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Tezin Bashgi: Sizofren Tanis1 Almig Hasta Ve Kontrol Gruplarinda, COMT Genin
Eksozomlardaki ifadesinin Kantitatif Real Time PCR Ile Arastiriimasi

Ogrencinin Adi: Demet BULUT (TARHAN)
Damisman: Dog. Dr. Nuray ALTINTAS
Anabilim dah: Tibbi Biyoloji

1.0ZET

Amag: Bu calismanin amaci sizofren tanisi alan hasta bireyler ile saglikli bireyler
arasinda COMT geninin eksozomlardaki ifade farkliliginin arastirilmasidir.

Gerec ve Yontem: Calismamizda Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan
Hastanesi Psikiyatri Klinigi’ nde tedavi goren ve kronik sizofren tanist konmus 8 birey
hasta grubunu olusturmustur. Ailesinde kronik sizofreni 6ykiisii bulunmayan, saglikl
goniilli 8 birey kontrol grubunu olusturmustur. COMT geninin eksozomlardaki
ifadesinin RT-PCR teknigi ile arastirilmasi yapilmistir. Analiz sonuglarr 2-2A¢T
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Arastrmamizin sonucglarma gore 1, 2, 4, 6, 7 ve 8 numaral
hastalarimizda COMT geni ekspresyon seviyelerinin anlamli up regiilasyonu oldugu
belirlenmistir.

Sonuglar: Calismamizda sizofren tanis1 almis hasta ve sizofren tanisi almamuis
kontrol gruplarinda, COMT geninin eksozomlardaki ifadesini saptamak i¢in Kantitatif
Real Time PCR yontemi kullanilmistir. Sonuglarimizin COMT geni ekspresyon

seviyesinin yukari regililasyonda énemli bir rol alabilecegini gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Sizofreni, COMT, Eksozom, RNA



Thesis Title: Investigation of the Expression of COMT Gene in Exosomes by
Quantitative Real Time PCR in Schizophrenic Patients and Control Groups

Student’s Name: Demet BULUT (TARHAN)
Advisor: Assoc. Dr. Nuray ALTINTAS
Department: Medical Biology

2.ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to investigate the difference in expression of
COMT gene in exosomes between patients with schizophrenia and healthy individuals.

Material and Methods: In our study, 8 patients who were diagnosed as chronic
schizophrenia and treated at the Psychiatry Clinic of Hafsa Sultan Hospital, Manisa
Celal Bayar University, consisted the patient group. 8 healthy volunteers who didn't
have a family history of chronic schizophrenia consisted the control group. The
expression of COMT gene in exosomes was investigated by RT-PCR technique. The
results of the analysis were evaluated using 22T method.

Results: According to the results of our study, it was determined that COMT gene
expression levels were significant up regulation in our patients 1, 2, 4, 6, 7 and 8.

Conclusions: In our study, quantitative Real time PCR method was used to
determine the expression of COMT gene in exosomes in patients with schizophrenia
and control groups without schizophrenia. Our results may indicate that the expression

level of the COMT gene may play an important role in up regulation.

Key words: Schizophrenia, COMT, Exosome, RNA



3. GIRIS

Psikiyatrik bozukluk; sanri, anormal konusma ve davranig gibi algi, diisiince ilgili
alanlarda goriilen birgok belirtilere neden olan, kisiyi sosyal ortamlardan uzaklastiran
bir bozukluk olarak bilinmektedir. Psikiyatrik bozukluklar, cocukluk yillarindan
baslayarak, islevselligi bozar ve ¢evreyle dnemli uyumsuzluk ve c¢atigmalar neden
olur, topluma maliyeti oldukca fazladir ve her cografi bolgede goriilebilmektedir
(Delibas ve Cam 2018).

Psikiyatrik bozukluklar gelismis iilkelerde siralamaya bakildiginda ti¢ilincii biiyiik
saglik sorunudur. Sizofreni (SCZ) ve Bipolar bozukluk (BPD) toplum ve aile i¢in
olduk¢a pahali ve agwr yiik olan psikiyatrik bozukluklardan oldugu belirtilmektedir
(Behbahani ve ark. 2015). Ozellikle sizofreni geng yaslarda baslar, ilerler ve hastaligin
son asamalar1 kisiden kisiye deg8isen bir hastaliktir. Etiyolojisi net olarak
belirlenmemis olup kiside 6nemli 6l¢iide yeti eksikligine yol agtigi bildirilmektedir.
Sizofreni yapilan arastirmalarda yillik olarak yayginligi %1 olarak kabul edilmektedir
(Kocal ve ark. 2017).

Hastaligin genetik etiyolojisinde baslangigtaki calismalar aile bireyler, ikizler
iizerinde yapilan ¢alismalarla bilinmektedir. Arastirmalar %81’ lik kalitim orani ile
genetik etkinin sizofreni etiyolojinde dnemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Insan beyni, bilgi islemenin farkli ydnlerine aracilik eden ndronlarin heterojen alt
kiimelerinden olusan olaganiistii derecede karmasik bir yapidir (Nasrallah ve Delisi
2014).

Hastaligin arkasinda yatan faktorlerle ilgili sonuglar 6nemini devam ettirmekle
birlikte bunun hem genetik hem de c¢evresel faktorlerin bir birlesiminden
kaynaklandigi kabul edilmektedir (Sperber 2007).

