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OZET
SIZOFRENI HASTALARINDA SEROTONIN
TASIYICI GEN POLIMORFIZMi

Sizofreni genetik temeli olan, genellikle ergenlik ¢aginda baslayan, yasam boyu
yayginligt %1 olan, kronik seyirli, sanrt ve varsamlarla karakterize olan bir
bozukluktur. Aile, ikiz ve evlat edinme ¢aligmalar1 hastaligin genetik etiyolojisini
desteklemektedir.

Norotransmitterlerin monoaminerjik grubu, bunlarin reseptorleri, geri alim
genleri gizofreni patogenezinde rol oynamaktadir.

Serotonin davramglar, uyku, mizag, varsam ve depresyon gibi durumlardan
sorumlu bir norotransmitterdir. Serotonin tagiyict gen polimorfik yapida olup,
serotonin taginmasindaki rolii nedeniyle psikiyatrik bozukluklarin etiyolojisinde
6nemli bir rol oynadig1 6ne striilmektedir.

Bu ¢alismada sizofreni hastalarinda serotonin tastyici genin transkripsiyonel
kontrol bolgesindeki“degisken sayida ardisik tekrar” (Variable Number of Tandem
Repeats:VNTR) ve 5-HTT Gene-linked Polimorphic Region (5-HTTLPR)
varyantlarinin polimorfizmi aragtirildi. Caligmaya DSM-IV tant kriterlerine gore
tamis1 konmug 55 gizofreni hastasi ve 32 saglikli gontllii kontrol alindi. Hasta ve
kontrol bireylerinden alinan kanlardan tuz ¢oktiirme yontemine gore DNA’lar elde
edildi. Serotonin tagiyici geni polimorfizminin alelleri polimeraz zincir reaksiyonu
yontemiyle belirlendi. Serotonin tagiyict geni intron 2 VNTR polimorfizmine gore
12/12, 12/10, 10/10, 12/9 genotiplerinin hastalardaki dagilimi siras: ile %47.3,
%47.3, %3.6, %1.8; kontrol bireylerinde ise %46.9, %46.9, %6.3 olarak belirlendi.
5-HTTLPR polimorfizmine gore L/L, L/S ve S/S genotiplerinin hastalardaki dagilimi
sirast ile %30.9, %41.8, %27.3; kontrol gruplarindaki dagilimi ise %28.1, %50.0,
%21.9 olarak belirlendi. SERT geni polimorfizmine ait genotip dagilimi hasta ve
kontrol bireyleri arasinda kismen farklilik gostermesine kargin, bu farklihgin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 sonucuna varilds.

Sonug¢ olarak, sizofreni hastaligmin etiyolojisinde rol alabilecek cesitli risk
etkenleri ve diger genlerle birlikte yapilacak bir galiyma ile saglikli sonuglar elde
edilebilir. Ayrica 6rnek sayist artirtlarak serotonin tagtyict gen polimorfizmi ile diger
norotransmitter genlerine ait polimorfizmlerin  sizofreni izerine . etkileri
aragtirilmalidir.

Anahtar sozciikler: Sizofreni, serotonin tagiyici gen, VNTR, HTTLPR,

polimorfizm.
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ABSTRACT

SEROTONIN TRANSPORTER GENE POLYMORPHISM IN PATIENTS
WITH SCHIZOPHRENIC DISORDERS

Schizophrenia is common disorder with proven genetic basis but complex mode
of inheritance. Onset is generally during adolesance with a lifetime morbid risk being
approximately 1% in the general population Aconstellation of features including
hallucations and delusions charecterize. Twin and adoptation studies as well as

familial clustering have supported a genetic etiology of this illness.

The monoaminergic group of neurotransmitters, their reseptors and the genes
involved in their uptake may all play an important role in the pathogenesis of

schizophrenta.

Serotonin is important neurotransmitter that governs some of the behavioural
aspects like sleep, moods, hallucinations and depression. The serotonin transporter
gene plays an important role in the serotonin uptake in to neurons and this gene is
considered to be promising candidate for genetic involvement in psychiatric
disorders owing to its role in the regulation of serotoninergic neurotransmission. This

gene shows genetic polymorphism.

In this study the relationship between the frequency of the different aleles
of the S-HTTLPR and VNTR variant of the 5-HTT gene was investigate. We studied
the S-HTTLPR and VNTR variant of the S-HTT gene in 87 subjects whom 55 were
unrelated and strictly met DSM-IV criteria for schizophrenia and 32 were healty and
unrelated controls. Blood samples were isolated following the precipitation in the
presence of salts. SERT gene aleles were determined using polymerase chain
reaction method. Based on the intron 2 VNTR polymorphism of SERT gene, the
distribution of 12/12, 12/10, 10/10 and 12/9 genotypes were found as,47.3%, 47.3%,
3.6% and 1.8% in patientswhereas this genotype distribution in control group was
46.9%, 46.9% and 6.3% respectively. According to 5S-HTTLPR polymorphism, the
distribution of L/L,L/S andS/S genotypes were found as 30.9%, 41.8%, 27.3% in
patients whereas this genotype distribution in control group was 28.1%, 50.0%,
21.9% respectively. Despite the fact that the genotype distribution of SERT gene
poliymorphism in patients and control group seemed to be different from each other,

this difference was not found to be staistically significant.

v



In conclusion, a genetic study involving various risk factor and genes playing
important role in the etiology of schizophrenia may lead to statistically significant
data. Furthermore, the synergistic effect of SERT polymorphism and the
polymorphism of other neurotransmitter genes must be investigated increasing the

number of the samples.

Key words: schizophrenia, serotonin transporter gene, VNTR, HTTLPR,

polymorphism.
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I. GIRIS VE AMAC

Sizofreni bir ¢ok davranig ve diigiince bozukluguna neden olan, beynin yapisi,
fizyolojisi ve kimyésmda onemli degigikliklerin oldugu psikiyatrik bozukluklardan

biridir,

Bir¢ok toplumsal ve biyolojik etkenin sizofreni ile iligkisi aragtiriimis,
etiyolojisi konusunda kuramlar 6ne sturulmiigtir. Sizofreniden etkilenen ailelerde
hastalanma riski belirlenmig, hastalarin akrabalari ile kontrol grubu genel
populasyonla kargilagtirilmig, yakinlarinin genel popiilasyona gore daha yiiksek bir

duyarliliga sahip olduklart bulunmugtur.

Mendelian gegis olmasa da, sizofrenide aile, evlat edinme ve ikiz galigmalarinin

bulgularina gore, genetik olarak hastaliga yatkinligin gegtigi dugtiniilmiistiir.

Norobiyolojik baglanti ¢aligmalarinda da sizofreninin dopamin ve serotonin
reseptorleri ile iligkileri belirlenmeye c¢aligilmigtir. Prefrontal kortekste serotonin
reseptor yogunlugu kontrollere gore disuk, tedavi edilmemis olgularda ise kanda ve

trombositlerde yiiksek oranda oldugu bulunmusgtur.

Serotonin, davranig kontrolii, anksiyete, agresyon, gastrointestinal sistem
motilitesi ve vaskuler rezistansin diizenlenmesinde 6nemlidir. Serotoninin sinaptik
araliktan presinaptik aralifa geri alinmasinda rol oynayan serotonin tagtyict genin de

psikiyatrik bozukluklarin etiyolojisinde 6nemli oldugu ileri stiriilmiistiir.

Serotonin tastyict geninin “degisken sayida ardigik tekrar” (Variable Number of
Tandem Repeats:VNTR) ve 5-HTT Gene-linked Polimorphic Region (5-
HTTLPR)’yi igeren polimorfizminin major depresyon, bipolar affektif bozukluk,

anksiyete ve otizm gibi ruhsal bozukluklarla iligkili oldugu gosterilmistir.

Serotonin tagtyict geni ile ilgili olarak sizofreni hastalarinda ' yapilan
polimorfizm ¢aligmalarinda ise, bazt popiilasyonlarda anlamli sonuglar elde

edilmistir. Bu nedenle Sivas bolgesinde yasayan sizofreni hastalarinda serotonin



tagtyici geni polimorfizmi ile sizofreni arasinda iligki olup olmadiginin arastirilmasi

distnilmustir.
Bu ¢aligmanin amaglari sunlardir;

1. Sivas bolgesinde yasayan sizofreni hastalarinda serotonin tagiyici geninin

sizofreni ile iligkisinin olup olmadigini aragtirmak,

2. Serotonin tagiyici geninin polimorfizmi ile sizofreniye yatkinlik olup

olmadigini aragtirmak,

3. Olas1 gen mutasyon analizini belirlemektir.



II. GENEL BILGILER
IL.1. SIZOFRENI HAKKINDA GENEL BILGILER

Sizofreni, iglevselligin 6nemli derecede bozuldugu, duygu, disiince ve davranig
bozukluklarinin gorildugi psikotik belirtilerle belirli, nedenleri bilinmeyen bir
bozukluktur. Bu durum kroniktir ve genellikle prodromal doénem, sanri veya
varsanilar ya da her ikisinin oldugu aktif dénem ve bozuklugun remisyonda oldugu

rezidiiel donemleri vardir (1).
II.1.1. Sizofreninin Tarihgesi

Eski ¢ag Sanskrit yazilarinda ve Hipokrat okuluna bagli eski Yunan
hekimlerinin yazilarinda sizofreni belirtilerine benzer belirtiler gosteren ruh

hastaliklarinin tanimlandig: bildirilmektedir (2).

Sizofrenide belirtilerin bilimsel olarak ele alinigi 19. ylizyil ortalarinda baglar.
1860’da Morel bu hastalifa “demence precoce’ (erken bunama) adini vermis,
ergenlik doneminde bagladigini ve yikima neden oldugunu vurgulamistir. 1871°de
Hecker “‘hebefreni’’yi, 1874’de Kahlbaum ‘‘katatoni’’yi tanimladiktan sonra,
1896’da Krapelin bu iki hastalik tipine paranoid ve basit tipleri ekleyerek hepsini
“demantia praecox’’ tamist altinda toplayarak ilerleyici zihinsel yikimi vurgulamak
istemigtir. Eugen Bleuler 1911°de yaymladigt ‘‘Demantia Praecox veya Sizofreniler
Grubu’’ adli kitab: ile bu hastalik i¢in zihnin yarilmasi anlamina gelen “sizofreni’’
teriminin kullanilmasini Onermigtir. Kurt Schneider ise, ‘‘birinci sira belirtileri’’
kavramini 6ne siirmiig ve bu belirtilerin gizofreni igin kesin tani koydurucu oldugunu

savunmustur (2-6).

Sizofreni kavramuna iligkin tarihi tartigmalar 1980’lerdeki epidemiyolojik
calismalara kadar stirmistir. Amerikan Psikiyatri Birligi (APA) tarafindan 1980°de
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM)-III, resmi
siniflandirma sistemi yayinlanmig ve Kurt Schneider’in gorislerinden biyiik dlgiide

etkilenmigtir (3,4).



Sonug olarak, DSM-III ile tan1 dlgiitleri digina itilen Bleuler’ci kavramlar, daha
sonra ayrintili tanimlamalarla aragtirma olgeklerine donistiiriilerek tekrar klinik
degerlendirme strecine alinmig, 1994 yilinda yayimlanan DSM-IV sizofreni tant

olgiitleri arasinda negatif belirtilere de yer verilerek bu donis resmilestirilmistir (3).
I1.1.2. Epidemiyoloji

Sizofreni her toplumda sik gorillen ruhsal bozukluklardandir. Fakat gercek
siklig1 ve yayginligi tizerine veriler oldukga degigiktir. Caligmalarda temel sorun tani

olgutleri ile ilgilidir (2,4,7).

PR,

Siklik oranmin %0.04-%0.7 arasinda degistigi kabul edilir. On bes yasindan
biiytiklerde siklik orant %60.0.3-%0.012 arasinda bildirilmigtir. ABD’de yapilmis olan
¢aligmada bir yillik siklik oranlari %0.011-%0.70 arasinda bulunmugstur. Diinya
Saglik Orgitiniin cesitli iilkelerle yaptig1 ortak ¢alismada sizofreninin yillik siklik
oraninin endiistrilesmis toplumlarda %0.016-%0.28 arasinda degistigi bulunmustur.
Diinya Saglik Orgliti verilerine gore Avrupa ve Asya’da siklik orani %0.085’tir
2,7.

Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan Epidemiyolojik Alan Tarama
Caligmasinda (ECA) yasam boyu yayginlik orani %1.3 bulunmustur. Kendler ve
Walsh yasam boyu yayginlik oranini erkeklerde %0.54, kadinlarda %0.28, Dogan ve
arkadaglart Sivas’ta bu orant %0.5 olarak bulmugtur. Herhangi bir yilda tiim

populasyonun %0.025-%0.05’1 gizofreni tedavisi gérmektedir (7,8).
I1.1.3. Etiyoloji

Sizofreninin belirti ve sonlanma bigimlerindeki ¢egitlilikten dolayi, tek bir

etkenin sizofreni hastalifini ortaya ¢ikardigini sdyleyebilmek olast degildir (8).
I1.1.3.1. Stres-diatez modeli

Stres-diatez modeli biyolojik, psikososyal ve gevresel etkenlerin sizofreni

belirtilerinin geligmesine yol agtigini1 savunmaktadir (4,8,9).



11.1.3.2. Genetik etkenler

Sizofreni etiyolojisinde genetigin roli ve bunun ailesel bir yatkinlik yaratip
yaratmadigt tizerinde durulmugtur. Genetik arastirmalarinda israrhi olan Kalimann,
sizofreninin diinyanin her yerinde aymi siklikta olacagini, genetik bir faktoriin bu

hastalikta onemli oldugunu iddia etmigtir (10).

Aile caligmalari giicli bir ailesel kiimelenme gostermekle birlikte, gevresel

etkenlerin bu genetik yapinin ortaya ¢ikigini etkiledigi diisinilmektedir (11).

Sizofreni hastalarinda ilk sistematik aile g¢aligmasi, Miinih Emil Kreapelin
Psikiyatri Enstitiisi'nde 1916 yilinda Ernst Rudin tarafindan yapilmigtir. Bu
caligmada sizofreni hastalarinin akrabalarinda hem gizofreni, hem de diger psikotik
bozukluklarin genel popilasyona gore daha yiiksek oranlarda bulundugu
gosterilmistir. Gottesman (1991) sizofreninin ailesel temelini destekleyen kanitlari
toplamig ve yasam boyu riskin genel popiilasyonda %1’den biraz daha disik
oldugunu gostermistir (10,12).

Genetik ¢alismalarina gore, sizofreninin bir ¢ok gene bagli, ¢ok etkenli bir gegis
gosterdigi digiinilmektedir (poligenik-multifaktoriyel). Bu yondeki aragtirmalar aile,
ikiz, evlat edinme ve molekiiler genetik aragtirmalar alanlarinda toplanmaktadir. Bu
caligmalarla tek yumurta ikizlerinin ¢ift yumurta ikizlerine goére daha fazla risk
tagidiklary, 6z anne-babasi sizofreni hastasi olan ve bagka bir aile tarafindan
yetigtirilmig kigsilerde, sizofreni riskinin 6z anne-babasi saglikli olanlara gore daha
yuksek oldugu saptanmigtir. Tek bagina aile ortamindaki bozuklugun kalitimsal
yatkinlik olmadan sizofreni gelistirmeye yeterli olmadigt dugiinilmektedir. Genel
yayginligi %1 olarak dusiiniilen sizofrenide kardegler arasindaki yayginligin %8,

dizigot ikizlerde %12, monozigot ikizlerde %47 oldugu bildirilmektedir (Tablo II.1)
(8,9).

Sizofreni tipleri ele alindiginda genetik etkiler farklilik gosterebilmektedir.
Ornegin, sadece hebefrenik veya katatonik olgularin gocuklarinda hastaligin goriilme
siklig1 ayni evde buyitilmigse %27, evlat edinilmigse %17 olarak verilmektedir.

Sizofreni ayn1 zamanda gizoaffektif bozukluk, sizotipal bozukluk ve affektif olmayan



Tablo II.1. Ozgiil popiilasyonlarda sizofreni hastalig1 yayginlig

Popiilasyon Yayginlik (%)
Genel poptilasyon 1
Sizofreni hastasinin ikiz olmayan kardegi 8
Anne ya da babasi sizofreni hastas1 olan ¢ocuk 12
Sizofreni hastasinin  dizigot ikizi 12
Anne ve babasi gizofreni hastasi olan ¢gocuk 40
Sizofreni hastasinin monozigot ikizi 47

diger psikoz olgularinin akrabalarinda da sik olarak gorulmektedir (9).

Genetik hastaliklarin en iyi bilinen nedenleri ya genin kodlama bélgesinde
mutasyon, ya da transkripsiyonun baslama hizini etkileyebilecek bigimde genin

mutasyonuna bagli olarak anormal protein ekspresyonunun olmasidir (12,13).

Kromozomlarin yarisindan fazlasi gizofreni ile iligkilendirilmisse de, en sik
bildirilenler 5., 11., 18. kromozomlarin uzun kollar1, 19. kromozomun kisa kolu ve X

kromozomudur (5,8,9).
I1.1.3.3. Biyolojik etkenler

Beyinde sizofreniye 6zgli biyokimyasal bir bozuklugun olup olmadigiyla ilgili
olarak yapilan galigmalardan ¢ok onemli bulgular elde edilmis, ancak one siiriilen

varsayimlarin ¢ogu tam olarak dogrulanamamistir (8).

I1.1.3.3.1. Dopamin varsayimi

Sizofreni belirtileri asir1 duyarli dopamin reseptorlerine ya da artmg dopamin
aktivitesine baglanmaktadir. $izofreni tedavisinde kullanilan antipsikotik ilaglar

dopamin tip 2 reseptérlerine (D2) baglanarak dopaminerjik etkinligi azaltmaktadir.



Dopamini artiran maddeler (amfetamin ve kokain gibi) psikozu kotiilestirmekte ya da
tetiklemektedir. Dopaminin metaboliti olan homovalinik asit (HVA) ile ilgili
calismalarda plazma ve beyin omirilik sivisinda (BOS) artigtan séz edilmektedir.
Dopaminerjik etkinlikteki degisikliklerin dopaminin fazla salinimi, reseptorlerdeki
degisiklikler ya da bunlarin birlikteligi ile oldugu disiinilmektedir. Dopaminerjik
yolaklardan mezokortikal ve mezolimbik yolaklar gizofreniyle en ¢ok
iligkilendirilenlerdir. Mezolimbik yolaktaki etkinligin artist ile pozitif belirtilerin
olustugu, mezokortikal yolaktaki etkinligin azalmasiyla da negatif belirtilerin
olustugu dusunilmektedir (8,12,14).

I1.1.3.3.2. Noradrenalin varsayimi

Dopaminerjik ve noradrenerjik aktivite arasinda kesin bir iligki olmamasina
ragmen, bazi sizofreni hastalarinin beyninde ve beyin omurilik sivisinda (BOS)
noradrenalin artiginin dopaminerjik etkinligi arttirdigi ve noradrenalin etkinliginin

uyaran girisinde duyarliliga neden oldugu ileri strtilmustir (1,2,8).
11.1.3.3.3. Gamma Amino Biitirik Asit (GABA) varsayimi

Azalmig GABA etkinligi dopaminerjik ve noradrenerjik néronlarda
hiperaktiviteye neden olur. Bir eksitator aminoasit ndrotansmitter olan glutamatin

sizofreninin biyolojik temeliyle de iligkisi bildirilmigtir (8,15).
I1.1.3.3.4. Serotonin varsayimi

Klozapinin ve diger yeni antipsikotiklerin ortaya g¢ikist dikkatleri gizofreninin
etiyolojisinde serotoninin roliine ¢ekmigtir. Antipsikotiklerin tiimii olmasa da, ¢ogu
D2 antagonisti olduklar1 gibi aym: zamanda serotonin reseptor tip 2 (SHT2)
antagonistleridir. SHT2 geninin degisik alelleri ile klozapine yanit arasinda dnceden
bir iligki oldugu bildirilmesine ragmen, daha sonra bu gosterilememistir

(12,13,16,17).

Bazi hastalarda serotonin diizeyinde azalma goriilirken, bazilarinda artma
saptanmuigtir. Ozgil olarak SHT2 reseptorlerinin bloke edilmesinin, psikotik
belirtilerin azalmasinda ve D2 baskilanmasina bagli hareket bozukluklarinin

azaltilmasinda 6nemli rol oynadiklari ileri strilmugtiir (1).



11.1.3.4. Noropatoloji ve beyin goriintiileme yontemleri

Sizofreninin  patofizyolojisine yonelik olarak yapilan epidemiyolojik,
postmortem, norolojik gorintileme ve molekiiler biyoloji g¢aligmalarinda, beynin
gelisimini ve korteksin olgunlagmasini olumsuz etkileyen bir prenatal hasar

olabilecegi gosterilmistir (3,12).

Postmortem  incelemelerde  sizofrent  hastalarimin  piramidal  hicre
yogunluklarinda normalden sapmalar oldugu ve bu durumun hiicre gégi sirasinda
meydana geldigi ileri siirilmustir. Bir bagka varsayim ise, hiicrelerin ve sinapslarin
degisimleri sirasinda ortaya ¢ikan anormalliklerin gizofreniye yatkinliga neden

oldugudur (3,13).

Calismalar sizofreni hastalarinin dogum o6zelliklerinin risk etkeni olarak
degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. Norogelisimsel etkenlerle ilgili
caligmalarin bir bolimi, sizofreni hastalarinin beyin gelisiminde gecikme oldugunu
gostermistir. Sizofreni hastalarinda lateralizasyonla ilgili ¢aligmalar bir hemisferde
basatlik kurmada gecikme ile sol ellilik ve lateralizasyonun yatkinlik olusturmada

risk etkeni olabilecegini 6ne stirmektedir (7).
I1.1.3.5. Elektrofizyolojik ¢aligmalar

Sizofreni hastalarinin elektroensefalografik (EEG) ¢aligmalari, aktivasyon
islemlerine artmig duyarlilik, azalmig alfa aktivitesi, artmug teta ve delta aktivitesi,
normalden yuksek epileptiform aktivite ve sol taraf anormalligi gostermektedir

(8,18).
I1.1.3.6. Psikososyal nedenler

Genellikle kabul edilen goriig, organik nedenlerin yant sira, erken g¢ocukluk
donemindeki yasantilarin ve aile ortaminin da sizofreniye yatkin bir zihinsel yapinin

olusumunda rol oynayabilecegi seklindedir (3).



I1.1.3.6.1. Psikodinamik goriisler

Psikoanalitik goriise gore, sizofrenide ruhsal ya da biyolojik nedenlerle libido
geligmesi narsisistik bir diizeyde saplanmigtir. Yasamin sonraki doénemlerinde,
degisik stresler ile benlik bu ilkel diizeye geriler (regresyon) ve libido nesnelerden
cekilerek benligin kendisine yatirilir (ikincil narsisizm). Bu nedenle gizofrenide
genellikle dogustan yapisal bir yatkinligin, bir benlik zayifliginin ve birincil narsistik

duruma kolayca gerileyebilme egiliminin oldugu kabul edilir (2,5,8).
11.1.3.6.2. Ailesel nedenler

Bu goriise gore, sizofreni hastalarinin aileleriyle yapilan galigsmalar sonucunda
bazi ailelerde 6nemli yarilma ve bozulma oldugu, sizofreni hastasi olan gocuklara
annelerince 6zel bir 6nem verildigi, sizofreni etiyolojisinde “ikili ¢ikmaz”in 6nemli
bir rol oynadigi, ¢cocugun giderek bu mesajlara aldirmamay1 6grenerek kendine 6zgii
garip bir anlayig ve iletisim bi¢imi olusturdugu, duygu digavurumu (expressed
emotion-EE) fazla olan ailelerde yasayan hastalarin diger hastalara oranla

hastaliklarinin daha yiksek yineleme riski oldugu ileri surilmistiir (8,18).
II.1.4. Sizofreninin Klinik Belirti ve Bulgulari

Diger tibbi durumlarin aksine, hicbir isaret ya da belirti sizofreni igin tani
koydurucu degildir. Bu nedenle hastanin tibbi ve psikiyatrik oykiisii, aile ve sosyal
gegmisi hakkinda kapsamli bilgi toplamak son derece énemlidir. Sizofreninin seyri
ile ilgili kuramsal yaklagimlar, premorbid belirti ve bulgularin hastaligin prodramal
evresinden once ortaya ¢iktigi seklindedir. Sizofreni hastalar1 hastalik Oncesinde
genellikle ige-doniik, sessiz, arkadagi az, yalmzligi yegleyen, garip, ilgileri sinirls,
guvensiz kisilerdir. Sizoid, sizotipal, paranoid ve sinir kigilik yapisi gosterebilirler;

bununla birlikte sizofreniye 6zgii bir kigilik yapis1 yoktur (2,5,8).

