacak olursa bu kompleks internalizasyon ile hiicre icerisine alinarak burada LRP’ nin
degredasyonu saglanir. Bu durum da sinyalin tamamen engellenmesinin yani sira, ileride
DKK ortamda olmasa bile zarda sinyalin olusamamasina neden olur (¢linkii artik zarda
sinyalin ana elemanlarindan olan LRP olmadigindan). DKK proteini de LRP ye baglanarak
sinyali tek bagina durdurabilir ancak DKK konsantrasyonu azaldiginda LRP reseptdrleri agik
kalacagindan Wnt sinyali ilerlemeye devam eder. Burada bir ilging konu da tek basina DKK’
nin LRP degredasyonuna engel olmasidir. Yani DKK’ nin tek bagsina LRP ye baglanmasi

sinyali negatif regiile eder ancak ayni zamanda LPR’ nin degredasyonunu da engelleyip, onun
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stabil halde kalmasina neden olur. Yani KREMEN Protein 1 ortamda olmaz ise sinyal sadece
bir stireligine durdurulmus olur, DKK konsantrasyonu azaldiginda ya da DKK, LRP
reseptoriinden uzaklasir uzaklasmaz sinyal son siirat islemeye devam eder. Iste, sinyalin geri
doniisiimsiiz olarak LRP degredasyonu ile durdurulmasi icin KREMEN Protein 1 araciliklt
internalizasyon sarttir (91, 105-108). Asagidaki sekilde KREMEN Protein 1’ in Wnt/B-
katenin sinyal yolagi lizerine olan bu iyi yonlii etkisi gosterilmektedir. Buradaki en 6nemli
konu, DKK ve KREMEN birlikteliginin yalnizca sinyali durdurmakla kalmayip endositoz ile

LRP yi hiicre icine aldiklar1 i¢in sinyalin geri doniisiimsiiz olarak engellenmesidir (Sekil 7)

o1).

Ekstraseliiler
Alan

KREMEN1 Pozitif
Regiilasyon
Saglarken

Sitozol KREMEN1 Negatif
i
Kremen LRP Frizzled o e g
Regiilasyon
” ﬂ Saglarken
Ayrilmis Endositik
Vezikiil Vezikil

Kremen ULHP Kremen ULRP

Sekil 7: LRP’ nin KREMEN Protein 1 aracilikli bifazik etkisi ile Wnt/pB-katenin sinyalinin
regiilasyonu. [Renée van Amerongen (91), 2010’ dan uyarlanmistir]. LRP’ nin KREMEN
Protein 1 sayesinde zarda konumlanmasi (pozitif regiilasyon) ve DKK var ise yine KREMEN
Protein 1 ile LRP’ nin internalizasyonu (negatif regiilasyon).

Asagidaki sekilde de DKK ve KREMEN protein 1’ in Wnt/B-katenin sinyal yolaginin
isleyisi lizerine etkileri direk olarak vurgulanmistir (Sekil 8) (106).
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Sekil 8: DKK ve KREMEN protein 1’ in Wnt/pB-katenin sinyal yolagina olan etkileri. [C.
Niehrs (106), 2006° dan degistirilerek] a, normal durumda sinyal “ON” yani aktif
durumdayken; b, yanlica DKK ile sinyalin negatif regiilasyonu; ¢, KREMEN ve DKK ile
LRP’ nin degredasyonu ile sinyalin geri doniisiimsiiz olarak negatif regiilasyonu.

Ozet olarak Wnt/B-katenin sinyalini bir kopriiden (LRP gibi) gegecekmis gibi
diisiiniirsek, DKK bu kopriiye acgilan kapiyr kapatmis bir asker iken, KREMEN Protein 1
ancak bu askerlerin varliginda kopriiyli tamamen yikabilecek diger farkli askerlerdendir
(ancak normalde DKK yok iken kdprii yapimina yardimci olan askerlerden). Yani KREMEN
Protein 1 bifazik (iki fazli) olarak ¢alisabilmektedir ve bu ylizden ¢ok 6nemlidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Yaptigimiz arastirma deneysel niteliktedir. Orneklem bakimindan kontrollii randomize
bir calisma yapilmis olup, disiplinler arasi bir arastirma olarak da degerlendirilebilir.

Arastirmamiz tek merkezli yiirtitiilmistiir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmamizin DNA dizi analizi ve PCR i¢in primer (oligoniikleotid) sentezi hizmet
alimi seklinde bir firmada yapilmistir. Diger tiim calismalar Dokuz Eyliil Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’ nda 07.04.2011 ila 07.06.2012 tarihleri

arasinda ytritilmistiir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar

Yaptigimiz arastirmanin hasta gurubunu Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Psikiyatri poliklinigi ve psikiyatri servisine bagvuran DSM-IV (27) tani kriterlerine gore
sizofreni tanis1 konmus toplam 104 hasta olusturmaktadir. Kontrol grubunu ise kendisinde
veya ailesinde herhangi bir noropsikiyatrik hastalifi olmayan, daha 6nce psikiyatri tedavisi
géormemis ve halen herhangi ruhsal bir hastalifi olmayan 51 kisiden olusmus “saglikli
bireyler” olusturmaktadir.

Calismaya dahil edilme kriterleri:

e Hasta grubundakilerin DSM-IV(27) tan1 kriterlerini karsilamasi
e Yazili bilgilendirilmis olur verebilme

e 18-55 yas aras1

e Okur-yazar olmak

Dislama kriterleri:

e (Calismaya dahil edilme kriterlerini tasimamak
e Kontrol grubundaki kisilerde herhangi psikiyatrik hastalik ge¢misinin olmasi
e Olgu grubundaki bireylerin son 6 ay i¢inde EKT uygulamasi almis olmast
e Kontrol ve olgu grubundaki kisilerde ndrolojik hastalik bulunmast
3.4. Calisma Materyali
Arastirmada kullanilan materyali hasta ve kontrol grubundaki kisilerin antekiibital

veninden EDTA’ 11 tliplere alinmis 2 ml’ lik periferik kan 6rnegi olusturmustur. Kanlar Dokuz
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Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Psikiyatri Anabilim Dalinda alinmis ve Dokuz Eyliil
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’ nda -20 °C de
kullanilincaya kadar saklanmistir. Caligmamizda 104 adet hasta kan 6rnegi ve 51 adet de
kontrol grubu kisilerden alinmis kan 6rnegi kullanilmistir. Calismamizda ornekleri kayit
altina alirken onlara sirastyla rakamlar verdik yani numaralandirdik. Ornegin calismamiza ilk
dahil ettigimiz 6rnege “1”, ikinci dahil ettigimiz 6rnege de “2” seklinde isimler verip her bir
ornegin verilerini (6rn. hasta ya da kontrol 6rnegi olup olmadigi, orneklere ait kisilerin
demografik verileri vb.) bir Excel dosyasina girerek topladik. Ayrica bu o6rneklere ait
bulgularimiz1 da ayni dosyaya ekledik. Karisiklik yasanmamasi i¢in 6rnek ka¢ numara ise
ayni sekilde izole ettigimiz genomik DNA’ sina ve sekansa gonderdigimiz PCR iiriiniine de
hep ayni1 ismi verdik.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmamizin bagimli degiskeni sizofreni hastaligidir, bagimsiz degiskeni analizini
yaptigimiz varyasyonlar, kontrol degiskenler ise genotiplerdir.
3.6. Veri Toplama Araclan
3.6.1. Kullamilan Cihazlar

Asagida arastirmamiz sirasinda kullanilmig olan makine ve techizatlarin ayrintili listesi

bulunmaktadir (Tablo 7).
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Tablo 7: Aragtirmamizda kullanilan makine — techizat listesi

Adi/Modeli

Arastirmada Kullanim Amaci

Thermal Cycler/Techne, TC-3000G

Hedef DNA bdlgesinin amplifikasyonu igin

Sogutmali Santrifiij/Eppendorf,
Centrifuge 5417R

DNA izolasyonu i¢in

Mikro Santrifiij/Eppendorf, MiniSpin

DNA izolasyonu i¢in

Biyogiivenlik Kabineti/Holtan, HBB
2448

Primerlerin sulandirilmasinda steril ortam saglamak
icin

Mikrodalga Firin/Argelik

Agaroz jel hazirlamak i¢in

Su Banyosu/Grant, LTD6G

DNA izolasyonu igin

Buz Dolabi (-20 °C - +4 °C)/Argelik

Numune ve kimyasallarin saklanmasi i¢in

Jel Elektroforez Sistemi/Thermo,
EasyCast B1

Agaroz jel elektroforezi i¢in

Elektroforez Gii¢ Kaynagi/Thermo, EC
300 XL

Agaroz jel elektroforezi igin

Elektronik Hassas Terazi/Precisa, 205 A
SCS

Agaroz ve kimyasallarin hassas tartimi i¢in

Distile Su Cihazi/Nive, NS 108

Tamponlarda kullanilacak distile suyu elde etmek i¢in

Mikro-pipet Seti/Eppendorf

Kiigiik hacimdeki soliisyonlar ile ¢alisirken

Jel Gorilintiileme Sistemi/Vilber,
Lourmat

Jeldeki DNA molekiillerini goriintiilemek i¢in

UV Transluminatér/Hoefer, UV-25

Jeldeki DNA molekiillerini gérebilmek i¢in

Hiz Ayarli Vortex/Labnet

DNA izolasyonu ve PCR iglemlerinde kullanmak i¢in

Spektrofotometre/Pharmacia, Biotech

Genomik DNA nin miktar, safliin1 hesaplamak igin

Otoklav/Hirayama, HV-85

Pipet vb. malzemelerin sterilizasyonu i¢in

Etiiv/Sanyo, Gallenkamp

Steril edilmis malzemeleri kurutmak i¢in

3.6.2. Kullamlan Sarf Malzemeler ve Diger Gerecler

Asagida aragtirmamiz sirasinda kullanilmis olan sarf malzemelerin ve diger gereglerin

ayrintili listesi bulunmaktadir (Tablo 8).
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Tablo 8: Kullanilan sarf malzemeler ve diger tiim gerecler.

Maddenin Ad1

Ozelligi

Markasi

Kat. Num.

DNA izolasyonu, PCR ve Restriksiyon Enzim Kesimi icin kullanilan kimyasallar

Kandan DNA izolasyon kiti

Kitin igerdigi soliisyonlar:
Red Blood Cell Lysis Buffer,

(DNA Isolgtlon Kit for White Blood Cell Lysis Buffer, ROCHE 11667327-001

Mammalian Blood) . N .

Protein Precipitation Solution
TE Buffer 1X kons., PH 8.0, 500 ml AppliChem A0386,0500
Saf Etanol %99.8, 2.5L AppliChem L,A3678,2400
Kendi 10 mM MgCl, Buffer’ 1 ve ABM ™
. 2 .
Taq DNA Polimeraz, SU/ul, MgCl, iermeyen 10X PCR (Applied G008-1
500 U Buffer’ 1 var Biological
Materials Inc.)
dNTP Mix Toplam 10 mM Bioline BIO-39044
Bir adet primer
(oligontikleotid) cifti: Hizmet Alimi Seklinde Metabion Siparis ID’si: 110413-
KREMENTI1 Forward ve Sentezlettirilmistir 033
KREMENI Reverse
Ultra Saf Su RNase ve DNasej Free, 100 ml, B1010g1.cal 01-866-1B
Steril Industries
Jel Elektroforezi icin kullanilan kimyasallar
Agaroz Low EEO AppliChem A2114, 0100
TBE-Buffer 10X kons., 1 L AppliChem A3945, 1000
Ethidium bromide soliisyonu 10 mg/mL-H,0,10 ml SIGMA E1510
Loading Dye soliisyonu 6X kons. Fermentas RO611
50 bp DNA Marker 100 uygulama Fermentas SM0371
100 bp DNA Marker 100 uygulama Fermentas SM0241
100 bp Sharp DNA Marker 50 pg/500uL RBC 181736
Kullamlan diger tek kullammhik sarf malzemeler
12 ml lik TC-TOP DNase/RNase Yok, Pirojenik | qppingR 164160
Degil, Steril
15 ml lik PP-TEST TUPU DNase/RNase Yok, Pirojenik GREINER 188271
Degil, Steril
50 ml lik PP-TEST TUPU Pirojenik Degil, Steril GREINER 5340125
EDTA’ I1 Tip Hemogram Tiipt Vacuette 454223
1.5 ml lik Eppendorf Steril GREINER 623201
- Diiz Kapakli, Steril,

PCR Tiipti, 0.2 ml DNase/RNase Yok NEPTUNE 3423.S
1000 pL lik Filtreli Pipet Steril, DNase/RNase Yok GREINER 740288
200 pL lik Filtreli Pipet Steril, DNase/RNase Yok GREINER 739288
100 pL lik Filtreli Pipet Steril, DNase/RNase Yok GREINER 772288

10 pL lik Filtreli Pipet Steril, DNase/RNase Yok GREINER 771288
10 ml lik Serolojik Pipet Polisitren, Steril, Pirojenik Degil FALCON 357551
Kurutma Kagidi 400X400 mm MUNKTELL 2475400400
Pudrasiz Lateks Muayene Steril Degil VARIMED 011099007130
Eldiveni
Parafilm 4IN.X 125 FT PARAFILM PM-996
Otoklav Bandi Kirmizi Cizgili SUSSEX Yok
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3.6.3. Arastirmamiz Kapsaminda Hizmet Alim

Arastirmamizda PCR ile hedef DNA boélgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan Primer
ciftleri tarafimizdan dizayn edilip hizmet alimi seklinde bir firmaya (Metabion,
Martinsried/Deutschland) sentezlettirildi. Ayrica PCR ile amplifiye ettigimiz hedef DNA
bolgemizin DNA dizi analizi de hizmet alimi seklinde bir firmadan (Macrogen, Inc.)
saglanmstir.
3.6.4. Uygulanan Yontemler
3.6.4.1. Kan Orneklerinin Analizlere Hazirlanmasi

Hasta ve kontrol grubundaki kisilerin kan Ornekleri -20 °C’ de saklandigindan,
calismaya baglamadan 6nce kanlar iyice ¢oziildii ve birka¢ defa alt-iist edilerek homojen hale
getirilerek analize hazir hale getirildi.
3.6.4.2. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Kandan DNA izolasyonu ticari bir kit (DNA Isolation Kit for Mammalian Blood,
Roche, Germany) kullanarak, fiiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda yapildi (120).
Arastirmamizda gerek maliyeti diisiirmek icin, gerekse bize daha az miktarda genomik DNA
yeterli olacagi i¢in, izolasyon kitinin protokoliinden ayrilmadan 0,5 ml kandan genomik
DNA’ nin izolasyonu yapilacak sekilde uygulamada kiiciik modifikasyonlar yaparak kendi
laboratuvar kosullarimiza gére maksimum performansi elde ettik. Asagida bu kit ile
uygulanan tam kandan genomik DNA izolasyon protokolii basamaklariyla anlatilmistir:
1. DNA izolasyonu yapilacak her bir kan 6rnegi i¢in steril 1,5 ml’ lik eppendorflara 1,1 ml
Red Blood Cell Lysis Buffer eklendi,
2. Her bir tiipe 400 pl kan 6rnegi eklendi, kapagi kapatilip nazikge ters-diiz edildi,
3. Tipler 10 dakika boyunca sallanan platformda (Vorteks cihazinin aparati sayesinde)
tutuldu,
4. Daha sonra tiipler 875 x g de 10 dakika santrifiij edildi,
5. Temiz ve kirmizi renkteki siipernatantin 600 pl’ si atilip, yerine yine 600 pl Red Blood Cell
Lysis Buffer eklendi,
6. Tiipler tekrar sallanan platformda 10 dakika boyunca tutuldu,
7. Daha sonra tiipler tekrar 875 x g de 10 dakika santrifiij edildi,
8. Siipernatantin biiyiik cogunlugu atildi,
Not: 9. basamakta pelletin iyice homojenize olup karisabilmesi i¢in bu basamakta tiipiin

dibinde bir kisim siipernatant birakiliyor.
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9. Kalint1 siipernatantin i¢inde ve tlipin dibinde goziiken beyaz pellet iyice vortekslendi,
pelletin iyice karistigindan emin olundu,
10. 250 pl White Cell Lysis Buffer eklendi, kapagi kapatilip iyice vortekslendi,
11. 37 °C de 30 dakika tutuldu (su banyosunda), bu islem boyunca her 10 dakikada bir
kuvvetlice vortekslendi,
12. 150 pl Protein Precipitation Solution eklendi, 25 saniye boyunca kuvvetlice vortekslendi,
kahverengi protein ¢okeltisi goriiniir oldu,
13. Ornekler 10 dakika boyunca 12.000 x g de santrifiij edildi,
14. DNA igeren siipernatant kismi1 yine steril 1,5 ml’ lik eppendorfa aktarildi (yaklasik 500
pl),
15. 14. basamakta elde edilen siipernatantin iki kat1 kadar ethanol (+15 °C ila +25 °C arasinda
sicaklikta) bu siipernatantin iistiine eklendi (yani 1 ml ethanol siipernatantin iizerine eklendi),
16. DNA iplikleri soliisyon igerisinde gozle iyice goriiniir hale gelinceye kadar tiipler nazikge
ters-diiz edildi,
17. Ornekler 875 x g de 10 dakika santrifiij edildi,
18. Siipernatant atild1,
19. 250 ul %70’ lik soguk ethanol eklendi,
20. Dikkatlice elle ters-diiz edilerek pellet yikandi,
21. 875 x g de 5 dakika santrifiij edildi,
22. Siipernatant atild1,
23. Ethanol kalintis1 kalmayana kadar DNA pelleti kurutuldu,
Not: Bu asamada pelletin ¢ok fazla kurutulmamasina dikkat edildji,
24. DNA pelleti 100 pl TE Buffer ile resiispanse edildi,
25. Nazikge Vorteks yapildi,
26. Resiispansiyon i¢in 6rnekler 30 dakika 65 °C de su banyosunda bekletildi, bu agsamada
ornekler 10 dakikada bir periyodik olarak nazikce vortekslendi,
27. Elde edilen stok genomik DNA -20 °C de kullanilincaya kadar saklandi.
3.6.4.3. Genomik DNA’ nin Safligimin ve Miktarinin Ol¢iilmesi

Izole edilen genomik DNA’ larin konsantrasyon ve safliklar1 Spektrofotometrede 260
ve 280 nm dalga boylarinda absorbanslariin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir. Spektrofotometrede
260 nm dalga boyunda optik dansitenin okunmasi DNA miktarini, 260/280 nm dalga

boyundaki okumalar ise DNA' nin safligin1 verir. Spektrofotometrede 260 nm’ de okunan 1
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Optik Dansite (OD) soliisyonda 50 pg/ml DNA konsantrasyonunda ¢ift iplikli DNA molekiilii
oldugunu soylemektedir(121). Buradan hareketle, genomik DNA 1/100 seyreltilmis ve
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in asagidaki formiil kullanilmistir(121).

DNA konsantrasyonu (pg/ml) = (OD),60 x 100 (sulandirma katsayisi) x 50 pg/ml (¢ift zincirli

DNA’lar i¢in OD degeri)

Spektrofotometredeki 260/280 nm optik dansite orani 1,8 ila 2,0 arasinda olan 6rnekler
uygun seyreltmeler yapilarak kullanilmak iizere stoklanmiglardir.

3.6.4.4. Genomik DNA’ nin Agaroz Jel Elektroforezi
Elde edilen ve konsantrasyonlar1 anlagilan genomik DNA 6rneklerinin hem intakt olup

olmadiklarint hem de seyreltmelerin dogrulugunu test etmek igin stoktan 1/5 oraninda

seyreltilen bu 6rnekler % 0,8 lik agaroz jelde (TBE ile hazirlanmais) yiiriitiildiiler. Bunun i¢in

su basamaklar takip edildi (121,122):

o Hassas terazi de 0,4 gram agaroz tartilarak 200 ml’ lik temiz bir erlenin igerisine alindi,
tizerine de son hacim 50 ml olacak sekilde 0,5xTBE tamponu eklendi ve mikrodalga
firn yardimiyla ¢oOziilen agaroz kalintt kalmayacak sekilde kisa periyotlar ile
calkalanarak homojen hale getirildi.

o Sicak haldeki erlenin dis kismi akan c¢esme suyuna temas ettirilecek sekilde el
yakmayacak hale gelene kadar (yaklasik 50-55 °C ye) sogutuldu. Daha sonra hemen
icine 2 pul kadar etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edilip karistirildi.

o Hazirlanan jel yatay jel yatagma (elektroforez tankindaki) dokiildi, var ise
kabarciklardan bir mikro pipet ucu ile kurtulundu ve kuyucuklarin olusturulmasi i¢in de
taraklar (orta biiytikliiklii) yerlestirilip oda sicakliginda jelin donmas1 beklendi.

. Jel donduktan sonra taraklar yavasca ¢ikartilip tank igerisindeki 0,5xTBE tamponunun
jelin ylizeyini 2-3 mm gececek seviyede olmasi saglandi. Seyreltilmis (stoktan 1/5
oraninda) genomik DNA’ nin 5 pl” siile 1 pl Loading Dye (6X’ lik) iyice karistirildi ve
kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.

o Jele yiliklenen bu genomik DNA’ lar 90V da 45 dakika yiiriitiildiiler. Daha sonra jel
goriintlileme sisteminde goriintii alindi.

3.6.4.5. KREMENI1 Gen Dizisinin Veri tabanlarindan Tespiti
Insan KREMEN1 geninde arastirdigimiz SNP’ leri (rs713526, 15116100643 ve

rs201088346) igeren gen dizisine ulasabilmek i¢in internet temelli veri tabanlari [NCBI (112)

ve Ensembl (113)] kullanildi. Ayrica bu gen dizisi uyguladigimiz PCR reaksiyonu igin
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primerlerimizi dizayn etmek i¢in de kullanildi. Asagida bu veri tabanindan elde edilmis ve
yukarida bahsedilen bolgeyi kapsayan gen dizisi ve calistigimiz SNP’ ler bulunmaktadir
(Tablo 9) (112,113).

Tablo 9: KREMENT geninde ¢alisilan gen dizisi ve SNP’ ler.

Ensembl Gene ID: ENSG00000183762
>chromosome:GRCh37:22:29468466:29564921:1 (KREMEN]1 geninin tamamai)

------------------- TTATTATCCCAGGTGGAACTGACCTTGCCTCTCAGAGCAACCAGTTCTTCCTC 29543285
29543286 TCCACCCCCTTCTTGCCCCACACTTTCCTTCTTAGGAAGGAAAGAAGCTAATAGAAGCTC 29543345
29543346 CACGTATGAGCTGCCCACTCTGCGCCAGGCACTCTGCTGGCAGACACTGTGCATATCCTA 29543405
29543406 CAACTCTTC.CIATGGGTACCACTTTCCCTCTTTGGCAGATGAGACAGCTCAGGCATGGA 29543465
29543466 GAGGCTGIGGGGGACAGTAGCTGGGAGCACAGCCCTGGAGTCAGCCCTCCAGGATTCAGT 29543525
29543526 TTCCTCCATTCATTCTCTGTGAGGCCAGTGAGGGTAAAACAGGGAGCCTTTGAAGGGTTT 29543585
29543586 CAGCGGAGGAGTGACATCAGATTCCCAGTTTAGAAAGCATTCCTCCTTGCATCTGGGAAA 29543645
29543646 ACAGATCTGAGCGGGGTAAGACCGAGGGCAAGGAAACCAGTCGGGAGACTCTA wwmssererasans

Varyasyon/SNP Kromozom* Uzerindeki Iki Anlamlilik Kodu Anlam

ID’ si Konumu (ambiguity code) Degisikligi
rs713526 29543415 R G/A
rsl116100643 29543417 Y C/T
rs201088346 29543473 K T/G

*>chromosome:GRCh37:22: esas alinarak o kromozomun DNA dizisi lzerinde kag¢inci
nikleotid oldugu.