Sizofreninin  klinik belirtilerini  bugiin de yeterli sayilacak bi¢imde
tanimlayanlar Krapelin, daha sonra Bleuler olmustur. Son yillarda hem DSM-III,
DSM-III-R, DSM-1V, hem de Classification of Mental and Behavioral Disorders 10
(ICD-10) sizofreni tanist koyabilmek igin belirli tanimlamalar ve olgiitler getirmistir.

DSM-IV seyir belirleyicileri klinisyene daha fazla secenek sunar (2,19).
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IL.2. SEROTONIN VE SEROTONERJIK RESEPTORLER

Serotonin ilk kez 1948 yilinda Rapaport ve arkadaglari tarafindan kanda
trombositlerde ve daha sonra da santral sinir sisteminde izole edilmigtir. Serotonin
sistemi sizofreni, duygudurum bozukluklari, anksiyete bozukluklar,, obsesif
kompulsif bozukluk, gelisimsel bozukluklar, yeme ve uyku bozukluklari, agri
bozukluklart gibi bir ¢ok hastalikta sorumlu tutulmustur. Bu psikiyatrik
bozukluklarin yam sira inmeler, hipertansiyon, trombosit iglevi, vaskiiler
bozukluklar, gastrointestinal sistem motilitesi, karsinoid tGmor salgisi, migren,
fibromyalji gibi bozukluklarin olusumunda da rol oynadigr disantlmektedir

(5,13,15,20-31).

Serotoninin gizofrenide bozulmug algilama, dikkat, duygu durumu, saldirganlik,
cinsel iglev ve igtah bozukluklari, motor davranig, uyku, bellek bozukluklart ve

somatik iglevlere katkisi bulunmaktadir (32).

Serotoninin Uretilmesi i¢in esansiyel bir aminoasit olan triptofana ihtiyag vardir.
Serotonerjik néronda triptofan icin 6zel bir aktif tagima pompasi, serotonin i¢in 6zel
bir geri-alim pompasi, enzimler ve iretilen norotransmitterlerin depolanmasi igin
vezikiiller vardir. Uretilen serotonin salinmaya hazir durumda vezikillerde depolanir.
Serotonin hiicre iginde metabolize edilir. Serotonin bir sinir uyarisi ile sinaptik
araliga salinir ve presinaptik ve postsinaptik zarlarda bulunan alicilara baglanarak
normal iglevini yerine getirir. Sinaps Oncesi serotonin terminallerinin tizerinde
kendilerine ozel tagiyict madde ile baglantili geri alim pompalari vardir. Bu
pompalarin islevi, sinaptik aralifa bosalan kimyasal tagiyicinin (serotoninin) bir
kismini iglevini gordikten sonra tekrar kendine Gzel sinaps Oncesi terminale geri
emilmesini saglamaktir. Bu geri alinmadan sonra yikim, monoaminoksidaz enzim
sistemi ile etkilesim sonucu gergeklesir. Serotonin yikiminda monoaminoksidaz
(MAO), aldehit dehidrogenaz enzimleri gorev alir. Serotoninin MAO-A enzimi ile
etkilesmesinin sonucu olarak 5-hidroksiindolasetikasit’e (5-HIAA) déniigip Once
BOS’a, sonra kan ve idrara gecerek atilir. Hiicreye geri alinan molekiillerin bir kismi
bu yolla metabolize olmalarina ragmen timi ayn: anda yikima ugramaz. Diger
norotransmitterlerde oldugu gibi kalan serotonin de vezikiillerde depolanir ve bir

sonraki uyaran ile tekrar kullaniimak {izere bekletilir (9,13,15,33).
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Serotonerjik noéral tagimayi serotonin reseptorleri diizenler. Serotonin (5-HT)
reseptor sistemleri, diger bir¢ok ndrotransmitter sistemleri ile etkilesirler ve bazi
noronlarda bagka norotransmitterle birlikte bulunurlar. Serotonin reseptorleri merkezi
veya periferik olarak yerlesmis olmalarina, noronlar veya bagka hiicreler (6rn.,
lenfositler) iizerinde olmalarina, presinaptik veya postsinaptik olarak yerlegmis

olmalarina gore birbirlerinden farklilagirlar (15,32).

Serotonin reseptorlerinin alt tiplemeleri genetik, farmakolojik ve ikinci mesajct
eslesmeleri gibi birkag Olgiite dayanilarak yapilir. Su anda bilinen 14 farkli serotonin
alt tipi vardir: 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HTIC, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HTIF, 5-HT2A, 5-
HT2B, 5-HT2C, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTSA, 5-HT5B, 5-HT6, 5-HT7. Bu reseptor alt

tiplerinin ancak sadece bir kismt beynin fizyolojik olaylarinda rol oynamaktadir (15).

Sizofrenide serotoninle ilgili ¢alismalarda celigkili sonuglar bulunmus ve bu
durumun hastaligin heterojen dogasindan kaynaklanabilecegi ileri strilmiigtiir.
Merkezi sinir sisteminin erken gelisiminde hiicre ¢ogalmasi, go¢i ve
farklilagmasinda bir diizenleyici olan serotoninin beyindeki homeostazisinde
serotonin tasiyici geni temel rol oynar. Sizofreniye yatkinlik ve tedaviye yanitin
serotonin  reseptor genlerindeki alelik  degisikliklerden kaynaklanabilecegi

bildirilmigtir (32).
I1.2.1. Serotonin Tasiyic1 Protein ve Molekiiler Yapisi

Serotonin de dahil olmak uzere pek ¢ok monoaminerjik norotransmitterin
sinaptik etkisi bu molekillere baglanan tagiyici proteinleri tarafindan sonlandirilir.
Serotonin sinapslara salindiktan sonra, presinaptik néronal membranlarda lokalize
olmus Nat ve CI iyonlarima bagimli yiksek affiniteli serotonin tastyict (5-
hydroksitriptamin transporter, 5-HTT, SERT, SLC6A4) adi verilen bir protein
araciligla sinaptik bosluktan etkin bigimde temizlenir (34,35).

Serotonin tagiyici protein 630 aminoasitten meydana gelmistir. 68.000 dalton
agirhiginda olup ilk olarak rat beyninden klonlanmigtir. Serotonerjik hiicreler ve
beyinde raphe ntikleide bulunmasinin yant sira, akciger, plasenta ve platelletler gibi

bazi periferal dokularda da tespit edilmistir (32,36).
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Serotonin transporter (SERTY

% N-bagiml glikolizasyon bilgeler
58 Malekil icindeki distlfit kopriler

Sekil I1.1. Serotonin tagtyict proteininin yapist

Serotonin tagiyici ptrotein, noradrenalin tasiyict (NT) ve dopamin tasiyict (DT)
protein ile %50’ye yaklasan bir benzerlik gosterir (37,38).

I1.2.2. Serotonin Tastyict Geni ve Polimorfik Ozellikleri

Serotonin tagtyict geni, SLC6A4 (Solute Carrier Family 6 Member 4) gen
koduyla, kromozom 17q11.1-q12’ye haritalanmigtir. SHTT geni 31 kb uzunlugunda
ve 14 ekson icermektedir (39-41).

Bu gen i¢in iki temel polimorfizm tanimlanmig ve bu polimorfizmlerin
serotonin ile ilgili davraniglarin diizenlenmesinde, ozellikle anksiyete, depresyon,
intihar, sizofreni, otizm, bipolar bozukluk, hiperaktivite ve mevsimsel affektif
bozuklugu igeren bazi psikiyatrik bozukluklarda; fibromiyalji ve migren gibi
psikosomatik  bozukluklarda; temporamandibular eklem agrist ve islev
bozuklugunda, irritabl barsak sendromunda ayrica ani bebek 61um1erinde etkili

olabilecegi bildirilmektedir (35,40-54).
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Serotonin tagtyici geni ile ilgili olarak iki polimorfizmden birincisi, genin ikinci
intronunda 15-18 bp’lik bir bélgenin 7 (~315 bp), 9 (~345 bp), 10 (~360 bp) veya 12
(~390 bp) defa tekrar etmesine bagh “degisken sayida ardigik tekrar” (Variable
Number of Tandem Repeats:VNTR) polimorfizmidir. Bu polimorfizme gore
genotipler 12/12, 12/10, 10/10, 12/9, 10/9, 9/9, 12/7, 10/7, 9/7 ve 7/7 olarak
degerlendirilmektedir. Fakat 7 ve 9 alelinin siklift ¢ok az oldugundan bazi
popiilasyonlarda rastlanmayabilir. Ikinci polimorfizm ise, 5-HTT geninin
transkripsiyonel kontrol bolgesinde (5-HTT gene-linked polimorphic region 5-
HTTLPR) 20-22 bp’lik ikili tekrardan olusan 44 bp’lik Guanin, Sitozin (GC) zengin
bir dizinin farkli sayida insersiyon/delesyon tekrarina bagli olarak tanimlanan
polimorfizmdir. 44 bp’lik tekrar dizisinin insersiyonu sonucu 16 tekrardan olusan
528 bp’lik uzun (Long:L) form; delesyonun da ise 14 tekrardan olugan 484 bp’lik
kisa (Short:S) form olarak adlandirilan aleller meydana gelir (Sekil 11.2). Bu
polimorfizme gore genotipler L/L, L/S ve S/S olarak degerlendirilmektedir (31).

14

- 44 bp'lik insersivon/delesyon (L veya 5)

‘Ekson-3

_Esnrﬂ‘ S __Ekson ihtion.2

S

5:HTT Geni Promotorundaki
I - Palimarfik Bolge (5-HTTLPR]: I

iy (GECTEYGACCYYRIGRAYE) (h=9,10.12)

T

5HTT Geni Prbmotur Bolgesi o ’ R Variable-Number-T andem-Repeat (YNTR)
Sekil I1.2. Serotonin fésiylm geni ve gallsﬂén polimdrﬁZm vbdlgeleri
Bu polimorfizme gore genotipler L/L, L/S ve S/S olarak degerlendirilmektedir. Bu

polimorfizmin de ender goriilen ve bazi populasyonlarda rastlanmayan alelleri
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tanimlanmugtir. Bu aleller ilk onceleri LJ, XL, XXL olarak adlandirilmigtir. Ancak
daha sonra yapilan detayli incelemelerde, bu polimorfizmin 14 farkl alel tipi ortaya
koyabilecegi gosterilmigtir. Japon ve Kafkas kokenli bireylerde yapilan incelemede,
5-HTTLPR’nin tekrar dizisinin 14, 16, 19, 20 ve 22 kez tekrar edebilecegi
gosterilmigtir. Ayrica ozellikle 14 ve 16 tekrar gosteren alellerin, tekrar dizilerinin de

kendi aralarinda farkliliklar gosterebilecegi tespit edilmigtir (40,41,55-57).