Yukaridaki gibi goziiken gen dizisi bu veri tabanlarindan ayrica FASTA formatinda da
elde edildi.
3.6.4.6. Oligoniikleotidler (Primerler)’ in Tasarlanmasi

Insan KREMEN1 geninde arastirdigimiz SNP’ leri (rs713526, 15116100643 ve
rs201088346) iceren gen dizisinin PCR reaksiyonu ile amplifiye edip analizini yapmak i¢in
hedef bélgeye dzgii primerler (Ileri “Forward” ve Geri “Reverse” seklinde) dizayn edildi.
Primerlerin dizaynm i¢in internet temelli bir program (Primer3, versiyon 0.4.0) kullanildi
(123). Program ile primer dizayni yapmak i¢in girdi olarak FASTA formatindaki DNA
dizimizi kullandik. Primer dizayn1 yaparken sunlara dikkat edildi:
. Primerlerin sinirlayacagi DNA dizisinin gereksiz yere uzun olmamasi,

. Spesifiklik i¢in primer uzunlugunun 18-27 niikleotitlik olmasi,

Tm degerinin 57 °C ila 63 °C arasinda olmasina, ileri ve geri primerlerde bunlarin

birbirine yakin degerlerde olmasi,

GC kontentinin %50-55 civarinda olasina, ileri ve geri primerlerde bunlarin birbirine
yakin degerlerde olmasi,

. 5’ ve 3’ uglarin stabilitesi,
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° Kendi i¢inde dimer ya da hairpin olusturmamasi,
o Primerin eslesecegi DNA dizisi ilizerinde daha Once tanimlanmis bir varyasyonun
olmamasi.

Programin (Primer3) (123) sundugu primerler arasindan yukaridaki kritelere en uygun
olanlar se¢ildi. Daha sonra uygun oldugunu diisiindiigiimiiz bu primerlerin genom iizerinde
istedigimiz bolgeden baska bir bolgeye oturup oturmadigint anlamak icin yine internet tabanl
olup tiim genomu tarayabilen bir program (Primer-BLAST) kullanildi (124). Programa bu
primerler 5°-3” yoniinde ileri ve geri primerler olarak girilip, arama segimleri insan
genomunda yapilarak olasit eslesmeler ortaya cikartildi. Sonug¢ olarak, bizim bolgemize
eksiksiz olarak oturdugu goriiliip, genom lizerinde baska hicbir yer ile eslesmeyen primerler

secildi (Tablo 10).

Tablo 10: Dizayn edilen ileri ve geri primerler ve genimiz lizerindeki yerleri.

Ensembl Gene ID: ENSG00000183762
>chromosome:GRCh37:22:29468466:29564921:1 (KREMEN1 geninin tamamai)

------------------- TTATTATCCCAGGTGGAACTGACCTTGCCTCTCAGAGCAACCAGTTCTTCCTC 29543285
29543286 TCCACCCCCTTCTTGCCCCACACTTTCCTTCTTAGGAAGGAAAGAAGCTAATAGAAGCTC 29543345

® .
el

29543346 CACGTATGAGCTGCCCACTCTGCGCCAGGCACTCTGCTGGCAGACACTGTGCATATCCTA 29543405
29543406 CAACTCTTC.CIATGGGTACCACTTTCCCTCTTTGGCAGATGAGACAGCTCAGGCATGGA 29543465
29543466 GAGGCTGIGGGGGACAGTAGCTGGGAGCACAGCCCTGGAGTCAGCCCTCCAGGATTCAGT 29543525
29543526 TTCCTCCATTCATTCTC?ETGAGGCCAGTGAGGGTAAAACAGGGAGCCTTTGAAGGGTTT 29543585

29543586 CAGCGGAGGAGTGACATCAGATTCCCAGTTTAGAAAGCATTCCTCCTTGCATCTGGGAAA 29543645
29543646 ACAGATCTGAGCGGGGTAAGACCGAGGGCAAGGAAACCAGTCGGGAGACTCTA wwermssssusens

Primerler Uzunluk Tm % GC Primer dizisi
ileri Primer 20 nt 59,90 55 5’ -~ ACGTATGAGCTGCCCACTCT -3
Geri Primer 20 nt 60,11 55 5’ - TTTACCCTCACTGGCCTCAC - 3’

Yukaridaki gibi olmasina karar verilen ileri ve geri primerler hizmet alimi seklinde bir
firmadan (Metabion, Martinsried/Deutschland) sentezlettirildi.

Tablo 10’ dan da anlasilacag: gibi, KREMENI1 geni i¢in dizayn edilen bu primerlerin
diizgiin sekilde ¢alismasi ile 217 bp lik PCR amplikonu olugsmaktadir.
3.6.4.7. Oligoniikleotidler (Primerler)’ in Hazirlanmasi

Sentezlenmesini istedigimiz primer dizileri HPLC yontemi ile saflastirildiktan sonra
liyofilize halde elimize ulasti. Firma liyofilize olarak gelen oligoniikleotidlerin ka¢ nmol

oldugunu bildirmisti. Bizde firmanin da 6nerdigi dogrultuda primlerleri kullanima hazirlamak
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icin, ultra saf, steril ve DNase ve RNase-free su kullanarak, biyogiivenlik kabineti altinda
steril sartlarda caligarak 100 pmol/ul’ lilk ana stoklar seklinde primerlerimizi sulandirdik.
Hazirlanan 100 pmol/pl” liikk stoklar PCR reaksiyonu i¢in kullanilacagi zaman yine yukarida

sayilan sartlar altinda 10 pmol/ul olacak sekilde ara stok olarak seyreltildi (Tablo 11).

Tablo 11: Liyofilize halde gelen primerlerin ana stok ve son kullanim i¢in de ara stok olacak

sekilde sulandirilmasi.

Primerler Liyofilize Eklenen Ana Stok PCR reak. i¢in Ara
Haldeki Miktar Saf Su Kons. Stok Kons.

I[leri Primer 81.9 nmol 819 pl 100 pmol/pl 10 pmol/pl

Geri Primer 93.3 nmol 933 ul 100 pmol/pl 10 pmol/pl

Primerler siirekli -20°C de buzdolabinda saklandi ve kullanilacagi zaman oda
kosullarinda ¢oziilmesi beklendi. Ancak stok primerler kullanilmasi gerektiginde, aseptik
sartlarda c¢alisilmasina ¢ok dikkat edildi.
3.6.4.8. PCR Reaksiyonunun Hazirlanisi

Oncelikle PCR reaksiyonu hazirlanirken gerekli tiim komponentlerin buzdolabindan
cikartilarak oda kosullarinda ¢6ziilmesi beklendi. Ancak sadece Taqg DNA polimerazin iginde
zaten donmasini engelleyici ajan oldugundan ve oda kosullarinda enzimin kalitesi
bozulabileceginden o en son dolaptan ¢ikarildi ve kullanilir kullanilmaz dolaba ilk o koyuldu.
PCR reaksiyonunun optimizasyonu i¢in olan denemede 15 ul hacminde, hasta ve kontrol
orneklerinin artik DNA dizi analizine gonderilmek i¢in yapilan islemlerde ise 50 pl hacminde
PCR reaksiyonlar1 kuruldu. Spektrofotometrede konsantrasyonlar1 6lgiilen hasta ve kontrol
orneklerine ait kalip DNA’ lar PCR reaksiyonuna hazir hale getirilmek i¢in ara stok olarak 20
ng/ul konsantrasyonlarina seyreltildiler. Tiim PCR reaksiyonlar1 i¢in 200 pl’ lik DNase ve
RNase free steril PCR tiipleri kullanildi. PCR reaksiyonunun hazirlanisi esnasinda kullanilan
tim malzemeler soguk blok iizerinde tutuldu. Ayrica kiigiik hacimler ile calisilmasi zor
oldugundan, reaksiyonlar i¢in sadece kalip DNA y1 igermeyen karisimlar (Mix) hazirlandi.
Karigima en son Taqg DNA polimeraz enzimi eklendi. Hem olas1 kontaminasyon riskini en aza
indirmek i¢in, hem de karigim iizerine eklendiginde iyi karisabilmesi i¢in, kalip DNA en
bastan reaksiyonun ger¢eklesecegi PCR tiiplerine dagitildi. Karisim hazirlandiktan sonra
yavas yavas pipetaj yapilarak iyice homojen bir hale gelmesi saglandi. Daha sonra bu karigim
kalip DNA’ larin bulundugu PCR tiiplerinin iizerine tek tek eklendi ve tekrar yavasca pipetaj

yapildi. Boylece reaksiyon icin gerekli tiim bilesenleri iceren karisim hazir hale gelmis oldu.
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Ayrica her bir PCR reaksiyon grubu i¢in kesinlikle i¢ kontrol olarak kalip DNA yerine su
kullanild1 ve bdylece deneyin dogrulugu kontrol edildi.

3.6.4.9. PCR I¢in Reaksiyon Kosullari ve Optimizasyon Deneyleri

Genel olarak PCR reaksiyonunda kullanilacak komponentlerin konsantrasyonlar1 ve
PCR kosullar i¢in Tag DNA polimeraz iireticisi firmanin (Applied Biological Materials Inc.)
Onerilerinden(125) de faydalanarak, esas olarak ise primerlerimize, laboratuar kosullarimiza
ve geleneksel yontemlerimize gore uyarlamalar yapilarak PCR reaksiyonlar1 planlanmistir.
Ancak, s6z konusu primerler ilk defa tarafimizdan dizayn edildigi i¢cin ve dolayisiyla
primerlerin ¢alistigi optimum PCR reaksiyonu i¢in bir veri olmadigindan PCR kosullarinin
optimize edilmesi gerekti. Bu ylizden optimizasyon ig¢in iki kosul iizerinde degisiklikler
denendi. Bu kapsamda gerek PCR’ daki sicaklik kosulunun, gerekse Magnezyum (Mg’")
kosulunun basamaklanarak ve farkli kombinasyonlarda tek bir cihaz ile tek seferde
yapilabilmesine olanak kilan Gradient PCR yontemini kullandik. Gradient PCR &zelligi olan
cihazlar tek islemde PCR reaksiyonunun ‘“Annealing” yani primerlerin “baglanma”
asamasinda farkli tiiplere farkli sicakliklar (kademeli olarak) saglayabilmektedir. Bu
kapsamda farkli Mg2+ konsantrasyonlarinda hazirlanmis PCR karisimlarini iceren tiipler bu
“Thermal Cycler” cihazina (Techne, TC-3000G) yerlestirildi ve cihazin 6zelliginden kaynakli
olarak yukarida bahsedildigi gibi farkli sicaklik kombinasyonlar1 da tek seferde denenmis
oldu. Asagidaki tablolarda sirasiyla yapilan PCR optimizasyon reaksiyonu i¢in bilesenlerin
konsantrasyonlar1, sicaklik kosullari ve Mg®" ile “Annealing” sicaklik kosulunun

basamaklanmasina deginilmistir (Tablo 12-14).
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Tablo 12: KREMENI1 geninin ilgili bolgesinin PCR optimizasyonu i¢in kurulan reaksiyonun

bilesenleri ve konsantrasyonlari.

Komponentler Tk Son 15 pl’ lik reaksiyon hacmi
P konsantrasyon konsantrasyon icin cekilen miktar
Ultra Saf Su - - 15 pl’ ye tamamlamir™
Ileri Primer 10 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,60 pl
Geri Primer 10 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,60 pl
Taq Polimeraz 10X 1X 1,50 ul
Tamponu
dNTP Mix 10 mM 0,2 mM 0,30 pl
MgCl, 1,0 mM 0,60 pul
+ 25 mM 1,5 mM 0,90 pl
Tamponu 2,0 mM 1,20 pl
Taq Polimeraz
Enzimi 5U/ul 0,05 U/ul 0,15 pul
Kalip DNA 20 ng/ul 2ng/ul 1,50 pl
Toplam 15,00 pl

*Bu su degeri tabloda goriildiigli gibi gradienti yapilan MgCl, hacmine gore degisecegi i¢in o
sekilde yazilmistir.

T Yukarida goriildiigi gibi MgCl, ti¢ farkli konsantrasyonda denenmistir.

Tablo 13: KREMENT1 geninin ilgili b6lgesinin PCR optimizasyonu i¢in reaksiyonun gradient

termal profili.