Bu c¢alismada, 5-HTTLPR’nin sadece 14 veya 16 defa tekrar etmesine gore
degerlendirilme yapilmigtir. S-HTTLPR nin uzun (L) ve kisa (S) varyantlarinin farkli
transkripsiyonel etki gosterdikleri cesitli caligmalarla tespit edilmigtir (41,58).

11.2.3. Serotonin Tasiyict Gen Ekspresyonunu Etkileyen Etkenler

Depresyon gibi serotonin geri alimim mekanizmasindaki patolojiden
kaynaklanan bazi bozukluklarda, hastaligin temelinde serotonin tagiyici gen
ekspresyonunun roliiniin olabilecegi diigtiniilerek bu genin ekspresyonunu etkileyen
etkenlerle ilgili ¢esitli aragtirmalar yapilmigtir. Bu ¢alismalar genelde ¢esitli ilaglar,
bakteriyel ve kimyasal norotoksinler, cinsiyet hormonlar1 ve stres gibi bazi ¢evresel

etkenler tizerinde yogunlagmigtir (15,33,59,60).

I1.3. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU TEKNIGI

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction:PCR), dizisi bilinen
iki bolge arasinda uzanan bir DNA pargasini cogaltmak igin kullanilir. Iki
oligoniikleotid, bir DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri sentetik
tepkimenin primerleri olarak kullanilir. Kalip DNA 6nce iki oligoniikleotidin ve dort
deoksiribontkleotid trifosfatin (ANTP) varliginda 1sitilarak denatiire edilir. Tepkime
karigimi, daha sonra kalip dizilerine oligoniikleotid primerlerinin yapigmasina olanak
veren bir sicakliga dontisturalir. Yapismig primerler uygun bir sicakliga ¢ikartilarak
DNA polimeraz ile uzatilir. Denatiirasyon, annealing (yapisma) ve DNA sentezi
dongusii sonradan birgcok kez tekrarlanir (Sekil I1.3). Amplifikasyonun bir
dongiisiniin urinleri sonraki dongii igin kalip islevi gordiigiinden her bir bagarili

dongt, temel olarak istenilen DNA Urtintiniin miktarini ikiye katlar (61,62).
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Sekil I1.3. PCR agamalarinin sematik gosterimi. Otuz bes déngii sonunda yaklagik 10°

kat iriin elde edilir.
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11.3.1. PCR Amplifikasyonunun Uygulama Alanlar

PCR amplifikasyonu genetik bozukluklarin tamisinda, klinik Orneklerdeki
patojenik organizmalarin niikleik asit dizilerinin belirlenmesinde, adli tip
orneklerinin genetik tanimlanmasinda ve etkinlesmis onkogenlerin mutasyénlarlmn
analizinde yogun uygulama alami bulmugstur. Ek olarak, PCR amplifikasyonlari
asagida siralananlart da kapsayan molekiiler klonlama ve DNA analizindeki ¢esitii

uygulamalar igin kullanilmaya baglanmigtir (36,61).

e Prob olarak kullamim i¢in, klonlanmis ¢ift zincir DNA’nin 6zgul

dizilerinin olugturulmast.

e cDNA’nin belirli pargalarinin segici amplifikasyon ile klonlanmig genler

i¢in proba 6zgiil dizilerin olusturulmast.
¢ Kigik miktar mRNA’dan cDNA kiitiiphanelerinin olugturulmasi.
e Dizi analizi igin biiyilk miktar DNA’larin olusturulmasi.

e Mutasyon analizleri.
I1.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Bilesenenleri

Polimeraz zincir reaksiyonunun kesin kosullari ve dongiinin her bir
basamaginin zamani, ¢ogaltilacak bolgenin uzunlugu ve primerlerin dizisi tarafindan
belirlenir; etkisizlesmesi ve hazirlanmig kalibin tam olmayan uzamast gibi durumlar
olusturur. Bu nedenle en uygun kosullar asagida siralanmig PCR bilegenlerinde

yapilacak diizenlemeler ile saglanir (63).
¢ Enzim (Taq DNA polimeraz)
e Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (ANTP)
e Magnezyum Derigimi
e PCR Tampon Igerigi
¢ Oligoniikleotidler (primer)
e Hedef Diziler

o Isilar ve Dongii Sayist
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11.3.2.1. Enzim

DNA polimeraz enzimleri, kalip zincire komplementer bir DNA zinciri
meydana getirmek tzere, orijinal kalip zincirdeki baz bilgisini kullanarak,
dNTP’lerden uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz ederler. PCR’1n en elverisli
oldugu kosullarda 0.5-5 unite/100 pl arasinda degisen enzim derisimlerinin
denenmesi ve jel elektroforezi yardimiyla sonuglarin  degerlendirilmesi
onerilmektedir. Enzim derigsimi ¢ok yiiksek ise, 6zgtl olmayan arka plan Uriinler
gorilebilmektedir. Ayrica, enzim derigimi ¢ok dusgiik oldugunda da, istenileﬁ Uriiniin

miktarinda azalma gériilmektedir (36,61).
11.3.2.2. Deoksiriboniikleotid trifosfatlar

Deoksiribontikleotid trifosfatlarin (ANTPs = dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 20-
200 uM arasindaki derigimi verim, 6zgullik ve dogruluk arasindaki en iyi denge ile

sonuglanmaktadir (36).

11.3.2.3. Magnezyum Derisimi

Magnezyum iyoniar1 hazir olarak sattlan MgCl,'in PCR ortamina eklenmesiyle
saglamir. Mg™ iyonlars dNTP’ler ile ¢ozinebilir kompleksler olugturirlar ve
polimeraz aktivitesini uyarirlar. Ayrica primer yapigmasini, hem kalip hem de PCR
uriininiin ~ zincir ayrnigma  sicakliklanini,  drin - 6zgulliging, primer-primer
kalintilarinin olugumu ile enzim etkinligini ve dogrulugunu etkilemektedir (36).

11.3.2.4. PCR tampon igerigi

PCR igin en ¢ok oOnerilen tampon, 10 mM Tris-HCL ve 50 mM KCL igeren
tampondur. KCI'nin 50 mM’a kadar olan derigimi primer yapigmasini kolaylastirdigi
icin tepkime karigimina eklenebilmektedir (61).

IL.3.2.5. Oligoniikleotidler (Primer)

Tim DNA polimeraz enzimleri kalip DNA izerinde polimerizasyon
reaksiyonunu baglatabilmek i¢in g¢ogaltilacak araligin iki ucundaki dizilere
komplementer olan primerlere ihtiyag duyar. Genel olarak kalip ile yliksek oranda

baglanma saglamak tizere primerler 20-30 niikleotid uzunlugundadir.
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Primerin 0.1 ile 0.5 pM arasindaki derigimi genellikle en elverisli olamidir.
Daha yiiksek primer derigimleri hatali dizilimlemeye neden olabilmektedir. Ayrica,
ozgil olmayan Urinin birikmesi primer-primer olarak adlandirilan bir kaliptan
bagimsiz kalintinin olugma olastligini artirabilir. Ozgiil olmayan tiriinler ve primer-
primer kalintilar, kendi kendilerine PCR igin substrat islevi gorirler. Bu trtnler;
enzim, dNTP’ler ve primerler i¢in istenilen tiriin ile yarigarak istenilen Uriiniin

veriminin digmesine neden olurlar (62).
11.3.2.6. Hedef diziler

DNA polimerazin, polimerizasyon reaksiyonunu gerceklestirebilmesi igin
ihtiyag duydugu yapilardan biri de kalip DNA’dir. DNA polimeraz, kalip DNA’ya
baglanarak hedef dizilerin iki ucunda yer alan bélgede polimerizasyon reaksiyonunu

gergeklestirir (36).
I1.4. ELEKTROFOREZ

Sulu bir ¢ozelti iginde ¢oziinmiis kigtik elektrik yukli pargaciklarin, uygulanan
bir elektrik akiminin etkisi ile go¢ etmesi strecine elektroforez (elektrikle gog) denir.
Bu olay belirli bir yiik dagilimi olan tampon igerisinde gerceklestiginden ve elektrik

akimi kullaniddigindan kisaca elektroforez adi verilmigtir (63).

I1.5. GENETIK POLIMORFIZM

Insan genomunun bitiin bolgeleri boyunca DNA yapisinda zararsiz kalitsal
varyasyonlar vardir. Yani bir bireyin genomu her 100-200 niikleotid de 1-2 baz
degisimi icermekte fakat bu durum kigilerde 6nemli bir hastalia yol agmamaktadir.
Bireyler arasindaki niikleotid baz dizilerindeki bu degisiklik "polimorfizm" olarak
adlandirilir. Insan genomunda yer alan DNA polimorfizm ornekleri genel olarak 3
grupta degerlendirilebilir (36,64):

IL.5.1. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment
Length Polymorphism: RFLP)

DNA sarmali 6zgil Restriksiyon Enzimi (RE) ile kesildigi zaman farklt
uzunlukta fragmentler olusur ve jel elektroforezinde gozlenir. Bu fragmentler RFLP

olarak adlandirilir. RFLP’ler birgok hastalikta kalitsal marker olarak kullanilir. Eger
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belirlenemeyen bir proteine iligkin bir genin kalitim1 incelenmek isteniyor ve bu gene
bagli olan RFLP’ler bulunuyorsa, ailede bu genin kalitimini belirlemek igin bu

markerlerden yararlanilir (61,64).
I1.5.2.Basit Dizi Tekrarlari (Simple Sequence Repeats:SSR)

SSR belirleyicileri VNTR’ lere benzer, ¢unkii degisken sayida nikleotidler
birbiri ardina tekrarlanmigtir. DNA molekiilinde yer alan bu basit dizi tekrarlar1 ¢ok

kiigiik diziler oldugundan yalnizca PCR analizi ile tanimlanabilir (16,63,64).

I1.5.3. Degisken Sayida Ardisik Dizi Polimorfizmleri (Variable Number of
Tandem Repeats:VNTR)

VNTR lokuslarinin en 6nemli 6zellikleri ardigik tekrar sayilarinin ve tekrar
birimlerindeki nikleotid dizilerinin degisim gostermesidir. Bu nedenle biiyiik oranda
alelik varyasyon gosterirler. Bu varyasyonlarin esit olmayan ¢apraz gegcisler veya
replikasyon kaymasi ile ortaya ¢iktigi diigtinilmektedir. VNTR lokuslarinin analizleri
ile ardigik tekrar kopyalarinin sayisinin ¢ok degisken oldugu, birden yuzlefce keze
kadar degisebilecegi saptanmigtir. Bir lokusta ¢ok sayida farkli degisken dizilerin
varligt sonucu toplumda ¢ok sayida alel (hiperalelizm) olusur ve ¢ok sayida birey
heterezigot olur. VNTR lokuslarinda heterezigotluk %100’lere kadar varmaktadir.
VNTR lokuslar: yiiksek polimorfik dzellikieri nedeniyle dnemli genetik belirleyiciler
olarak kabul edilirler. Bu nedenle gesitli alanlarda yaygin olarak uygulanmaktadirlar

(62,63).

VNTR’1n baglaca uygulama alanlart:

e Gen haritalanmasi
o Kimliklendirme

o Paternite testleri

e Adlitip

o Prenatal tam

o Cesitli hastaliklar ile ilgili odaklarin belirlenmesi.
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III. GEREC VE YONTEM

Bu calisma 2003-2004 tarihleri arasinda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Psikiyatri Anabilim Dali, Cumhuriyet Universitesi Ttp Fakiiltesi Arastirma Merkezi
ve Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda
yapilmistir. Calismaya baslamadan 6nce Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurul Bagkanligi’ndan 01/04/2003 tarihli 4 numarali onay alinmistir.