On Ozellikler

Thermal Cycler’ 1in kapak 1sitmast | A¢ik
Thermal Cycler’ in kapak sicakligi | 105 °C
Kapak 1sinirken 6rnekleri sogutma | Acgik

Termal Profil ve Dongii Sayisi

Basamak Sicaklik Siire
I1k Denatiirasyon 94 °C 3 dakika
Asagidaki ii¢ basamagin 32 Donglisi
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Annealing* 55°C |57,7°C | 59,4 °C 30 saniye
Uzama 72 °C 30 saniye
Son Uzama | 72 °C | 10 dakika

*Yukarida goriildiigii gibi “Annealing” sicakligi li¢ farkli sekilde denenmistir.
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Tablo 14: KREMENI1 geninin ilgili bolgesi i¢in MgCl, ve “Annealing” sicakliginin gradient

ayrintilari.
Termal Gradient
55°C |57,7°C |59,4°C Tabloda biiyiik harfler ile belirtilmis
ifadeler birbirinden farkli kosullarda
= 1,0 A D G kurulan PCR reaksiyonlarini ifade
A mM etmektedir. Ornegin: B numarali
N I reaksiyon tiipli karisimda 1,5 mM MgCl,
) 9 B E H - 113 : 2
=~ | mM oldugunu ve PCR da “annealing
-4 sicakliginin da 55 °C de segildigini ifade
5 2,0 C F | etmektedir.
- mM

3.6.4.10. PCR Optimizasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Yukarida ayrintili olarak anlatilan kosullarin birbirleri ile kombinasyonu sonucunda
elde edilen KREMEN1 geni PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde degerlendirilmistir. Bu
kapsamda daha once genomik DNA’ nin agaroz jel elektroforezi yontemini ayrintili olarak
anlattigimizdan burada sadece farkliliklarina deginecegiz. KREMENI geninin PCR iiriiniiniin
biiyiikliigii 217 bp oldugu icin, %2’ lik agaroz jele yiiklenip yiiriitiilmiislerdir. Bunun i¢in 2 pl
Loading Dye (6X) ile 10 ul PCR iiriinii pipetaj yapilarak iyice karistirilmig, ve yavasga yine
pipet ile kuyucuklara yiliklenmislerdir. Ayrica jelin iki tarafina 100 bp’ lik DNA agirlik
belirteci “marker” lar [ilki RBC marka, ikincisi Fermentas marka olup ekte (Bkz. EK 2)
retici firmanin brosiirii ile ayritilar sunulmustur] yiiklenmistir. Son kuyucuga da
reaksiyonun dogrulugunu kontrol etmek icin negatif kontroliimiiz eklenmistir. Ornekler jele

su stira ile yiiklendiler (Tablo 15).

Tablo 15: PCR optimizasyonu i¢in kurulan reaksiyondan elde edilen PCR iiriinlerinin jele

yiiklenme sirast.

100 bp 100 bp Neg.
Marker | A B C D E F G H I | Marker Kontrol
(RBC) (Fermentas)

Not: “A, B, C,...” seklinde ifade edilen 6rneklerin ayrintilarina Tablo 14’ de deginilmisti.

Jele yiiklenen PCR firtinleri ve DNA agirlik belirtecleri (Marker’ lar) ayn1 anda 130V da
65 dakika boyunca yiiriitiildiiler. Daha sonra yiiriitilen PCR iiriinleri transiliiminatorle UV

15181 altinda DNA”’ ya baglanan Etidyum Bromiir’ iin 1s1ma yapmasi sayesinde nitel olarak
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incelendi. Ozellikle “G” ile ifade edilen kosullardan elde edilen PCR iiriiniiniin jelde
yiriitiilip incelenmesi sonucunda, bu kosulda marker’ lar ile kiyaslandiginda aradigimiz
Uriinimiiziin ger¢ekten de 217 bp de oldugunu, spesifik olmayan baska bantlarin
bulunmadigin1 gérdiik ve bant kalinliginin dizi analizi i¢in uygun olduguna karar verdik. Bu
kapsamli optimizasyon deneyi sayesinde KREMENI1 geninin ilgili varyasyonlari i¢eren bu
gen bolgesini en uygun sekilde amplifiye eden kosul netlesmis ve asagida da da belirtildigi
gibi artik bu kosul {izerinden devam edilmistir.
3.6.4.11. DNA Dizi Analizi I¢in Tiim Orneklerin PCR islemleri

Optimizasyon denemeleri sonucunda KREMENI geninin incelemek istedigimiz
varyasyonlar1 igeren gen bolgesini uygun bi¢cimde amplifiye edebilecek PCR kosullari
netlesmistir. Bu yiizden asagidaki tablo da gosterilmis kosullar tiim hasta ve kontrol
grubumuzdaki 6rneklere uygulanmak kaydi ile PCR reaksiyonlar1 kurulmustur. Ozellikle
DNA dizi analizi i¢in en az 40 ul PCR iiriini gerektigi i¢in, bu asamadan sonra tim
orneklerin KREMEN1 geni PCR {irlinleri optimize edilmis kosullarda 15 pl degil de 50 ul” lik
PCR reaksiyonlar1 kuruldu (Tablo 16, 17). Reaksiyonlar kurulurken 6zellikle artik ¢cok sayida

ornek ile calisildigindan bir kros kontaminasyon yaganmamasina ¢ok dikkat edildi.

Tablo 16: KREMENI geni ilgili bolgesini DNA dizi analizine hazir hale getirmek i¢in tiim

orneklere uygulanan PCR isleminin reaksiyon icerigi.

Komponentler ik Son 50 pl’ lik reaksiyon hacmi
p konsantrasyon konsantrasyon icin cekilen miktar
Ultra Saf Su saf saf 32,5 ul
Ileri Primer 10 pmol/ul 0,4 pmol/ul 2,0 ul
Geri Primer 10 pmol/ul 0,4 pmol/pl 2,0 ul
Taq Polimeraz 10X 1X 5,0 pl
Tamponu
dNTP Mix 10 mM 0,2 mM 1,0 ul
MgCl, Tamponu 25 mM 1,0 mM 2,0 ul
Taq Polimeraz 5U/ul 0,05 U/pl 0,5 pl
Enzimi

Kalip DNA 20 ng/pl 2ng/ul 5,0 ul

Toplam 50,00 pl
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Tablo 17: KREMENI geni ilgili bolgesini DNA dizi analizine hazir hale getirmek i¢in tiim

orneklere uygulanan PCR’ 1n termal profili.

On Ozellikler
Thermal Cycler’ 1n kapak 1sitmasi Acgik
Thermal Cycler’ 1n kapak sicakligi 105 °C
Kapak 1sinirken 6rnekleri sogutma Acgik

Termal Profil ve Dongii Sayisi

Basamak Sicakhik Siire
[k Denatiirasyon 94 °C 3 dakika
Asagidaki li¢ basamagin 32 Dongiisii
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye
Annealing 59,4 °C 30 saniye
Uzama 72 °C 30 saniye
Son Uzama | 72°C | 10 dakika

Yukarida anlatilan sartlar altinda tiim 6rneklerin PCR iglemleri yapilmistir. Cok sayida
ornek ile ¢alisildigindan kolaylik olmasini saglamak icin ve hata paymi en aza indirmek i¢in
kalip DNA” y1 icermeyen PCR karisimlar: hazirlandi ve daha 6nce de anlatildigi gibi bu PCR
karistmindan gerektigi miktarda (45 pl) alinarak kalip DNA” y1 (5 pl) iceren PCR tiiplerinin
tizerlerine dagitilmistir. Ayrica her bir PCR reaksiyon grubu i¢in kesinlikle i¢ kontrol olarak
kalip DNA yerine su kullanildi ve bdylece deneylerin dogrulugu kontrol edildi.
3.6.4.12. PCR Uriinlerinin DNA Dizi Analizine Gonderilmeden Once Agaroz Jel
Elektroforezinde Son Bir Kontrolii

Tiim o6rneklerde yapilan PCR islemlerinde herhangi bir sorun olup olmadigini ya da
tiriinlerin DNA dizi analizi i¢in elverisli olup olmadigini anlayabilmek i¢in, elde edilen 50 pul’
lik PCR iiriinlerinden 5 pl’ si %2’ lik agaroz jel de 130V da 35-70 dakika yiiriitiilmiislerdir.
Her bir PCR reaksiyon grubu i¢in negatif kontrol ve marker’ lar muhakkak jele yiiklenmistir.
Geride kalan 45 pl’ lik PCR iiriinleri DNA dizi analizine gonderilmek iizere hemen dolaba
kaldirilmiglardir. Daha sonra yiiriitiilen PCR iiriinleri transiliiminatdrle UV 15181 altinda DNA’
ya baglanan Etidyum Bromdir’ iin 151ma yapmasi sayesinde nitel olarak incelendi.
3.6.4.13. PCR Uriinlerinin DNA Dizi Analizine Gonderilmesi

Agaroz jel elektroforezinde goriintiilendiginde marker’ lar ile kiyaslanip dogru bolgede

(217 bp civart) bulunan, herhangi bir spesifik olmayan bant icermeyen ve analiz i¢in yeterli
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konsantrasyonda oldugu saptanan PCR f{iriinleri DNA dizi analizi i¢in uygun bulunmustur.
Uygun bulunan tiim 6rnekler hizmet alimi seklinde bir firmadan (Macrogen) tek yonlii (ileri
yonde) dizi analizi yaptirilmistir. Firmanin 6nerdigi dogrultuda her bir 6rnekten 45 pl olacak
sekilde PCR iirlinii génderildi. Otomatize sekans cihazinin istedigimiz bdlgeyi tarayabilmesi
icin de ileri ve geri primerlerimiz de ayni anda gonderildi. Ayrica gonderilen PCR iiriiniiniin
hangi 6rnege ait oldugunu tiiplerin iizerine ve firmanin Excel formatinda sagladig: tablolara
ayrintili olarak yazildi. Tiim orneklerin kapaklari parafilmlenerek iizerine delikler acilmis
koptiklere sikica tutturularak DNA dizi analizine gonderildi.
3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Arastirmamizin hazirlik asamasi da dahil olmak {izere tamamlanmas1 14 ay gibi bir

zaman dilimini kaplamistir. Tiim bu ¢alismamiz ile ilgili akis grafigi tarihleri de igerecek

sekilde asagidaki gibidir (Tablo 18).

Tablo 18: Arastirmamizin tarihleri ile birlikte akis grafigi.

. Aylar
Yapilan Is Paketi

0-2 4 6 8 10 12 14

Literatiir Takibi

Hazirlik ve Gidisat Kurgulama

Genomik DNA izolasyonu

PCR ve DNA Dizi Analizi

Tum Verilerin Analizi

Tiim Verilerin Coziimlenmesi

Tez Yazimi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
3.8.1. PCR Optimizasyon Verilerinin Degerlendirilmesi

KREMENI geninin ilgili bolgesi i¢cin kurulan PCR optimizasyon deneyleri ile elde
edilen PCR iiriinliniin agaroz jelde yiiriitiiliip incelenmesi sonucunda, bu kosulda marker’ lar
ile kiyaslandiginda aradigimiz iiriiniimiiziin beklendigi gibi 217 bp de oldugunu, spesifik
olmayan bagka bantlarin bulunmadigini gordiik ve bant kalinliginin dizi analizi i¢in uygun
olduguna karar verdik. Bu kapsamli optimizasyon deneyi sayesinde KREMEN1 geninin ilgili

SNP lerini iceren bu gen bolgesini en uygun sekilde amplifiye eden kosul netlesmis oldu.
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3.8.2. DNA Dizi Analizi Verilerinin Degerlendirilmesi

Tiim orneklerin PCR islemleri sonrasinda elde edilen iiriinlerin ileri yonde dizilemesi
otomatize sekans cihazi (Model: 3730XL, Alet Ismi: Macrogen3730XL10-17118-003,
Macrogen) kullanilarak gerceklestirildi. Firma DNA dizi analizi sonuglarini .abl, .pdf, .phd.1
ve .txt dosya formatlar1 seklinde tarafimiza gondermistir. Bu dosya formatlarindaki verilerden
yararlanarak KREMENI1 geni ilgili bolgesi tizerinde bulunan niikleotid degisimlerini saptadik.
Bu asamada oOzellikle bilgisayar temelli olan "Chromas Pro 1.5" ve "Mutation Surveyor
V3.30" programlarindan faydalandik. Ozellikle dizi analizinden .ab1 formatinda gelen sekans
verisi bu iki programa girilerek degerlendirildi. Ozellikle "Chromas Pro 1.5" programi ile
sekansin On bir taramasi ve analizi yapildiktan sonra daha ayrintili analiz "Mutation Surveyor
V3.30" programi ile yapildi. Bu program sekans verilerindeki pik alanlarinin degisimlerine
gdre niikleotid degisimlerini ortaya ¢ikartmaktadir. Ozellikle bu program ile .abl formatinda
girilen KREMENI1 genine ait sekans ile “NCBI” veri tabaninda bulunan sekans dizisi
kargilastirilmis ve niikleotid degisimleri net ve dogru bi¢cimde ortaya koyulabilmistir.
Programda pik degisimleri 0,3 ila 0,5 olmasi durumunda varyasyon vardir yorumu
yapilmistir.