Bu caligmada sizofreni tanist konmus 55 birey ve 32 saglikli bireyden alinan
kanlar 1 ml EDTA igeren ttuplerde biriktirildi. Bireylere ait DNA’lar tuz ¢oktiirme
yontemine gore elde edildi. Daha sonra her iki polimorfizme ait gen bolgeleri PCR
yontemiyle ¢ogaltilip elektroforezde yurutialdiikkten sonra istatistiksel olarak

degerlendirildi.
IIL.1. HASTA VE KONTROL GRUBU

Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri Anabilim Dali’nda sizofreni
hastaligt tanisi konmus, yaslart 18-72 arasinda degisen ve yas ortalamalart
35.67£13.25 olan 55 birey hasta grubunu olugturmustur. Sizofreni tanist DSM-IV
tam1 olgitlerine gore konmustur. Tim hastalara sosyodemografik bilgi formu
verilmigtir. Sosyodemografik bilgi formunda hastanin yagi, cinsiyeti, egitim diizeyi,
medeni durumu, ¢aliyma durumu, anne-baba arasinda akrabaligin olup olmadigi,
akrabalik varsa derecesi, aile tiyelerinde bir psikiyatrik bozuklugun olup olmadigi,

aile Giyelerinde dogustan anomali olup olmadigi sorulart yer almigtir.

Kontrol grubu 6ykii ve psikiyatrik muayene ile herhangi bir ruhsal bozuklugu
olmayan, yas ve cinsiyet yonunden hasta grubuna benzer, yaglar1 18-77 arasinda
degisen ve yag ortalamalar1 34.75+11.33 olan saglikli 32 birey olusturmustur. Kafa
travmast Oykiist, oral kontraseptif kullanim: ve konjenital anomali 6ykiisii olan
hastalar c¢aligmaya dahil edilmemistir. Caligmaya alinan hastalardan 1 (%1.78)’i

caligmaya katilmay: kabul etmemigtir.
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Hasta ve kontrol bireylerinden 7-8’er ml alinan kan, 1 ml EDTA (%2) igeren

15 mlP’lik santrifiyj tiiplerine konulmugtur. Daha sonra izolasyon agamasina kadar

biriktirilmek tizere -20°C’lik buzdolabinda saklanmusgtir.

I11.2. KULLANILAN ARAC VE GERECLER

II1.2.1. Kullamilan Cihazlar

Termal cycler (Techne Progene, Cambridge, UK)
Elektroforez gii¢c kaynagi (EC 135-90)
Elektroforez tanki (Midicell EC-350)

Jel gorintilleme sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)

Santrifiij (Niive NF 800)

Mikrodalga firin (Alaska)

Derin dondurucu (Argelik-2031 D)

Etiv (Niive EN-500)

Otoklav (Nuve OT 4060 V)

Hassas terazi (AND)

Buzdolab1 (Argelik 8188 NF)

Vorteks (VELP)

Mikropipet seti (Eppendorf)

Elektromagnetik karigtirict (Niive MK-418)

111.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tris-hidroklorid (Sigma T-7149)
Sodyum kloriir (Riedel-de Haen)
EDTA (Sigma E-5134)

Sodyum perklorat (Sigma S-3546)
Sodyum dodesil stilfat (Sigma L-5750)
Trizma base (Sigma T-6066)

Borik Asit (Carlo Erba 302177)
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» Ethidium bromide (Sigma E-1510)

* QOrange G (Sigma 0-3756)

»  Gliserol (Merck 4091)

» Etanol (Riedel-de Haen 32221)

» Agarose (LE Prona Basica 051342PR)

* Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)

» Bidistile su (Sigma W-3500)

* 10X PCR buffer with (NH4)2SO4 (MBI Fermentas #B33)

* 2 mM dNTP Mix (MBI Fermentas #R0241)

» 25 mM MgCl2 (MBI Fermentas)

* GC-RICH PCR SYSTEM (Roche Molecular Biochemicals 2 140 306)
» Proteinaz-K (Sigma P-2308)

* 100 bp marker (100 bp DNA Ladder, MBI Fermentas Vilnius, Lithuania)

=  Primerler

(5-HTT VNTR Polimorfizmi Igin)
Forward 5°-TGG ATT TCC TTC TCT CAG TGA TTGG-3’
Reverse 5’-TCA TGT TCC TAG TCT TAC GCC AGTG-3"
(5-HTTLPR Polimorfizmi Igin)
Forward 5°-GGC GTT GCC GCT CTG AAT GC-3’
Reverse 5-GAG GGA CTG AGC TGG ACA ACC AC-3’

I11.2.3. Kullanilan Tampon Cézeltiler

II1.2.3.1. DNA izolasyonu i¢in kullanilan soliisyonlar

Niklei Lizis Buffer

* Tris-HCL.........cocooo. 1,576 g
" NaCl....oooooooieiiiiirin, 234 ¢
* Na2EDTA...........cccc..... 0,7¢g

1 1t distile suya tamamlanip ¢ozdiikten sonra, otoklavda sterillendi ve +

4°C’de saklandi.
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5 M Sodyum Perklorat Soliisyonu

* 612 g Sodyum Perklorat Solisyonu (NaClO4) 1 1t distile suya

tamamlanip ¢ozdikten sonra, otoklavda sterillendi ve + 4 °C’de saklandu.

% 10 SDS Soliisyonu

* 10 g SDS 100 ml distile suda ¢6ziildu.

6 M NaCl Soliisyonu

* 35,5 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziilda.
TE Buffer

» Tris-HCL............ 03% g

* Na2 EDTA....... 0,093 g

* 250 ml distile suya tamamlanip ¢ozdiikten sonra, otoklavda sterillendi ve
+ 4 °C’de saklandi.

Proteinaz K

Hazir olarak alinan liyofilize 100 mg Proteinaz-K, 10 ml steril distile su ile
cozilerek 10 mg/ml’lik konsantrasyona getirildi ve -20°C’de saklandh.

I11.2.3.2. Elektroforez icin kullanilan soliisyonlar

10X TBE (Tris—Borat-EDTA)

" TrisBase..........cccoooovviii, 108 g
» Borik Asit.........cc.ocooeinnn. 548 g
* NaZEDTA............cccl. 544 ¢

v Distile su ile 11t’ye tamamlanarak ¢oziildii.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu

* 10X TBE Bufferden distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan 1X TBE
igerisine 0.5 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde ethidium bromide (EtBr)

konularak karigtirild1.
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% 1.5 Agarose Jel Solisyonu

= 140 ml 1X TBE Buffer igerisinde 2,1 g agaroz (Agarose Basica LE
Prona) mikrodalga firinda eritildikten sonra 0.5 pg/ml konsantrasyonunda olacak

sekilde EtBr katild1.

Orange G Soliisyonu

* Na2EDTA........ccoie 2
" Orange G..........ooocveernnn.. 200 mg

* 60 ml Gliserol ve 40 ml distile sudan olusan solusyon igerisinde ¢ozildi
I1.3. DNA IZOLASYONU

DNA izolasyonu tuz ¢oktliirme yontemine gore elde edilmigtir (104). Yontemin
esasi, lokositlerde bulunan DNA digindaki tiim yapilarin bozularak pargalanmast,
yogun bir tuz ¢ozeltisi ile ¢oktiiriilmesi ve tistte kalan stv1 kisimda bulunan genomik

DNA’nin, etil alkol yardimu ile yogunlagmasi saglanarak izole edilmesidir.
IIL3.1. izolasyonun yapils:

Kanlarin bulundugu tipler soguk steril distile su ile 14 ml’ye tamamlanip
kuvvetlice 1-1.5 dakika galkalandiktan sonra 15 dakika 2000 rpm’de santrifiij edildi.
Tuplerde ¢okelmelerin bagladigt bolgenin yakinina kadar olan sipernatant kismi,
pastor pipetiyle alinip atiddi. Cokeltinin Ustine steril soguk distile su konularak
hacmi tekrar 14 ml’ye tamamlandi. Tim tiiplerde bu iglem yapildiktan sonra 10
dakika 2000 rpm de santriftij edildi. Tekrar siipernatant atilarak gokelti {izerine steril
soguk distile su eklendi ve kuvvetlice galkalandi. Calkalama iglemi yapilirken tiipiin
dibinde ¢okelti kalmamasina dikkat edildi. Daha sonra tekrar su eklenerek 14 ml’ye
tamamland: ve santrifij edildi. Bu iglemler siipernatantin rengi sarimtirak seffaf bir
renge gelinceye kadar devam etti. Yikama iglemi tamamlandiktan sonra tiiplere
pipetle 3’er ml nuklei lizis buffer konulup calkalandiktan sonra tiiplerin herbirine
%10’luk 200 pl SDS, 5 M’lik 500 pl Sodyum Perklorat ve 10 mg/ml’lik 25 pl
Proteinaz-K konuldu. Kapaklar sikica kapatilip tiplerin agzi parafilm ile sarildiktan

sonra bir gece bekletilmek tizere 37°C’lik etiiv igerisine konulmustur.
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Ikinci giin tiipler 37°C’lik etiivden g¢ikarilip, calkalanarak 55°C’lik inkiibatore
kondu. Bir saat gectikten sonra her bir tipe 2’ser ml 6 M’lik NaCl ¢ozeltisi kondu.
Kapaklar kapatilip tiipler hizlica calkalandiktan sonra 10 dakika bekletildi. Daha
sonra 15 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiyj isleminden sonra tiplerde
bulunan siipernatantlar, ayn1 numarali bog santrifiyj tiiplerine alindi. Uzerine soguk,
absolu (%99.8) etanol eklenerek ¢ozinmiis haldeki DNA yogunlastirildi. Yogunlagsan
DNA’lar her birinde yeni pipet uglar1 kullanilarak igerisinde 500 pl TE buffer
bulunan ependorf tiiplerine alindi. Ependorf tupleri DNA’larin TE buffer igerisinde
¢oziinip homojen hale gelmesi igin de 37°C’lik etiivde bir gece bekletildikten sonra

+4°C’deki buzdolabina kaldirild.
M.4. MOLEKULER ANALIZ
I11.4.1. Polimeraz zincir reaksiyonu uygulamasi

PCR tek bir molekiill DNA’y1 bile gogaltabileceginden, reaksiyon karigimlarinin
DNA molekilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi gerekmektedir. Bu
kontaminasyon, daha onceki PCR reaksiyonu, egzojen DNA ya da diger hiicresel
materyallere baglt olabilir. Bu nedenle, kullanilan sarf malzemeleri ve soliisyonlarin
steril olmasina dikkat edildi. Ayrica PCR reaksiyonunda, 1s1 ilefiminden
kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince duvarli DNAase ve
RNAase enzimlerinden arindirilmig steril 0.5 ml’lik PCR tiipleri (Axygen Thin-
Walled PCR Tubes), reaksiyonun gergeklestirilmesi i¢in Thermal Cycler cihazi ve
0.5-10 pl’lik, 2-20 pul’'lik ve 10-100 pl’lik otomatik pipetler kullanidi.

Serotonin tasiyici geni ile ilgili olarak iki polimorfizmden birincisi olan VNTR

polimorfizminin i¢in agagidaki protokol uygulanmistir.

Thermal cycler cihaz1 20 6rnek kapasitesinde oldugundan, DNA disindaki, PCR
ortami her yirmi ornek igin ayri bir 500 pl’lik ependorf tiipinde topluca
hazirlanmustir. Her yirmi 6rnek igin olusturulan PCR ortaminda kullamlan

malzemeler ve miktarlart su sekildedir:
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10X PCR Buffer with (NH4)2S04........ 50 ul

2 mM dNTP Mix

Primer (Forward)

Primer (Reverse)

25 mM MgCI2
Taq DNA Polimeraz

Olusturulan bu karigimdan, vortekste kangtirildiktan sonra, her bir 6rnege ait

ve uzerlerinde numaralar1 yazilt steril 0.5 ml’lik PCR tiiplerine 25’er pl konulmustur.

Daha sonra 1yl DNA konulup cihaza sirayla yerlestirilmigtir. Thermal cycler

cihazinda PCR kogullari agagidaki sekilde uygulanmigtir.

95°C
95°C
57°C
72°C
72°C

2 dakika........ 1 déngii. ........ (Ilk denatiirasyon)

1 dakika ...............coo (Denattrasyon)

1 dakika.....{....35 dongu ..... (Primer baglanma — Annealing)
2dakika............. (Sentez — Extension)

7 dakika.........1 dongi....... (Son sentez — Final extension)

Islem bittikten sonra, ornekler elektroforezde yiiriitilmek tizere +4°C’deki

buzdolabina kaldirildi.

Serotonin tagtyict geninin 5-HTTLPR polimorfizmi i¢in de ayni cihaz ve

aletlerle, GC-RICH PCR SYSTEM (Roche Molecular Biochemicals 2 140 306) kiti

asagidaki prosedurle uygulandi. Bu polimorfizm igin PCR ortamy, iki ayr1 500 pl’lik

ependorf tiipi kullanildi. Her yirmi 6rnek igin ortamin hazirlanacagi iki tiipten birine

A, digerine B harfleri yazilmig ve igerikleri agagidaki sekilde hazirland1.

Madde I. TUP A

Bidistile SU.........ococoeiiiii 180 pl
2mM ANTP MiX....oooooooiiiiiiieeee 50 ul
5 M GC-RICH Resolution solution.............. 100 ul
Primer F........coooooiiic 10 pl
PrimerR...........cccoooi 10 ul
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TUP B

Bidistile SU......cc..oooviiiie 180 pl

5X GC-RICH PCR Reaction Buffer........... 100 pl
GC-RICH Enzyme MiX.............c...ccooeeeeein.n 4 ul (5 U/ul)

A ve B tupleri hazirlandiktan sonra, A tiipu igerigi B tipiine aktarilip
vortekslendi. Daha sonra tizerlerine orneklerin numaralart yazili herbir PCR tupiine
25 pl karigimdan ve 1 pl 6rneklerin DNA’sindan konulup PCR cihazina yerlestirildi.
Thermal cycler cihazinda, PCR kosullar agagidaki sekilde uygulandi.

96°C 3 dakika....... 1 Dongii. .. .......(Ilk denatiirasyon)

96°C 1 dakika ... 4 ... (Denatirasyon)

59°C 1 dakika.....|.. 35 Dongi .......(Primer baglanma — Annealing)
72°C 1 dakika....Y..................... (Sentez — Extension)

72°C 7 dakika.........1 Dongd......... (Son sentez — Final extension)

[slem bittikten sonra, ornekler elektroforezde yiiriitiilmek tizere + 4°C’deki
buzdolabina kaldirilda.

I11.4.2. Elektroforez islemi

PCR’da amplifiye edilen gen bolgelerinin uzunlugunu saptamak igin agaroz jel
elektroforez teknigi kullanildi. Hazirlanan jelde yuritilen DNA’larin uzuntuklar,
buytikliukleri belli (100-1000 bp) DNA fragmentleri iceren marker ile kiyaslanarak
saptandi.

Bir beherde 2.1 gr agaroz 140 ml 1X TBE solusyonu igerisinde mikrodalga
firinda homojen seffaf hale gelinceye kadar isitildi. Isitma igleminden sonra
karistinicida yaklagik 200 dev/dak, 10-15 dakika taraklarin erimeyecedi sicakliga
dusene kadar karstirildi. Karigtirma esnasinda, 10 mg/ml’lik EtBr’den 14 pl eklendi.
Erimis haldeki jel uygun sicaklifa diigiince taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine
dokuldi. Yaklasik 1 saat sogumaya birakilan jel, elektroforez tankina yerlestirilerek
PCR orneklerinin yiklenmesine hazir hale getirildi.

Daha onceden PCR islemi yapilmis olan Ornekler alinip tzerlerine 10 pl

Orange-G katildiktan sonra birkag saniye mikro santrifiijde yaklagik 3500 rpm de
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cevrilerek, PCR trtnleri ile Orange-G’nin birbirlerine karigmalart saglandi. Daha
sonra ornekler bir otomatik pipet yardimiyla elektroforez tankina yerlestirilen jelin
kuyucuklarina sirasiyla birakildi. Kullanilan jel 20 adet ornek ve bir adet marker
alabilecek sayida kuyucuga sahip olup 11. kuyucuga marker birakilmigtir. Tankin
kapag1 kapatildiktan sonra gli¢ kaynagimndan 120 Volt potansiyel gerilimi olugturacak
sekilde elektrik akimi gegmesi saglanarak Orneklerin 40-50 dakika yuritildi. Bu
siire sonunda Orange-G’nin, jelin alt ucuna kadar geldigi gorildi.

I11.4.3. Genotiplendirme

Tim degerlendirmelerde 100 bp’lik marker kullamildi Gozlenen bantlarin
molekiiler uzunluklari, marker ile kargilagtirilarak yaklagik olarak belirlendi (10
bp). Ornekler, jel goriintiileme sistemine konulup 260 nm dalga boyunda UV 151k
altinda degerlendirildi.

Serotonin tagtyict geninin VNTR polimorfizmi igin yapilan iglemler sonunda
goruntilleme sisteminde marker ile kiyaslama yapildiginda orneklerin 360 bp veya
390 bp olduklar1 gozlendi. Bunlar sirasiyla 10 ve 12 alelleridir. Orneklere ait 390 bp
hizasinda tek bir bant oldugunda 12/12, 360 bp hizasinda tek bir bant varsa 10/10,
her iki bant da varsa 10/12 olarak genotiplendirme yapilarak kaydedildi.

Serotonin tagiyict gen S-HTTLPR polimorfizmi 6rnekleri gozlenirken 500
bp’lik marker bant seviyesinin hemen altinda ve ustinde yer alan- bantlar
gozlenmigtir. Yaklagik olarak 520-530 bp hizasindaki bantlar 528 bp’lik L aleli,
yaklagtk 480 bp hizasinda bulunan bantlar ise 484 bp’lik S aleli olarak
degerlendirilmigtir. 528 bp hizasinda tek bir bant oldugunda L/L, 484 bp hizasinda
tek bir bant oldugunda ise S/S olarak genotiplendirme yapildi. Hem 528 bp hem de
484 bp hizasinda olmak tzere iki adet bant gozlendiginde de L/S olarak

genotiplendirme yapildi.

IILS. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Serotonin tastyict geninin intron 2 (STG.in.2) VNTR ve 5-HTTLPR
polimorfizmleriyle sizofreni arasindaki iligki genotip ve alel agisindan ki-kare analizi
ile SPSS (Statistical Package for Social Sciences, version 10.0) paket ﬁrograml
kullanilarak degerlendirildi. Her iki polimorfizmin genotip frekanslarinin Hardy

Weinberg dengesinde olup olmadig1 ki-kare testiyle belirlenmigtir.
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1V. BULGULAR

Bu ¢alismada, sizofreni hastalig: ile serotonin tagiyici genine ait polimérﬁzmler
arasinda iligki olup olmadig1 aragtirilmistir. Bu amagla 55 sizofreni hastasi (hasta
grubu) ile 32 saglikli bireye (kontrol grubu) ait DNA’lardan PCR yontemi ile
serotonin transporter geninin VNTR ve 5-HTTLPR polimorfizlerinin alel ve

genotipleri saptanmigtir,

Hasta grubundaki 55 bireyin yaglari 35.67+13.25, kontrol grubundaki 32
bireyin yaglari 34.75+11.33 olarak bulunmugtur. Yas yoninden gruplar arasindaki

fark istatistiksel yonden 6dnemsiz bulunmustur (t=0.32; p>0.05).

Hasta grubundaki bireylerin 32’si (%58.2) erkek, 23’0 (%41.8) kadin; kontrol
grubundaki 32 bireyin 12’si (%37.5) erkek, 20’si (%62.5) kadindir. Cinsiyet
yoninden gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak ¢énemsiz bulunmustur (>=3.46,

p>0.05).

Her iki gruptaki bireyler sizofreni aile 6ykiisi yoninden karsilagtirildiginda
aradaki fark onemli bulunmustur (p<0.05). Hasta grubundaki bireylerin 16’sinda
(%29.1) sizofreni aile dykiisii varken, kontrol grubunda hi¢ yoktur. Aile dykiisiinde
herhangi bir psikiyatrik hastalik olan bireylerin sizofreniye yakalanma riski
olmayanlara gore 0.71 kez daha fazladir (Odds=0.71, CI %95 0.59; 0.84). Bu oran
istatiksel olarak 6nemlidir (Tablo IV.1).

IV.1. SEROTONIN TASIYICI GEN VNTR POLiIMORFIZMIiNiN ALEL
VE GENOTIPLERI

Serotonin tagiyict geninin VNTR polimorfizmi igin gorintileme sisteminde
marker ile kiyaslama yapildiginda 360 bp hizasinda olan ornekler 10, 390 bp
hizasinda olan Ornekler ise 12 alleli olarak degerlendirildi. 360 bp hizasinda tek bir
bant oldugunda 10/10, 390 bp hizasinda tek bir bant oldugunda da 12/12, her iki bant
da oldugunda ise 10/12 olarak genotiplendirme yapilarak kaydedildi (Fotograf IV.1).



Tablo IV.1. Hasta ve kontrol grubunda sizofreni aile 6ykiisii dagilimi

Ailede gizofreni oykiisi

Var Yok Toplam
Gruplar n % n % n %
Hasta 16 291 39 709 55  100.0
Kontrol 0 0 32 100.0 32 100.0
Toplam 16 184 71 816 87 100.0

(x?=11.40, p=0.001)

30

Fotograf IV.1. SERT VNTR polimorfizmine ait alellerin elektroforez sonu fotografi.

3,4,7,8,9 ve 12 nolu érneklere ait bantlar bireylerin, yalniz 12 alellerine ve 12/12

genotipine sahip olduklarini; 1, 2, 5, 6 ve 11 nolu orneklere ait bantlar bireylerin hem

12, hem de 10 alellerine sahip olduklarini (12/10 genotipinde olduklarini); 10 nolu

ornege ait bant ise, bireyin 10 aleli ve 10/10 genotipine sahip oldugunu; M ise

markeri gostermektedir.
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Deneyler sonunda, 55 sizofreni hastasindan olugan grupta serotonin tagiyict gen
VNTR polimorfizmi agisindan 79 adet 12 (%71.8), 30 adet 10 (%27.3) ve bir adet 9
(%0.9) aleli saptandi. Kontrol grubunda ise 45 adet 12 (%70.3) ve 19 adet 10 aleli
(%29.7) saptandi (Tablo 1V.2). Bu polimorfizmin, alel frekanslarinin gruplarla olan
iligkisi ki-kare analizi ile degerlendirildi ve alel frekansinda anlamli bir degigmenin

olmadigi goruldi (p=0.712).

Tablo IV.2. Serotonin tagiyict geni VNTR polimorfizminin alel frekanslari

Aleller
12 10 9 Toplam
Gruplar n % n % n % n %
Hasta 79 718 30 273 1 0.9 110 100.0
Kontrol 45 703 [y 2N 0 0 64 100.0
Toplam 124 713 49 282 1 0.6 174 100.0

(x2=0.67, p=0.712)

Bu polimorfizm genotipik agidan incelendiginde, 55 bireyden olusén hasta
grubunda 26 birey 12/12 (%47.3), 26 birey 12/10 (%47.3), 2 birey 10/10 (%3.6) ve
1 birey de 12/9 (%1.8) genotipinde bulundu. Otuz iki kisilik kontrol grubunda ise 15
birey 12/12 (%46.9), 15 birey 12/10 (%46.9) ve 2 birey 10/10 (%6.3) genotipinde
bulundu (Tablo 1V.3).