3.8.3. Istatistiksel Analizler

Oncelikle daha once bahsettigimiz gibi tiim hasta ve kontrol grubundaki &rneklerin
bilgileri ve bunlara ait elde ettigimiz bulgular bir Excel dosyasinda toplandi. Verilerin
analizleri sirasinda bu dosyadan faydalanildi. Yine polimorfizmler agisindan genotip
dagilimlar1 ve allel frekanslart da bu dosya sayesinde basitce hesaplandi. Ayrica
polimorfizmler acgisindan genotip dagilimlarinin  popiilasyonlarda Hardy-Weinberg
esitligini/oranini/dengesini saglayip saglamadigir da Excel dosyasina girilen verilerin Ki-kare
analizi ile yapildi. Analiz sonucunda p>0,05 olmasi durumunda “popiilasyonlarda Hardy-
Weinberg dengesi vardir” yorumu yapild.

Polimorfizmler bir hastalik etkeni olarak diisiiniildiigiinde, sizofreni hasta ve saglikli
kontrol bireylerde goriilme orami farklilignin istatistiksel olarak degerlendirilmesi ise
bilgisayar temelli bir program (Statcalc, Epilnfo Version 6) aracilig1 ile yapildi. Programda
verilerin (hasta ve kontrol gruplarindaki genotip sayilarinin) degerlendirilmesi sonucunda P
degerinin %95 giiven araliginda 0,05 den kiiciik ¢ikmasi (yani p<0,05) iki grup arasindaki bu

farkliligin istatistiki olarak anlamli oldugunu ifade etmektedir.
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3.9. Arastirmanin Simirhiliklar:

Calismamizda o©rneklem grubunu olusturan kontrol ve olgu grubundaki Ornek
sayilarinin daha da fazla olmasi istatistiksel anlamda daha gilivenilir verilerin elde
edilebilmesine olanak saglayabilirdi. Arastirmanin sinirliligir kontrol grubu sayisinin olgu
grubuna gore daha az olmasidir. Giivenilirligin arttirilmasi igin kontrol grubundaki ornek
sayisinin arttirilmast gerekmektedir.

3.10. Etik Kurul Onay1

“KREMENI1 Geninin Sizofreni Ile iliskisinin Arastirilmas1” isimli arastirmamiz, Dokuz
Eyliil Universitesi, Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 07.04.2011 tarih
ve 130-GOA protokol numarali dosya ile incelenmis, 2011/11-13 numarali karar ile etik
acidan ¢aligmanin gergeklestirilmesinin uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir. Ayrica

etik kurul onaymin bir kopyasi ekte bulunmaktadir (Bkz. EK 1).
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4. BULGULAR

4.1. Kandan Genomik DNA izolasyonuna Ait Bulgular

Kandan genomik DNA izolasyonu amaciyla ticari bir kit kullanarak ve kitin
yonergelerinde kosullarimiza gore bir takim degisiklikler yaparak uyguladigimiz yontem ile
basarili bicimde 6rneklemimizi olusturan 6rneklerin genomik DNA” larin1 100 pl stok olacak
sekilde elde ettik. Elde edilen genomik DNA’ larin 1/5 oraninda seyreltilip agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmesi ile intakt olduklari ortaya ¢ikanlar veya yeterli konsantrasyonda
olmadiklar1 saptanan Ornekler tekrar DNA izolasyon prosediiriine tabi tutuldular. Genomik
DNA’ larin spektrofotometre de safliklarinin ve miktarlarinin 6l¢iilmesiyle uygun olduguna
karar verilen tiim ornekler 2ng/ul’ lik ara stoklar halinde seyreltildiler. Sonug¢ olarak tiim
orneklemimizi olusturan 6rneklerin uygun miktarda, saflikta ve konsantrasyonlarda genomik
DNA'’ lar1 elde edilmis oldu.
4.2. PCR Optimizasyon Deneylerine iliskin Bulgular

KREMENI geninin ilgili varyasyonlari iceren gen bolgesinin PCR ile en uygun sekilde
amplifiye edilebilmesine olanak saglayan kosullar1 PCR optimizasyon deneyleri ile arastirdik.
[k etapta PCR optimizasyonu igin iki kosul (Magnezyum konsantrasyonu ve annealing
sicaklig) ile cesitlendirmeler yapildi. Ozellikle PCR islemlerini gradient seklinde tek seferde
tim kosullar1 kombine ederek uygulayabilmek biiylik kolaylik sagladi. Asagidaki jel
resminden de anlagilacagi gibi heniiz ilk denemede 217 bp’ lik hedef gen bolgesi PCR da
amplifiye edilebildi. Ozellikle termal kosullardan olan annealing sicakligin 59,4 °C
olmasina ek olarak reaksiyon kosullarindan olan Magnezyum’ un da 1,00 mM
konsantrasyonunda kullanilmasinin hedef bolgenin amplifikasyonu i¢in en uygun kosullar

oldugu anlasild1 (Sekil 9).
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550°C 57,7°C 59,4°C

Mg kons. 10 15 20 10 15 20 10 15 20 mM

/MlABCDEFGHIMznk
M;: 100 bp Marker (RBC)

M;: 100 bp Marker (Ferm.)

v nk: Negatif Kontrol
— Amplifiye ettigimiz DNA dizimizin
. biiytikliigii 217 bp dir.
= =
= =
r? .o —— . — ——-
—
. : — 300 bp
300 by - —— - — - -, I
200 bp <+— P
—
100 bp — 100 bp

En uygun PCR

tiriinii!

Jel %2’ lik agaroz jel ) ) )
Sekil 9: PCR optimizasyon deneyleri sonucu agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

Yukaridaki sekilde de goriildiigi gibi KREMENI1 genininde istedigimiz bdlgenin en uygun
bicimde amplifikasyonunu saglayan kosul “G” kosuludur. Marker’ lar ile ilgili ayrintil1 bilgi
ekte sunulmustur.

Yukarida da gorildiigi gibi, 6zellikle “G” ile ifade edilen kosullardan (59,4 °C ve 1,0
mM MgCl, kons.) elde edilen PCR firiiniiniin jelde yiiriitiiliip incelenmesi sonucunda, bu
kosulda marker’ lar ile kiyaslandiginda aradigimiz iiriiniin beklendigi gibi 217 bp de oldugu
ve spesifik olmayan baska bantlarin bulunmadigi goériildii. Ayrica bant kalinliginin dizi analizi
icin uygun olduguna karar verildi.

Bu bulgular esliginde KREMENTI geninin istedigimiz bolgesini amplifiye edip dizi
analizine gdndermek icin optimize edilen bu kosullardan faydalanarak (Tablo 16 ve Tablo 17)
her bir 6rnegimize 50 pl olacak sekilde PCR reaksiyonlart kuruldu.

Sonug olarak optimizasyon i¢in gradient PCR cihazi ile yapilan tek islemde en iyi

sonuca ulasildu.
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4.3. Tiim Orneklerin PCR Islemlerine Dair Bulgular

Optimizasyon denemeleri sonucunda KREMENI geninin incelemek istedigimiz
varyasyonlar1 iceren gen bdlgesini uygun bigimde amplifiye edebilecek PCR kosullari ile tiim
hasta ve kontrol grubumuzdaki 6rneklerin PCR reaksiyonlar1 kurulmustur. Elde edilen PCR
iriiniinden 5 pl sinin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda istedigimiz DNA dizisini temsil
eden bantlarimizin hep ayn1 standartta, jelde bulunmasi gereken yerde (217 bp), herhangi bir
kontaminasyon olmaksizin ve sekansa gonderilebilecek yogunlukta oldugu bulundu. Sonug
olarak herhangi bir 6rnekte problem ile karsilasilmamis, yani hi¢cbir PCR reaksiyonunun
tekrar kurulmasina gerek kalmamistir. Asagida bu PCR islemlerinden elde edilen reaksiyon
irliinlintin 5 pl sinin agaroz jelde yliriitilmesi sonucu elde edilmis o6rnek iki farkli jel

goriintiisti bulgu olarak sunulmustur (Sekil 10).

M;: 50 bp Marker (Ferm.)
143-150: Sirastyla her bir 6rnege
ait PCR {irilinleri.

nk.: Negatif Kontrol

M; 143 144 145 146 147 148 149 150 nk.

%2’ lik agaroz jel.

M;: 100 bp Marker (RBC)

23-33: Sirasiyla her bir 6rnege ait
PCR iiriinleri.

nk.: Negatif Kontrol

%2’ lik agaroz jel.

300

217b
200 P

Sekil 10: PCR iiriinlerinin DNA dizi analizine gonderilmeden Once agaroz jelde yiiriitiiliip

goriintiilenmesi.
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Marker’ lar ile ilgili ayrintili bilgi (konsantrasyonlart, jelde yiirtidiiklerinde hangi bandin
hangi uzunlukta oldugu vb.) ekte sunulmustur.

Yukarida goriildigi gibi, jel goriintiisiine gére uygun olduguna karar verilen PCR
iriinleri DNA dizi analizine gonderilmistir.
4.4. DNA Dizi Analizi Verilerine Ait Bulgular

Tiim orneklerin PCR islemleri sonrasinda elde edilen iirlinlerin ileri yonde dizilemesi
otomatize sekans cihazi (Model: 3730XL, Alet Ismi: Macrogen3730XL10-17118-003,
Macrogen) kullanilarak gerceklestirildi. Firmadan gelen DNA dizi analizine ait bulgular her
bir hasta icin tek tek .abl, .pdf, .phd.1 ve .txt dosya formatlar1 seklinde tarafimiza gonderildi.
Ozellikle bu dosya formatlarindan .abl ve .pdf ile gelenlerde DNA dizilerinin tek tek pikler
ile gosterilip ifade edilmesi bize heterozigot ya da homozigot degisiklikleri vurgulamasi
acisindan 6nemliydi. Bu dosya formatlarindaki verilerden yararlanarak KREMENT geni ilgili
bolgesi iizerinde bulunan niikleotid degisimlerini “Mutation Surveyor V3.30” programiyla
saptadik. Asagida gosterildigi gibi, dizi analizi bulgularina ait pik goriintiileri iizerinde
bulunan bu varyasyonlara yer verilmistir (Sekil 11-17). Tiim varyasyon goriintiileri ¢cok yer

kaplayacagindan sadece ancak bazilar1 dahil edilebilmistir.

53



65 T0 75
*zta.scf c T c T c G c c A T G G G T A c
=KF.ak1 c T c T T C A G c A T G G G T A c
* *
[« l _
GenBank dan KREMEN 1 Referans Sekans.fasta, scf--= Quality(0-100): 100
4000} - - --oo- P85 [ A TOo A ST EE— EE—
C T . C T | T c . G c . C AT G | G G T A L C
30000 - <= - A SEEER S O RRRr e T SRR T SR e e R Ao e
B zoo 44— A A e A
E T : T T T T T T
540 550 680 700 720 T40 760 T80
81kF.abl—-= Quality(0-100): 17 l
2.000 : |
1.500
C 1om
o0 - -
0
2.000 T8 =
1.500 - - - --- ==~ Foemmnn e rone e R Hg e e e e e e e
. | v loga foiTe. . . . .
1.000f----------- R LR e P PR e e e e deme--
D SO0f- <z === oo TRt R S EEEE Rt o e e e
0 ! ; T ; T T T T
540 550 680 700 720 740 760 T80

Sekil 11: Ornek 81, G>A (heterozigot) degisimi.

(A) KREMENI geni DNA dizisi, “sta.scf” ile ifade edilen sira GenBank’ dan alinan referans
dizi, “-KF.ab1” ile ifade edilen sira ise 0rnegimizin DNA dizi analizi sonucu elde edilen
dizisidir. Ok ve yildiz ile ifade edilen bu bdlgeden anlasilan referans dizide ‘G/G’ seklinde
bulunan allelin 81. 6rnekte heterozigot ‘G/A’ degisimine sahip oldugudur. Tanimli SNP
ifadesi: rs713526 G>A

(B) GenBank” dan KREMENI geninin .FASTA formatinda alinip .scf formatina
dontistiiriilmesiyle programa yiiklenen referans DNA dizi.

(C) KREMENI1 geninde amplifiye ettigimiz bolgenin ileri yonde DNA dizi analizi yapilarak
piklerle de ifade edilmis her bir 6rnege ait DNA dizisi.

(D) Ornek ve referansa ait piklerin gerek yiiksekliklerinin gerekse alanlarmnin kiyaslanmas ile
degisimi nitel olarak ortaya koyan pikleri iceren tablo. (A) bdlmesinde ulasilan sonug¢ bu
tabloda olusan degerlere dayanmaktadir. Pik {izerinde drop ve overloap degerleri de

verilmistir. Drop 0,63, overloap 0,76
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Sekil 12: Ornek 6, G>A (heterozigot) degisimi.
(A) KREMENI geni DNA dizisi, “sta.scf” ile ifade edilen sira GenBank’ dan alinan referans

dizi, “-KF.ab1” ile ifade edilen sira ise 0rnegimizin DNA dizi analizi sonucu elde edilen
dizisidir. Ok ve yildiz ile ifade edilen bu bolgeden anlasilan referans dizide ‘G/G’ seklinde
bulunan allelin 6. Ornekte heterozigot ‘G/A’ degisimine sahip oldugudur. Tanimli SNP
ifadesi: rs713526 G>A

(B) GenBank” dan KREMENI geninin .FASTA formatinda alinip .scf formatina
donistiiriilmesiyle programa yiiklenen referans DNA dizi.

(C) KREMENI1 geninde amplifiye ettigimiz bolgenin ileri yonde DNA dizi analizi yapilarak
piklerle de ifade edilmis her bir 6rnege ait DNA dizisi.

(D) Ornek ve referansa ait piklerin gerek yiiksekliklerinin gerekse alanlarmnin kiyaslanmas ile
degisimi nitel olarak ortaya koyan pikleri i¢eren tablo. (A) bdlmesinde ulasilan sonug¢ bu
tabloda olusan degerlere dayanmaktadir. Pik {izerinde drop ve overloap degerleri de

verilmistir. Drop 0,55 overloap 0,50
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Sekil 13: Ornek 19, G>A (heterozigot) degisimi.
(A) KREMENI geni DNA dizisi, “sta.scf” ile ifade edilen sira GenBank’ dan alinan referans

dizi, “-KF.ab1” ile ifade edilen sira ise 6rnegimizin DNA dizi analizi sonucu elde edilen
dizisidir. Ok ve yildiz ile ifade edilen bu bolgeden anlasilan referans dizide ‘G/G’ seklinde
bulunan allelin 19. 6rnekte heterozigot ‘G/A’ degisimine sahip oldugudur. Tanimli SNP
ifadesi: rs713526 G>A

(B) GenBank” dan KREMENI geninin .FASTA formatinda alinip .scf formatina
donistiiriilmesiyle programa yiiklenen referans DNA dizi.

(C) KREMENI1 geninde amplifiye ettigimiz bolgenin ileri yonde DNA dizi analizi yapilarak
piklerle de ifade edilmis her bir 6rnege ait DNA dizisi.

(D) Ornek ve referansa ait piklerin gerek yiiksekliklerinin gerekse alanlarmnin kiyaslanmas ile
degisimi nitel olarak ortaya koyan pikleri i¢eren tablo. (A) bdlmesinde ulasilan sonug¢ bu
tabloda olusan degerlere dayanmaktadir. Pik {izerinde drop ve overloap degerleri de

verilmistir. Drop 0,52 overloap 0,51
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Sekil 14: Ornek 102, G>A (heterozigot) degisimi.

(A) KREMENI geni DNA dizisi, “sta.scf” ile ifade edilen sira GenBank’ dan alinan referans
dizi, “-KF.ab1” ile ifade edilen sira ise 0rnegimizin DNA dizi analizi sonucu elde edilen
dizisidir. Ok ve yildiz ile ifade edilen bu bolgeden anlasilan referans dizide ‘G/G’ seklinde
bulunan allelin 102. drnekte heterozigot ‘G/A’ degisimine sahip oldugudur. Tanimli SNP
ifadesi: rs713526 G>A

(B) GenBank” dan KREMENI geninin .FASTA formatinda alinip .scf formatina
donistiiriilmesiyle programa yiiklenen referans DNA dizi.

(C) KREMENI1 geninde amplifiye ettigimiz bolgenin ileri yonde DNA dizi analizi yapilarak
piklerle de ifade edilmis her bir 6rnege ait DNA dizisi.

(D) Ornek ve referansa ait piklerin gerek yiiksekliklerinin gerekse alanlarmnin kiyaslanmas ile
degisimi nitel olarak ortaya koyan pikleri i¢eren tablo. (A) bdlmesinde ulasilan sonug¢ bu
tabloda olusan degerlere dayanmaktadir. Pik {izerinde drop ve overloap degerleri de

verilmistir. Drop 0,52 overloap 0,55
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Sekil 15: Ornek 141, G>A (heterozigot) degisimi.
(A) KREMENI geni DNA dizisi, “sta.scf” ile ifade edilen sira GenBank’ dan alinan referans

dizi, “-KF.ab1” ile ifade edilen sira ise 6rnegimizin DNA dizi analizi sonucu elde edilen
dizisidir. Ok ve yildiz ile ifade edilen bu bolgeden anlasilan referans dizide ‘G/G’ seklinde
bulunan allelin 141. 6rnekte heterozigot ‘G/A’ degisimine sahip oldugudur. Tanimli SNP
ifadesi: rs713526 G>A

(B) GenBank” dan KREMENI geninin .FASTA formatinda alinip .scf formatina
donistiiriilmesiyle programa yiiklenen referans DNA dizi.

(C) KREMENI1 geninde amplifiye ettigimiz bolgenin ileri yonde DNA dizi analizi yapilarak
piklerle de ifade edilmis her bir 6rnege ait DNA dizisi.

(D) Ornek ve referansa ait piklerin gerek yiiksekliklerinin gerekse alanlarmnin kiyaslanmas ile
degisimi nitel olarak ortaya koyan pikleri i¢eren tablo. (A) bdlmesinde ulasilan sonug¢ bu
tabloda olusan degerlere dayanmaktadir. Pik {izerinde drop ve overloap degerleri de

verilmistir. Drop 0,67 overloap 0,55
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Sekil 16: Ornek 124, G>A (heterozigot) degisimi.

(A) KREMENI geni DNA dizisi, “sta.scf” ile ifade edilen sira GenBank’ dan alinan referans
dizi, “-KF.ab1” ile ifade edilen sira ise 0rnegimizin DNA dizi analizi sonucu elde edilen
dizisidir. Ok ve yildiz ile ifade edilen bu bdlgeden anlasilan referans dizide ‘G/G’ seklinde
bulunan allelin 124. drnekte heterozigot ‘G/A’ degisimine sahip oldugudur. Tanimli SNP
ifadesi: rs713526 G>A

(B) GenBank” dan KREMENI geninin .FASTA formatinda alinip .scf formatina
dontistiiriilmesiyle programa yiiklenen referans DNA dizi.

(C) KREMENI1 geninde amplifiye ettigimiz bolgenin ileri yonde DNA dizi analizi yapilarak
piklerle de ifade edilmis her bir 6rnege ait DNA dizisi.

(D) Ornek ve referansa ait piklerin gerek yiiksekliklerinin gerekse alanlarmin kiyaslanmas ile
degisimi nitel olarak ortaya koyan pikleri iceren tablo. (A) bdlmesinde ulasilan sonu¢ bu
tabloda olusan degerlere dayanmaktadir. Pik {izerinde drop ve overloap degerleri de

verilmigtir. Drop 0,46 overloap 0,49
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Sekil 17: Ornek 114, G>A (heterozigot) degisimi.

(A) KREMENI geni DNA dizisi, “sta.scf” ile ifade edilen sira GenBank’ dan alinan referans
dizi, “-KF.ab1” ile ifade edilen sira ise drnegimizin DNA dizi analizi sonucu elde edilen
dizisidir. Ok ve yildiz ile ifade edilen bu bolgeden anlasilan referans dizide ‘G/G’ seklinde
bulunan allelin 114. ornekte heterozigot ‘G/A’ degisimine sahip oldugudur. Tanimli SNP
ifadesi: rs713526 G>A

(B) GenBank” dan KREMENI geninin .FASTA formatinda alinip .scf formatina
doniistiiriilmesiyle programa yiiklenen referans DNA dizi.

(C) KREMENTI1 geninde amplifiye ettigimiz bolgenin ileri yonde DNA dizi analizi yapilarak
piklerle de ifade edilmis her bir 6rnege ait DNA dizisi.

(D) Ornek ve referansa ait piklerin gerek yiiksekliklerinin gerekse alanlarinin kiyaslanmas ile
degisimi nitel olarak ortaya koyan pikleri iceren tablo. (A) bdlmesinde ulasilan sonu¢ bu
tabloda olusan degerlere dayanmaktadir. Pik {izerinde drop ve overloap degerleri de

verilmistir. Drop 0,48 overloap 1,00
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4.5. Ayrmtilariyla Hasta ve Kontrol Grubundaki Bireylerin flgili Polimorfizmler
Acisindan Genotip Dagilimlar

Asagidaki tabloda c¢alismaya dahil edilen tiim sizofreni hasta ve saglikli kontrol
grubundaki bireylerin niikleotid degisimlerine gore dagilimlart ayrintili olarak gosterilmistir

(Tablo 19).

Tablo 19: Tlgili polimorfizmler agisindan hasta ve kontrol grubundaki bireylerin genotipleri.

Ayrintilartyla Ornekler ve Genotipleri

Higbir 6rnekte rs116100643 ve rs201088346 degisimine rastlanmamisgtir!

rs713526 G>A polimorfizmi iceren ya da icermeyen ornekler asagida ayrintili olarak
gdsterilmis, heterozigot G>A degisimini igerenler MA VI renk ile golgelendirilerek
isaretlenmistir! Higbir 6rnekte homozigot G>A degisimine rastlanmamistir!

Hasta Grubu Kontrol Grubu

1
11 24
29 27 28
41 43 46 47 48 50 51 53 32 33 35 49
55 58 59 62 64 68 69 70 54 56 61 146
71 72 73 74 75 77 79 82 149 | 153 | 154 | 155
87 89 90 92 94 95 96 97 156 | 157 | 3K | 4K
98 99 100 | 101 | 104 | 106 | 107 | 109 83 4 5 7

110 | 111 | 113 | 115 | 117 | 119 | 120 | 121 8 13 14 15
122 | 123 | 125 | 127 | 129 | 131 | 132 | 133 16 17 18 20

134 | 135 | 136 | 137 | 138 | 139 | 142 | 144 | 21 22 23 30
145 | 147 | 151 IK | 2K 5K 6K 8K 31 34 36

4.6. Sizofreni Hasta ve Kontrol Gruplarina Ait KREMEN1 Geni rs713526 G>A
Polimorfizmi I¢in Genotip Dagihmlar: ve Allel Frekanslar

Tablo 19’ dan da anlagilacagi gibi toplamda 104 hasta ve 51 saglkli kontrol
calismamizda degerlendirilmistir. Bu sonuglara gore hasta ve kontrol grubundaki bireylerin
ayr1 ayrit olmak iizere KREMENI geni rs713526 (G>A degisimi) polimorfizmi agisindan
genotip dagilimlari ve allel frekanslart asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 20).
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Tablo 20: KREMENI geninde rs713526 G>A polimorfizmi agisindan hasta, kontrol ve

toplam (hastatkontrol)’ a gore genotip dagilimlari ve allel frekanslari.

rs713526 icin Genotip Dagilimi rs713526 icin Allel Frekansi
Gruplar
n G/G G/A A/A n G A
Hasta 104 77 (0,74) 27 (0,26) 0 (0,0) 208 0,87 0,13
Kontrol 51 45 (0,88) 6 (0,12) 0 (0,0) 102 0,94 0,06
Toplam® 155 122 (0,79) 33 (0,21) 0 (0,0) 310 0,89 0,11

“Tiim popiilasyonu/6rneklemi (sizofreni hastast + saghkl kontrol) ifade etmektedir.