Hasta olan bireylerin serotonin tagiyict gen VNTR polimorfizmin kontrol
grubundaki bireylere gore farkli olma riski (odds)=1.13 kez daha fazladir. Fakat bu
oran istatistiksel olarak 6nemsizdir. (CI % 95 0.49; 2.63)

Yine 12 aleline sahip bireyler 10 aleline sahip bireylere oranla 1.07 kat daha
fazla risk tasimasina karsilik, bu risk istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (CI %95

0.54;2.12, p=0.832).
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Tablo IV.3. Serotonin tagtyict geni VNTR polimorfizminin genotip frekanslari

Genotipler
12/12 12/10 10/10 12/9 Toplam
Gruplar n % n % n % n % n %
Hasta 26 473 26 473 2 3.6 1 1.8 55 100.0
Kontrol 15 46.9 15 469 2 6.3 0 0 32 100.0
Toplam 41 47.1 41 471 4 4.6 1 1.1 87 100.0

(x*=0.88, p=0.829)

IV.2. SEROTONIN TASIYICI GEN 5-HTTLPR POLIMORFIZMININ
ALEL VE GENOTIPLERI

Serotonin tagtyict gen 5-HTTLPR polimorfizminde ise, 528 bp hizasinda
bulunan ornekler L aleli, 484 bp hizasinda bulunan ornekler ise S aleli olarak
degerlendirildi. 484 bp hizasinda tek bir bant oldugunda S/S, 528 bp hizasinda tek
bir bant oldugunda ise L/L olarak genotiplendirme yapilmigtir. Hem 528 bp, hem de
484 bp hizasinda olmak iizere iki adet bant gozlendiginde de L/S olarak

genotiplendirme yapilmigtir.

Deneyler sonunda, 55 sizofreni hastasinin S-HTTLPR polimorfizmi agisindan
57 adet L aleli (%51.8) ve 53 adet de S aleli (%48.2) saptandi. Otuz iki bireyden
olusan kontrol grubunda ise 34 adet L aleli (%53.1) ve 30 adet de S aleli (%46.9)
oldugu gorildu (Tablo 1V.4).

Serotonin tagiyict geni S-HTTLPR polimorfizmlerine ait L ve S alellerinin
gorilme sikligi ile hastalik arasinda istatistiksel yonden anlamli bir iliski

bulunamamugtir (p=0.868).
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Fotograf IV.2. SERT 5-HTTLPR polimorfizmine ait alellerin elektroforez sonu
fotografi. 4 ve 8 nolu drnekler yalniz L alelini (L/L genotipini); 2, 5, 6 ve 10 nolu
ornekler S alelini (S/S genotipini) gostermektedir. 1, 3, 7 ve 9 nolu ornekler ise
bireylerin hem L, hem de S alellerine (L/S genotipinde) sahip olduklarini, M ise

markert gostermektedir.

Tablo 1V.4.  Serotonin tasiyict gen 5-HTTLPR polimorfizminin alel

frekanslari
Aleller
L S Toplam
Gruplar n % n % n %
Hasta 57 51.8 53 48.2 110 100.0
Kontrol 34 53.1 30 46.9 64 100.0
Toplam 91 52.3 83 477 174 100.0

(x?=0.03, p=0.868)
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Serotonin tastyict geni 5-HTTLPR polimorfizmine gore 55 bireyden olusan
sizofreni grubunda 17 birey (%30.9) L/L genotipinde, 23 birey (%41.8) L/S
genotipinde ve 15 birey (%27.3) de S/S genotipinde bulundu. Otuz iki kigiden olusan
kontrol grubunda 9 birey (%28.1) LL genotipinde, 16 birey (%50.0) L/S genotipinde
ve 7 birey (%21.9) S/S genotipinde bulundu (Tablo IV.5).

Tablo IV.5. Serotonin tagiyict gen S-HTTLPR polimorfizmi genotip frekanslari

Genotipler
L/L L/S S/S Toplam
Gruplar n % n % n % n %
Hasta 17 309 23 4138 15 273 55 100.0
Kontrol 9 281 16 50.0 7 219 32 100.0
Toplam 26 299 39 448 22 253 87 100.0

(x?=0.58, p=0.745)

Hasta olan bireylerin S-HTTLPR polimorfizminin kontrol grubundaki bireylere
gore farkli olma riski (odds) 0.083 kez daha fazla bulunmug, bu oran istatistiksel
yonden 6nemli bulunmamistir (CI %95 0.48; 1.78, p=0.745)

L aleline sahip bireyler S aleline sahip bireylere oranla 0.94 kat daha fazla risk
grubunda bulunmalarina karsilik, bu riskin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

saptand1 (CI %95 0.51; 1.75, p=0.868).

Serotonin tagiyict geni, intron 2 VNTR ve S5-HTTLPR polimorfizmleri
genotipleri bakimindan hem hasta grubu, hem de kontrol grubu Hardy Weinberg
dengesindedir. Buna gore sizofreni, serotonin tagiyict genine ait polimorfizmlerin

genotip dagiliminda herhangi bir farkliliga neden olmamugtir.
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V. TARTISMA

Bu ¢alismada sizofreni ile serotonin tagiyict genine ait VNTR ve 5-HTTLPR
polimorfizmleri arasinda iligki olup olmadigi arastirtlmigtir. Bu amagla hasta ve
kontrol gruplarinin bireylerinden elde edilen DNA’larda serotonin tagtyici geninin
polimorfizmlerine bakilarak her iki grup arasinda alel ve genotip dagilimi agisindan

farklilik olup olmadigt incelenmisgtir.

Deneyler sonucunda, hasta grubunda serotonin tagiyici gen intron 2 (STG in.2)
VNTR polimorfizmi %71.8 oraninda 12 alelli, %27.3 oraninda 10 alelli, %0.9
oraninda 9 alelli dagilim saptandi. Kontrol grubunda ise 12 aleli %70.3, 10 aleli ise

%29.7 oraninda bulundu.

Bu polimorfizm agisindan hasta grubunun %47.3’t 12/12, %47.3°4 12/10,
%3.6’s1 10/10, %1.8’1 ise 12/9 genotipine sahiptir. Kontrol grubundaki bireylerin
%46.9’u 12/12, %46.9’u 12/10 ve %6.3’1 10/10 genotipinde bulundu.

Hasta olan bireylerin STG in.2 VNTR polimorfizmi kontrol grubuna gore 1.13
kat fazla olmasina kargilik bu fazlaligin istatiksel olarak anlamli olmadig gorildi
(C1%95 0.49; 2.63).

Serotonin tagiyici gen intron 2 geninin 12 (STG in.2.12) aleline sahip bireylerin
10 aleline sahip bireylere oranla 1.07 kat daha fazla risk tagidigi, ancak bu riskin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu (CI %95 0.54; 2.12 p=0.832).

Farklt populasyonlarda STG in.2 VNTR polimorfizmi sagliklt bireylerde
caligtlmigtir. Almanya’da gen frekanslar 12 aleli igin %54.1, 10 aleli i¢in %44.5 ve 9
aleli igin %1.4 olarak; Ispanya’da 12 aleli igin %66.05, 10 aleli i¢in %32.1 ve 9 aleli
icin %1.85; Avrupa kokenli Amerikalilarda 12 aleli igin %63, 10 aleli i¢in %34 ve 9
aleli igin %3; Afrika kokenli Amerikalilarda 12 aleli i¢in %75, 10 aleli i¢in %24 ve 9
aleli i¢in %1 olarak hesaplanmigtir. Bizim g¢aligmamizdaki kontrol gruplarina ait
VNTR polimorfizmi alellerinin dagilimi (%70.3 oraninda 12 aleli ve %29.7 oraninda
10 aleli) Ispanyol saglikli bireylerdeki dagilimla benzerlik gostermektedir
(38,47,51,65,66).

Alman popiilasyonunda sizofreni ile STG in.2 VNTR polimorfizminin arasinda

bir iligki olup olmadigini aragtirmak {izere yapilan bir galigmada; hasta grubunda
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%60.0 oraninda 12 aleli, %40.0 oraninda 10 ve 9 aleli dagilimi saptanmigtir. Kontrol
grubunda ise %55.0 oraninda 12 aleli, %45.0 oraninda 10 ve 9 aleli dagilim1
saptanmigtir. Genotip yoninden hasta grubunda %37.0 oraninda 12/12, %46.0
oraninda 12/10, %16.0 oraninda 10/10, %2.5 oraninda 12/9 dagilimi saptanmusgtir.
Kontrol grubunda genotip yoniinden %32.0 oraninda 12/12, %41.0 oraninda 12/10,
%23.0 oraninda 10/10, %4.0 oraninda 12/9 dagilimi elde edilmigtir (67).

Bizim yaptigimiz ¢aligmadaki 12 alelinin frekansi bu ¢aligmadaki degerden
disik c¢ikmustir. Ayrica 12/12  genotipine sahip hastalarin  oram  Alman
populasyonundaki 12/12 genotipine sahip hastalarin oranindan digik ¢ikmistir. Bu

farkliligin popiilasyonlarin farkli olmasindan kaynaklandigi ileri stirtlebilir.

Almanya’da multipleks (hastaliktan etkilenen en az iki kardes ve anne-baba)
ve simpleks (etkilenen bir g¢ocuk ve anne-baba) ailelerle yapilan ¢aliymada;
multipleks ailelerde STG in.2.12 transmisyonunun, 9 ve 10’un transmisyonundan
onemli farklilik gosterdigi gorilmiistiir.(68).Bizim g¢aliymamizda aileler agisindan

kargilagtirma yapilmamistir.

Kore populasyonunda genin transkripsiyon baslangic bolgesinde bir
delesyon/insersiyon polimorfizminin §izofreninin siddeti ile bir iligkisinin olabilecegi
sonucuna vartlmigtir (69).

Normandiya kokenli beyaz Kazaklarda yapilan iki ¢aligmada da STG in.2.12
polimorfizminin higbir aleli ya da genotipi arasinda iligki bulunamamig, sonucta bu
genin gizofreni etiyolojisinde 6nemli bir rol oynamadigi sonucuna varilmigtir. Bu
sonu¢ bizim sonuglarimizla benzerdir. Buna karsilik Taiwan’da Kafkas
poptilasyonunda yapilan STG in.2.12° nin yaygin oldugu ve sizofreni etiyolojisinde
rol oynayabilecegi sonucuna varilmigtir (45,46,70).

Berlin’de sizoparanoid hastalarin diger sizofreni tipleri ve kontrol gruplarina
gore STG.in.2.12 aleli i¢in daha sik homozigotluk gosterdigi, STG in.2.9 alelinin
sizofreninin rezidiiel alt tipi i¢in risk tagidig1 sonucuna vartlmgtir. Pozitif ve negatif
belirti 6lgegiyle yapilan olgimlerde polimorfizm ve tedaviye yanit arasmda iligki
bulunmamigtir. Sonug olarak 44 bp polimorfizminin sizoaffektif ve 17bp VNTR
polimorfizminin sizofreninin rezidiel alt tipi ile iligkisinin olabilecegi kanisina

varilmigtir (71).
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Gaziantep’te serotonin tagiyici gen VNTR polimorfizmi ile sizofreniye
yatkinlik ve hastaligin klinik alt tipleri arasindaki iligkinin arastirildigt galigmada

anlamli bir sonug bulunamamustir (40,41).

Bizim ¢aliymamizda alel ve genotip sikligina bakilmig olup ¢aligmaya aldigimiz
hasta sayisi az oldugu i¢in sizofreninin alt tipleri agisindan degerlendirme
yapumamigstir. Sizofreni ile STG in2 VNTR polimorfizmi arasinda iligki

bulunmamasi Gaziantep’te yapilan galigmanin sonuglariyla benzer bulunmustur.

Serotonin tagtyici geni S-HTTLPR polimorfizminde hastalar %51.8 oraninda L,
%48.2 oraninda S alel dagilimi goéstermistir. Kontrol grubundaki dagilim ise %53.1
L, %469 S olarak saptanmistir. Hasta ve kontrol grubunda saptanan L ve S
alellerinin kismen benzer oranlarda oldugu gorildi, iki grup arasinda istatistiksel

a¢idan anlamli bir fark bulunamadi.

Hastalarin %30.9’u L/L, %41.8’1 L/S ve %27.3’4 S/S genotipinde, kontrol
grubunda da %28.1’1 L/L, %50’si L/S ve %21.9’u da S/S genotipinde bulundu.

Hasta grubunda 5-HTTLPR polimorfizmi kontrol grubuna gore 0.83 kat fazla
olmasima karsilik bu fazlaligin istatiksel olarak anlamli olmadigi goérildia (CI %95

0.48; 1.78).