4.7. istatistiki Degerlendirmeler Sonucunda Elde Edilen Bulgular

Kontrol grubu, hasta grubu ve tiim Orneklem (toplam) ayri ayr1 degerlendirilerek,
KREMENI geninde 1s713526 G>A polimorfizmi agisindan genotip dagilimlarinin bu
poplilasyonlarda Hardy-Weinberg esitligini/oranini/dengesini saglayip saglamadigini test
ettik. Asagidaki tabloda bu dagilimlara ait farkliliklarin istatistiki neticeleri bulunmakla
birlikte, ilgili popiilasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiklar1 da gosterilmistir
(Tablo 21).

Tablo 21: Popiilasyonlarin rs713526 polimorfizmi (G>A degisimi) acisindan genotip

dagilimlarinin Hardy-Weinberg esitligi degerlendirmesi.

rs713526 icin Genotip Dagilimi Hardy-Weinberg (H-W)

Gruplar Degerlendirmesi
n G/G G/A A/A X p-degeri’  H-W'
Hasta 104 77 (0,74) 27 (0,26) 0 (0,0) 2,31 0,13 dengede
Kontrol 51 45 (0,88) 6 (0,12) 0 (0,0) 0,2 0,65 dengede
Toplam 155 122 (0,79) 33 (0,21) 0 (0,0) 2,2 0,14 dengede

Tp>0, 05 olmasi durumunda popiilasyonda Hardy-Weinberg (H-W) dengesi vardir.

Tablo 21’ den de anlasilacagi gibi, ilgili genotip dagilimlar i¢in tim popiilasyonlar
Hardy-Weinberg dengesini saglamaktadir.

Sizofreni hasta grubu ve saglikli kontrol grubu, rs713526 G/A polimorfizmini tagimalari
acisindan kiyaslandiginda, sizofreni hastasi bireylerin kontrol grubundaki bireylere gore

(G/A) heterozigot genotipini daha yliksek oranda tasidigi gorilmiistiir. Sizofreni grubunda

62



G/A genotipine %26 oraninda, saglikli kontrol grubunda ise %12 oraninda rastlanmis olup

istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (P=0,042).

Tablo 22: KREMENI geninde rs713526 G>A polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol

gruplarinin birbiriyle karsilastirilmasinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

rs713526 G>A icin Genotip Dagilimi Istatistiki DegerlendirmeT
Gruplar :
n G/G G/A X? p-degeri
Hasta 104 77 (0,74) 27 (0,26)
4,12 0,042
Kontrol 51 45 (0,88) 6 (0,12)

*Polimorfizm (G/A genotipi) bir hastalik etkeni olarak diisiiniildiigiinde, sizofreni hasta ve
saglikli kontrol bireylerde goriilme orani farkliliginin istatistiksel olarak degerlendirilmesi. P
degerinin %95 giiven araliginda 0,05 den kiiglik ¢ikmas1 iki grup arasindaki bu farkliligin

istatistiki olarak anlamli oldugunu ifade etmektedir.
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5. TARTISMA

Sizofreni [OMIM 181500] belirtileri genellikle ge¢ adolesan veya erken yetiskinlikte
baslayip ¢ogunlukla hayat boyu devam eden ve diinya ¢apinda toplumun yaklasik %0,5-1" ini
etkileyen kronik, giigten diisiiriicli psikotik ve ciddi bir bozukluktur (1). Arastirmalar sizofreni
hastalarinin {i¢te birinin hayatlar1 boyunca bir veya daha ¢ok kez intihar girisiminde
bulunduklarin1 ve sizofreni hastalarinin yaklagik %5-10" unun intihar sonucunda hayatini
kaybettigini ortaya koymustur (1,3,126,127). Sizofreni hastalarinda yasam siireleri %20 daha
kisadir (128). Psikiyatrik hastaliklar arasinda sizofreni en sakatlik verici hastalik olup, ruh
saglig1 servislerinde uzun siire yatish tedavileri gerektirebilir. Ornegin, hastanelerdeki
psikiyatri servislerindeki tiim yataklarin yaklasik %25’ ini sizofreni hastalar1 doldurmakta ve
klinige basvurularin %50 sini bu hastalar olusturmaktadir. Bu denli ciddi ve toplumun
biitiiniinii hem ekonomik hem de ruhsal yonde olumsuz etkileyen sizofreni hastaliginin bir de
yiiklii bir tedavi masrafi vardir. Ornegin, sizofreni hastaliginin Amerika’ daki toplam tedavi
maliyetleri iilke genelinde yaklasik 45 milyar Amerikan Dolar1 (1994 yili icin), Biiyiik
Britanya’ daki ise yaklasik 2.6 milyar sterlin oldugu tahmin edilmektedir. Ekonomik ve sosyal
maliyeti bir araya geldiginde, sizofreni diinyanin en sakatlik veren on hastaligindan biri halini
almaktadir (2).

ikiz calismalarindan edinilen bilgilere gore, sizofreni yaklasik %80 oraninda genetik
gecislidir (bu oran kalga eklemi osteoartritinde yaklasik %60 iken, hipertansiyon hastaliginda
ise %30-50 arasindadir) (12). Bu ylizden bu genetik gegiste rol oynayan, dolayisiyla hastaliga
neden olabilecek genetik unsurlar (genler ve gen iirlinleri gibi) son yillarda yogun anlamda
arastirilmaktadirlar. Akrabalik, ikiz ve evlat edinme ¢alismalari ile sizofreninin bu derece
genetik bir hastalik oldugunun anlasilmasindan sonra arastirmacilar genetik biliminin
temellerini olusturan genler iizerine odaklanmislardir. Hastaligin ortaya ¢ikisi ile ilgili genetik
calismalardan elde edilen veriler sizofrenide erken beyin gelisiminin etkilendigini
gostermektedir. Sizofreni ile iligkisi olan yapisal genlerin ¢ogunun ndronal proliferasyon, gog
veya sinaps olusumu ile ilgili norogelisimsel genler oldugu gosterilmistir (78). Ayrica
bununla paralel olarak da asagida sayilan nedenlerden 6tiirli de sizofreninin ndérogelisimsel bir
hastalik oldugu daha da netlesmistir:

s Sizofreni gelistiren ¢ocuklarda gelisimsel siire¢ boyunca prefrontal olarak asir1 eksitator
sinaptik budanma ve inhibitor sinapslar agisindan da noronlar arasit diismiis aktivite

dikkat cekmektedir. Boylece sizofrenide prefrontal kortekste gelisimsel siire¢ boyunca
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eksitator-inhibitor denge bozulmus olur. Ayrica miyelinizasyonda da azalma dikkati
¢eken unsurlardandir (73)

Cocukluk cag1 sizofreni hastasi beyin goriintiilleme calismalarina gore Gri Madde
kaybinin sizofrenili ¢ocuklarda saglikli akranlarina gore c¢ok daha fazla oldugunu
gosterilmistir (74)

Sizofreni hastalarinda akuadukt stenozu, araknoid ve septal kistler, korpus kallozum
agenezisi ve yoklugu, normal yapisal serebral asimetriler gibi erken beyin gelisiminde
goriilen morfolojik anormallikler daha yiiksek oranda goriilmektedir(75)

fleride sizofreni olacak ¢ocuklarda IQ’ nun erken yaslarda ve devamli olarak diistiigii
gosterilmistir (77)

Beyin gelisimini diizenleyen DISC1 ve NRGI gibi genlerin pre ve perinatal fare
beyinlerinde susturulmasi bu canlilarda erken yetiskinlik doneminde sizofrenideki gibi
norokimyasal ve davranigsal bozukluklara neden olmustur (79)

Sizofreni genetigi ile otizm ve diger farkli norogelisimsel hastaliklarin genetik yapisi
ortiismektedir (80,81)

Yukarida nedenleriyle anlatildigi gibi sizofreni noérogelisimsel bir hastaliktir ve

asagidaki kanitlardan da anlagildigi gibi bu norogelisimsel siireci gen ekspresyonundaki

degisiklikleriyle Wnt sinyal yolag1 diizenler (90-92,95).

>

Whnt sinyal yolaginin anahtar bilesenlerinden biri GSK-3 enzimidir (96,97) ve sizofreni
hastalarinin post-mortem prefrontal korteksinde GSK-38 mRNA seviyesi %36, GSK-3f3
protein seviyesi %41 ve GSK-3 aktivitesi de %45 oraninda diismektedir (98-100)
Sizofreni hastalarinin post-mortem hipokampiisinde Wnt sinyal yolaginin onemli
bilesenlerinden olan sitoplazmik B ve y-katenin seviyesi diismekte (95) ve Wnt-1" in
ekspresyonu artmaktadir (101)

Sizofrenide antipsikotikler ve psikomimetikler direk Wnt sinyal yolagimi etkilerler
(61,102).

Yukarida anlatilan nedenlerden 6tiirii sizofreniyi norogelisimsel bir hastalik olarak

kabul edip Wnt sinyal mekanizmast iizerine arastirma yapmayi tercih ettik. Ozellikle bu sinyal

yolaginin elemanlarindan olan KREMEN gen ailesi ve proteinleri sinyal mekanizmasin ¢ift

yonli (pozitif ve negatif) kontrol etmesinden dolay1 dikkatimizi ¢ekti. Ayrica sizofreni igin

yapilmis olan bir genetik baglant1 analizi ¢alismasinda KREMENI genini de igeren 22q12-

ql3.1 bolgesinin bu hastaliga yatkinlik i¢in énemli oldugu vurgulanmisti (115). Ayrica fare
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embriyosu gelisimsel siirecinde iki KREMEN geninin expresyonunun incelendigi bir
calismada, KREMEN2 ye gore KREMENI geninin beyin ve noron gelisimi ile ilgili
asamalarda daha 6n planda oldugu gosterilmisti (116). Son olarak da, Japon popiilasyonunda
yapilmis bir allel-temelli genetik iliski ¢alismasinda KREMENTI genindeki bir SNP’ in
(rs713526) (117) sizofreni riskini modiile edebilecegi rapor edilmisti (118).

Bu nedenlerden otiirii biz de sizofreni hastaligryla KREMENT1 geninin yakindan iliskili
olabilecegini diislinlip daha once bu gen lizerinde tanimlanmis rs713526, rs116100643 ve
rs201088346 SNP’ lerini iceren gen dizisi bdlgesini PCR ile amplifiye edip dizi analizi
yaptik. Sizofreni olgusu (n=104) ve saglikli kontrol (n=51) gruplarindan olusan 6rneklemde,
dizi analizi sonuglarina gore genotipler belirlendi ve allel frekanslari hesaplandi. Ardindan
KREMENI geninin ilgili bolgesindeki varyasyonlar, sizofreniye yatkinlik i¢in etken olarak
diisiiniilen genotipler bakimindan istatistiksel degerlendirmeler yapildi.

Amplifiye ettigimiz bu bolgede literatiirde daha Once tanimlanmis iki varyasyona
(rs116100643 ve rs201088346) bizim Orneklemimizi olusturan sizofreni hasta ve saglikli
kontrol  Orneklerinde  rastlanmamistir.  Popiilasyon  genetigi  caligmalarinda  da
[1000Genomes(129) ve HapMap(130)] diinya ¢apinda bu varyasyonlar ¢ok nadir gézlenmistir
(6rnegin rs116100643 [C>T] de “T” allel frekans1 0.01 dir).

Nispeten yaygin olan rs713526 G>A polimorfizmi bizim 6rneklemimizi olusturan
sizofreni hasta ve saglikli kontrol gruplarinda da farkli oranlarda ve yaygmn sekilde
rastlanmistir. Biz rs713526 G>A polimorfizmi ile ilgili kendi 6rneklemimizden elde ettigimiz
tiim verileri diger ¢alismalar ile de kiyaslayarak degerlendirdik. Asagidaki tabloda rs713526
G>A polimorfizmi agisindan diinyada tespit edilen allel oranlar1 ile (1000Genomes ve
HapMap dan elde edilen veriler ve tabil ki sizofreni hastasi olmayan ve se¢ilmis saglikl
kontrol gruplar1) bizim saglikli kontrol ve sizofreni grubumuzda tespit ettigimizin oranlarini

karsilastirdik (Tablo 23).
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Tablo 23: rs713526 G>A polimorfizmi i¢in saglikli kontrol ve sizofreni hasta bireylerde

saptadigimiz  allel frekanslarinin diinya capindaki saglikli popiilasyonlardakiler ile

kiyaslanmasi.
rs713526 G>A polimorfizmi icin allel frekanslar
Diinya Capinda™ Tiirkiye, Saglikli Kontrol Tiirkiye, Sizofreni Hasta
(n=1092) (n=51) (n=104)
‘ » A %13 ‘ » A: %6 ‘ » A %13

G: %87 G: %94 G: %87

TVeri 1000 Genomes ve HapMap gibi kapsamli ve tiim genom popiilasyon genetigi projelerinden elde
edilmistir. Diinya capindaki c¢esitli etnik guruplardan secilmis sagliklt bireylerde tiim genom
sekanslamas ile varyasyonlar ortaya koyulmustur (129,130).