L aleline sahip bireyler S aleline sahip bireylere gore 0.94 kat daha fazla risk
grubunda bulunmalarina karsilik bu riskin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

saptand1 (CI %95 0.51; 1.75 p=0.868).

Serotonin tastyict geni S-HTTLPR polimorfizmi de farkli popiilasyonlarda
calisitlmis olup elde edilen gen frekanslari Almanya’da L aleli i¢in %60, S aleli i¢in
%40; Ttalya’da L aleli i¢in %57.2, S aleli igin %42.7; Ingiltere’de L aleli icin %55, S
aleli i¢in %45; Avrupa kokenli Amerikalilarda L aleli i¢in %53, S aleli igin %47;
Fransa’da L aleli igin %61, S aleli i¢in 39; Libya’da L aleli igin %52, S aleli igin
%46; Tunus’da L aleli i¢in %53, S aleli i¢in %46; Fas’ta L aleli igin %51, S aleli i¢in
%49 olarak ve Israil’de L aleli igin %44, S aleli igin %56 olarak saptandig
belirtilmistir (47,65,66,72).
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Bu c¢alismada yapilan S5-HTTLPR polimorfizminin alellerinin kontrol
grubundaki dagilimi, ézellikle Avrupa kokenli Amerikalilar ve Tunus’taki saglikli

bireylerin allellerinin dagilimi ile benzerlik gostermektedir.

Bizim galigmamizda, 6zellikle S-HTTLPR olmak tizere her iki polimorfizme
ait alel ve genotiplerin hasta ve kontrol gruplarinda farkli oranlarda dagilima sahip

olmalari beklenmigtir.

Serotonin tagtyici geni S-HTTLPR polimorfizminde L aleline sahip hiicrelerin
S/S genotipine sahip hiicrelerden iki kattan daha fazla promotor aktivitesi gostererek,
L/L genotipine sahip hiicrelerin L/S genotipine sahip hiicrelerden 1.4 kat, S/S
genotipine sahip hiicrelerden ise 1.7 kat daha fazla stabil konsantrasyonda serotonin
tagtyict geni mRNA's1 sentezlendigi ileri siirilmugtir. Bu 6zellikler dikkate alinarak
yapilan pek ¢ok norolojik ve psikiyatrik galigmalarin bazilarinda oldukga anlamli
sonuglar elde edilmigtir (35,39,47,48,57).

Gaziantep’te yapilan ¢aligmada kontrol grubunun %29.8’1 L/L, %38.8’i S/L,
%31.4’tnin S/S; sizofreni hastalarinin %23’ tniin L/L, %50’sinin S/L, %27 sinin S/S
genotipinde oldugu bulunmustur. Bu sonuglar bizim sonuglarimizla benzerdir
(40,41).

Taiwan’da yapilan ¢aligmada S-HTTLPR varyantlarimin sizofreninin klinik
belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda ve klozapine yanitta 6nemli rol oynamadigi, Cin’de
yapilan galismada S-HTTLPR sizofreni polimorfizmi ile sizofreni arasindaki iligki
caligmasinda siddet davramigiyla iligkili ancak intiharin kendisi ve sizofreni ile
iligkisiz oldugu bulunmustur (73,74).

Almanya’da affektif ya da sizoaffektif bozuklugu olan hastalar kontrollerle
kargilagtirildiginda promotor gen varyant: ile iligkisiz, sizofreninin dezorganize alt
tipinin serotonin tagiyict gen promotorunun homozigot uzun formu (L) ile iligkili
oldugu gosterilmigtir. Brezilya’da alel sikligi ve genotipleri a(;lsmdan‘ yapilan
caliymada S-HTTLPR polimorfizminin énemli rol oynamadigt sonucuna varilmigtir
(75,76).

Fransa Kafkaslarinda yapilan ¢aligmada, siddet davramgsiyla S-HTTLPR

polimorfizminin iligkili, ancak intiharla iligkisiz oldugu bulunmustur (77).
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Italya’da 5-HTTLPR polimorfizminin sizofreni psikopatolojisiyle iligkisinin
aragtirildig1 ¢aligmada, S-HTTLPR polimorfizminin manik, depresif, sanrisal ya da
dezorganize belirtilerle iligkisinin oldugu bulunmus, ancak sizofreninin
psikopatolojisiyle iliskili bulunmamigtir. Italya’da yapilan bir bagka galismada da 5-
HTTLPR polimorfizminin bipolar affektif bozukluk ve sizofreni ile iligkisi
bulunamamigtir (78,79). Bizim c¢aligmamizda da benzer gekilde serotonin tagiyici
geni 5-HTTLPR ile sizofreni psikopatolojisi arasinda anlamlr iligki bulunamamagtir.

5-HTTLPR agisindan intihar edenlerin alellerine bakildiginda, S alelinin L
aleline gore oldukga yiksek oranda bulundugunu bildiren bir aragtirma grubu, bu
alelin klinik degerlendirmelerde etkili olabilecegini ileri stirmiistiir (80).

Parkinson hastaliginin ileri donemlerinde ortaya g¢ikan depresyon ile 5-
HTTLPR polimorfizmi arasindaki iligkiyi aragtiran bir grup tarafindan, S alelinin
istatistiksel olarak oldukga anlaml: bir bigimde fazla oldugu bildirilmistir (81).

Otizm ile ilgili olarak yapilan ¢aliymada ise hasta grubundaki 5-HTTLPR
polimorfizmi degerlendirildiginde, L aleli S alelinden oldukg¢a fazla bulunmugtur.
Ancak VNTR polimorfizmi agisindan incelendiginde alellerin dagilimlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunamadig: rapor edilmistir (66,82,83).

Bu bilgiler serotonin tagtyict geni aktivitesinin belki transkripsiyonun oraniyla
da etkilesebilecegi ve klinik olarak degerlendirilebilecek degisimlere neden
olabilecegi diisiincesini kuvvetlendirmektedir. Belki de serotonin tasiyici’ geninin
polimorfik ozellikleri ¢evresel etkenlerle beraber etkilesime girerek sizofreni
etiyolojisinde rol oynuyor olabilir. Bu ¢aligmada oldugu gibi, tek basina sizofreni ile
iligkili bulunamayan serotonin tasiyici geni diger norotransmitter sistemlerine ait
polimorfik ozelliklerle de beraber kombine bir gekilde galigildiginda daha saglikl

sonuglar elde edilebilir.
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VL. SONUC VE ONERILER

Genetik yatkinligin sizofrenide 6nemli bir roli oldugu digtunilmektedir. Ancak
bu durum, sizofreni tanist konan tim olgularin kromozomlarinda s6z konusu

yatkinligt tagidiklart anlamina gelmez.

Sizofrenin genetik yonleriyle ilgili olarak farkh alanlarda ¢ok sayida galigma

yapilmugtir.

Bu galismada, en 6nemli norotransmitterlerden biri olan serotoninin, tagiyici
geninin genetik polimorfizmi ile sizofreni arasindaki iligski aragtirilmigtir. Caligma
sonucunda, serotonin tagtyici genine ait polimorfizmlerin gizofreni ile iligkili

olabilecegi yoniinde bir sonuca varilamamigtir.

Sonug olarak, sizofreni etiyolojisinde rol oynadigi disintlen cegitli risk
etkenleri ve genlerle yapilacak galigmalar anlamli sonuglar verebilir. Ayrica 6rnek
sayist artirtlarak serotonin tagiyict geni polimorfizmleri ile diger norotransmitter
genlerine ait polimorfizmler sgizofreni etiyolojisinin aydinlatiimasina katki

saglayabilir.
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VIII. EKLER

PSIKIiYATRI-GENETIK CALISMA FORMU

HASTALIK GRUBU:

SIRA NO:

ADI SOYADLI:

CINSIYETL:

YASI:

MESLEGI:

HASTALIK TANISI:

HASTALIK SURESI:

AKRABA EVLILIGI:

AKRABA EVLILIK DERECESI:

AILEDE BENZER HASTALIK OYKUSU:

AILEDE BASKA HASTALIK OYKUSU:

KONJENITAL ANOMALI OYKUSU:

VAR( )

VAR( )

VAR( )

YOK( )

YOK( )

YOK( )
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DSM-IV TANI OLCUTLERI

A. Karakteristik semptomlar:Bir aylik bir dénem boyunca (basari ile tedavi edilmigse
daha kisa bir stire), bu sirenin énemli bir kesiminde agagidakilerden ikisinin (ya da
daha fazlasinin) bulunmasi:

(1) hezeyanlar (sanrilar)

(2) hallusinasyonlar (varsanilar)

(3) dezorganize (karmakarigik) konugma (6rn. ¢agrigimlarda dagimklik,
sik sik konu dig1 sapmalar gosterme ya da enkoherans)

(4) ileri derecede dezorganize ya da katatonik davranig

(5) negatif semptomlar, yani affektif donukluk (tekduzelik), aloji
(konugamazlik) ya da avolisyon

Not:Hezeyanlar bizar ise ya da hallisinasyonlar kisinin davranig ya da
dugiinceleri Gizerine sirekli yorum yapmakta olan seslerden ya da iki ya da daha fazla
sesin birbiriyle/birbirleriyle konugmasindan olusuyorsa A Tam Olgiitinden sadece
bir semptomun bulunmasi yeterlidir.
B. Toplumsal/mesleki islev bozuklugu:is, kisileraras: iligkiler ya da kendine bakim
gibi 6nemli iglevsellik alanlarindan bir ya da birden fazlasi, bu bozuklugun
baslangicindan once erisilen diizeyin belirgin olarak altinda kalmistir (baslangici
cocukluk ya da ergenlik donemine uzaniyorsa, kigilerarasi iligkilerde, egitimle ilgili
ya da mesleki bagarida beklenen diizeye erisilememigtir).

C. Siire: Bu bozuklugun siiregiden belirtileri en az 6 ay sireyle kalic1 olur. Bu 6
aylik siire, en az bir ay sureyle (basariyla tedavi edilmigse daha kisa bir siire) A Tam
Olgutiini  kargilayan semptomlar1 kapsamalidir; prodromal ya da rezidiel
semptomlarin  bulundugu donemleri kapsayabilir. Bu bozuklugun belirtileri,
prodromal ya da rezidiel donemlerde, sadece negatif semptomlarla ya da A Tam
Olgiitins  kargilayan semptomlari kapsamalidir; prodromal ya da rezidiel
semptomlarin  bulundugu doénemleri kapsayabilir. Bu bozuklugun belirtileri,

prodromal ya da rezidiel donemlerde, sadece negatif semptomlarla ya da A Tani
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Olgittiinde siralanan iki ya da daha fazla semptomun daha hafif bi¢imleriyle (6rn.
acayip inaniglar, olagandig1 algisal yasantilar) kendilerini gosterebilir.

D .Sizoaffektif Bozuklugun ve Duygudurum Bozuklugunun diglanmasi:Sizoaffektif
Bozukluk ve Psikotik Ozellikler Gosteren Duygudurum Bozuklugu diglanmugtir,
¢iinkii ya (1) aktif-evre semptomlari ile birlikte ayn1 zamanda Major Depresif, Manik
ya da Mikst Epizodlar ortaya ¢gitkmamistir ya da (2) aktif-evre semptomlar: sirasinda
duygudurum epizodlart ortaya ¢ikmigsa bile bunlarin toplam siiresi aktif ve rezidiel

doénemlerin stiresine gore daha kisa olmustur.

E.Madde kullaniminin/genel tibbi durumun diglanmasi: Bu bozukluk bir maddenin
(6rn. kotiye kullanilabilen bir ilag, tedavi i¢in kullamilan bir ilag) dogrudan fizyolojik

etkilerine ya da genel tibbi bir duruma bagl olarak ortaya ¢ikmamaigtir

F.Bir Yaygin Gelisimsel Bozuklukla olan iligkisi: Otistik Bozukluk ya da diger bir
Yaygin Geligimsel Bozukluk oykiisii varsa, ancak en az bir ay siireyle (bagariyla
tedavi edilmigse daha kisa bir siire) belirgin hezeyan ya da halkisinasyonlar da varsa

Sizofreni ek tanisi konabilir.
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