Yukaridaki tabloda “Diinya Capinda” ifadesiyle verilmis allel frekanslar1 18 etnik
grubun toplam ortalama allel frekansini ifade etmektedir. Ancak etnik gruplar arasinda bu
varyasyon icin allel frekanslar agisindan biiyiik farkliliklar da vardir. Ornegin Afrika daki
etnik gruplar bu varyasyonu daha yliksek oranda (allel A: %34, G: %66) tasirken, Avrupa
daki etnik gruplar ise bu varyasyonu daha diisiik oranda (allel A: %1, G:%99) tasimaktadirlar
(129,130). Bizim 6rneklemimizi olusturan bireyler tiim Tiirkiye’yi temsil etmese de (daha
ziyade ege bolgesi), saptadigimiz allel frekanslar1 diinya ortalamalarina uymaktadir. Ancak
kontrol grubu i¢in uymamaktadir. Bu nedenle kesinlikle kontrol grubundaki 6rnek sayisinin
arttirllmasi gerekmektedir.

Ayrica literatiirdeki sizofreni i¢in yapilmis olan bir genetik baglant1 analizi ¢alismasinda
KREMENI genini de igeren 22q12-q13.1 boélgesinin bu hastaliga yatkinlik i¢in 6nemli oldugu
vurgulanmisti (115). Bununla birlikte Japon popiilasyonunda yapilmis bir allel-temelli genetik
iligki c¢alismasinda (6rneklemi >3000 birey olan vaka-kontrol c¢alismasi) KREMENI1
genindeki bir SNP’ in (rs713526) sizofreni riskini modiile edebilecegi rapor edilmisti (4 alleli
icin p=0,009) (118). Bizim c¢alismamizda da rs713526 G>A polimorfizmi sizofreni hasta
grubunda saglikli kontrole gore daha yiliksek oranda gézlendi. Ancak, hasta grubunda minor

allel olan A’ nin frekanst %13 iken, saglikli kontrol grupta %6 olmasina ragmen, bu
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frekanslar acgisindan hasta ve kontrol gruplar arasinda istatistiksel agidan bir farklilik yoktur
[p=0,06].

Ayrica, sizofreni hasta grubu ve saglikli kontrol grubu rs713526 G>A polimorfizmini,
heterozigot G/A genotipi seklinde tasimalar1 agisindan kiyaslandiginda, sizofreni hastasi
bireylerin kontrol grubundaki bireylere gore bu genotipi (G/A) daha yiiksek oranda tasidigi
goriildi. Sizofreni grubunda G/A genotipine %26 oraninda, saglikli kontrol grubunda ise %12
oraninda rastlanmis olup istatistiki bakimdan anlamli bir fark vardir (P=0,042). Bu bakimdan
degerlendirildiginde buldugumuz veriler yukarida bahsedilen literatiirleri destekler
niteliktedir. Her ne kadar Japon popiilasyonunda yapilan bu allel-temelli iligski analizinde
orneklem bizimkinden daha genis olsa da (>3000 &rnek), Tiirk popiilasyonu (n=155, 104
sizofreni hasta, 51 saglikli kontrol) olarak farkli bir etnik yapiya sahip 6rneklemde de benzer
bulgulara ulagsmak hipotezimizi desteklemektedir.

Diger taraftan, aragtirmamizda DNA dizi analizini yaptigimiz gen bolgesi KREMEN1
geninin intronik bolgesindedir. Glinlimiizde genlerin intronik bolgelerinin de oldukca islevsel
oldugu bilinmektedir. Daha 6nce de belirtildigi gibi genin yedi farkli transkripti bulunmaina
ragmen bunlardan dort tanesi inceledigimiz varyasyonlar1 kapsayan gen bdolgesini
icermektedir. Dikkat c¢ekici SNP olan rs713526 bu transkriptlerden ikisinde genin 3’
bolgesindeki sekans varyant (downstream gen varyant) olarak, bir transkriptte intron iginde
meydana gelen bir transkript varyant (intron varyant) olarak, son olarak da bir tanesinde
(ENST00000479755) kodlanmayan RNA’da (non coding RNA) bulunan bir transkript
varyant (kodlanmayan RNA varyant) olarak bulunur. SNP’ in intron varyant olarak bulunmasi
RNA siplaysing (splicing) mekanizmasina etki etmesi bakimindan, kodlanmayan RNA
varyant olarak bulunmasi da transkript siirecinin yonlendirilmesine etki etmesi ve fonksiyonel
RNA molekiillerinin (6rn. miRNA, tRNA, rRNA gibi ncRNA’ larin) yapisina etki etmesi
bakimindan 6nemli olabilir. KREMENTI genindeki bu SNP’ in (rs713526) yukarida sayilan
yapisal unsurlari etkilenesi, bu unsurlar ile idare edilen sinyal yolaklarinin ndrogelisimsel

stirece katkisin1 bozarak sizofreni hastaligina yatkinlik sagliyor olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sizofreni belirtileri genellikle ge¢ adolesan veya erken yetiskinlikte baglayip cogunlukla
hayat boyu devam eden ve diinya capinda toplumun yaklasik %0,5 ila %]l ini etkileyen
kronik, giicten diisiiriicii ciddi ruhsal bir bozukluktur. Hastalik diinya ¢apinda 24 milyondan
fazla kisiyi etkilemektedir. Sizofreni hastalar1 okul, is, aile ve tiim sosyal yasantilarinda ciddi
sikintilar ile karsilagirlar. Hastalarin umulan yasam siireleri normal bireylere gore %20 daha
kisadir. Tedavi masraflari ile birlikte de hastalik toplumlara oldukg¢a fazla bir yiik olusturur.
Ikiz ve evlat edinme ¢alismalarindan elde edilen veriler hastaligin yaklasik %80 oraninda
genetik gecisli oldugunu ortaya koymaktadir. Hangi genlerin sizofreninin patogenezine
ozellikle katki sagladiginin aragtirilmasiyla es zamanli olarak hastaligin temellerine dair
hipotezlere yonelik ciddi kanitlar da ortaya koyulmustur. Bu bakimdan giinlimiizde bir¢ok
arastirmact tarafindan kabul edilen diisiince sizofreninin norogelisimsel bir hastalik
oldugudur. Pre ve peri-natal donemden itibaren genler tarafindan regiile edilen sinyal
mekanizmalarinin islevlerindeki bozukluklar nedeniyle hastaligin ilerleyen yillarda kendini
gosterdigi diisiiniilmektedir. Bir¢ok arastirmadan elde edilen veriler nérogelisimde ¢ok 6nemli
bir yeri olan Wnt/B-katenin sinyal yolagmin sizofreni patogenezinden sorumlu olabilecegini
gostermektedir. Biz arastirmamizda bu sinyal yolagini iki yonlii (hem pozitif hem de negatif)
ve oldukca efektif sekilde etkileyen bir gen olan KREMENI’ i inceledik. Orneklemimizi
olusturan sizofreni hasta (n=104) ve saglikli kontrol (n=51) grubundaki bireylerde
KREMENI geninin incelemek istedigimiz SNP’leri (rs713526, rs116100643 ve
rs201088346) igeren bolgesini PCR’ da amplifiye edip DNA dizi analizi yaptik. Ayrica daha
once literatiirde o bolge i¢in dizayn edilmis bir primer ¢ifti bulunmadigindan, ilk kez
tarafimizdan primerler dizayn edildi ve optimize edilmis oldu. Buna ek olarak, bu aragtirma
KREMENI geni ile ilgili Tiirkiye’ de yapilan ilk aragtirmadir.

Arastirmada sonug olarak, yaygin olmayan rs116100643 ve rs201088346 SNP’lerine
orneklemde rastlanmayip, nispeten yaygin olan rs713526 G>A polimorfizmi agisindan
popiilasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu anlasildi. Bu arastirmadan elde edilen en
onemli sonug ise, sizofreni hasta grubu ve saglikli kontrol grubunun rs713526 G>A
polimorfizmini heterozigot G/A genotipi seklinde tasimalar1 acisindan kiyaslandiginda,
sizofreni hastasi bireylerin kontrol grubundaki bireylere gore bu genotipi (G/A) daha yiiksek

oranda tagidigidir. Sizofreni hasta grubunda G/A genotipine %26 oraninda, saglikli kontrol
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grubunda ise %12 oraninda rastlanmis olup, bu bakimdan her iki grup arasinda istatistiki
bakimdan anlaml1 bir fark vardir (P=0,042).

Bu veriler ile birlikte tezin basinda siralanan amag ve hedeflere eksiksiz sekilde ulasildi.
KREMENI geninde bulunan rs713526 G>A polimorfizminin sizofreni hasta grubunda
saglikli kontrole gore daha yliksek oranda bulunmasi, bu genin ve barindirdigi bu
varyasyonun norogelisimsel bir hastalik olan sizofreni i¢in risk teskil ettigi ve sizofreniye
yatkinlikla iligkisinin oldugu hipotezimizi destekler niteliktedir.

Sonug olarak yaptigimiz arastirma bir g¢esit allel-temelli genetik iliski ¢alismasi olup,
KREMENI genindeki rs713526 G>A polimorfizminin literatiirle parelel sekilde Tiirk
popiilasyonunda da sizofreni riskini modiile edebilecegi gosterildi. Sizofreniyle iligkili
olabilecek bu varyasyon ile diger genlerin ya da varyasyonlarin hastaliga etkisi birlikte
degerlendirilerek daha ileri genetik ve molekiiler biyolojik caligsmalar yapilmalidir.
Sonuglarimiz sizofreninin bu lokus ile iliskisini vurgulamakta fikir verici olsa da, daha farkli
etnik gruplardaki bireylerden olusan ve kalabalik bir orneklem ile bu arastirma

tekrarlanmalidir.
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BZKUTUR Mikrobiyoloji l[;dalijrobzyolojl Anabilim Kadmn | E[] H A l/w
. DEU Tip Fakilltesi -
Dog.Dr.Isil TEKMEN gs;‘;]i"-&;'_’i Histoloji ve Embriyoloji Kadm |E[] |HEX Qfﬁ/
o) Anabilim Dali {
D.E.U Hukuk Fakiiltesi e
Prof.PhD.Meltem H =
Kutlu GORSEL Hukuk ]I;ia:e Hukuku Anabilim Kadm |E[J |HK - 7(\_,:7
ali ~
Ihsan CELIKDEMIR Saglik mensubu 75. Y11 Ozel Ilkégretim = .
olmayan tiye Okulu Madar Yrd. Erkek |E[] |HIR | - ZZece—r

Dokuz Eylal Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu
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EK 2: Marker’ lar

M;: 100 bp marker (RBC)

§ 3

8 & 8 8 3yy8sy 8 8y

g 8 8 §8Y888

8

100bp Ladder DNAMarker

{100 bp-2000bp)

bp ng/10ul

Real Biotech Corportion

M;: 100 bp marker (FERM.)

bp ng/0.5pg %

1000 45 9
900 45 9
800 45 9
— 700 45 9
— 600 45 9
— 500 115 2
— 400 40 8
— 300 40 8
— 200 4D 8

|

-
o
o
ey
Q
[os]

1.7% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/cm, 1 h

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

bp

= — 1000

g — 000

Lol — 500

— BN

Lol — 600

— 500

— 400

— 300

— 200
=
=
<
=
=)

= —100
s
S

0.5 pg/lane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8 V/cm, 3 h
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EK 2: Marker’ lar (devam)

M3:

50 bp marker (FERM.)

2.5% TopVision™ Agarose (#R0491)

GeneRuler” 50 bp DNA Ladder

bp_ng/0.5pg %

1000 30 6
900 30 6
800 30 6
700 30 6
600 30 ]
50 75 15
00 30 6
300 30 6
%0 75 15
00 35 7
150 35 7
00 3B 7
50 35 7

0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/iem,1h

5% polyacrylamide

0.5 pg/lane, 20 cm length gel,
1X TAE, 8Vfem, 3 h
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