Psikiyatrik hastaliklarin norobiyolojisi ve kalitimini tespit etmeye yonelik ¢ok
fazla sayida c¢alisma yapilmasma ragmen, psikiyatrik hastaliklarin kalitim agisindan

etkileri tam olarak bilinmemektedir (Camkurt ve ark. 2016).



Genetik alanindaki calismalar ile son yillarda baglant1 analizleri ile sizofrenide
risk faktorii olabilecek ¢cok sayida gen tanimlandigi bildirilmektedir (Acar ve Kartalct
2014). Sizofreniye neden olan genlerin 6p, 10p, 15q, 18q ve 22q kromozomlarin
iizerinde oldugu diisiiniilmektedir (Sperber 2007). 22. kromozom, insan genomunun
%1,6 — 1,8’ lik kismini igeren ikinci en kii¢iik insan kromozomudur. Katekol-O-Metil
Transferaz (COMT), kromozom 22q11.2 iizerinde en ¢ok incelenen genlerden oldugu
belirtilmektedir (Elvan ve ark 2011). COMT’ daki sizofreniye yatkinliga meyilli
polimorfizm igeren gen calismalar1 sonuglart uyumlu oldugu bildirilmektedir (Chana
ve ark. 2013).

COMT, dopamin yolaklarinda énemli bir fonksiyonu olan bir enzim molekiiliinii
kodlamaktadir. Katekolamin ~ metabolizmast  ve  farmakolojisi ile  katekol
metabolizmasi varyasyonlarmin kalitim isleyisi olduk¢a dnemli olmaktadir. COMT
geninde en ¢ok incelenen polimorfizm rs4680'dir ve kodon 158'de Valin bir Metiyonin
dontistimiine sebep olmaktadir. Degisik popiilasyonlarda rs4680 polimorfizm ile ilgili

yapilan ¢alismalar pozitif ve negatif sonuglar vermektedir (Acar ve Kartalc1 2014).



4.GENEL BIiLGILER

4.1 SIZOFRENININ TANIMI

Sizofreni, diinya lizerinde niifusun yaklasik olarak %1’ ini etkileyen ciddi bir
kronik zihinsel bozukluktur. Ozellikle ge¢ ergenlikte ortaya ¢ikan dil, diisiince, algi,
duygusal etki ve benlik duygusu da dahil olmak {izere insan bilis ve kisiliginin birkag
temel Ozelligini bozdugu belirtilmektedir. Hastalik 18 yasindan Once tespit
edildiginde, erken baslangicli SCZ olarak tanimlanir, bu daha ¢ok ailevi etkiler ve
zayif sonuglarla iliskili SCZ’ nin bir alt kategorisini olusturmaktadir. SCZ’ nin ¢ok
yaygin prevalansina ragmen, patogenezi hakkinda c¢ok az sey bilinmedigi
vurgulanmaktadir. Bu nedenle klinisyenler tani i¢in ve hastaligin seyri boyunca
ilerleme ve tedavi yanitim1 degerlendirme konusunda klinik semptomlara giivenme
egilimindedir (Xu ve ark. 2016).

Onceki ¢alismalar biiyiik dlciide sizofreni nedeni ile %64-80 arasinda, tahmini bir
kalitsalliga sahip genetik faktorlerin katkida bulundugunu gostermektedir. Genom
capinda yapilan bilimsel arastirmalar sizofreni ile iligkili birden fazla duyarli bolge
tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, kodlama yapmayan bolgelerde konumlarindan
dolay1 birtakim varyantlar arastirilmaya devam edilmektedir (Yang ve ark. 2019).

Yapilan arastirmalar sonucu sizofreni hastaliginin son yillarda biden fazla etki
alani oldugu diistiniilmektedir (Acar ve Kartalc1 2014).

Sizofreninin popiilasyon diizeyindeki en giiglii genetik iliskisi, ana Histo-
Uyumluluk Kompleksi (MHC) lokusundaki ¢esitliligi icermektedir. Ancak bununla
ilgili genler ve molekiiler mekanizmalarin tanimlanmas1 zor oldugu belirtilmektedir

(Sekar ve ark. 2016).



4.2 SIZOFRENININ TARIHCESI

Sizofreni hastaligi uzun yillar bilim insanlarmi ilgilendiren ciddi bir hastalik
olarak belirtilmektedir. 1860 yilinda Morel ad1 verilen bilim insani “erken bunama”
anlammna gelen “dementia preco” terimini kullanmaktadir. 1911° de, Eugen Bleuler
sizofreni terimini tekrar ele alarak, hastalikta kisinin ruhsal yasamindaki olumsuz
etkilerin O6nemli oldugunu vurgulamis, erken baslamasmin ve bunama ile
sonuclanmasmin gerekli olmadigini sdyleyerek hastaligi Yunanca “zihnin bdliinmesi,
yarilmasr” anlamina gelen “schizophrenia” olarak tanimlamaktadir (Ozpoyraz ve

Taman 1998).

4.3 SIZOFRENIDE BASLANGIC YASI VE BELIRTILERI

4.3.1. Baslangic Yasi

Sizofrenide baslangi¢ yasi, erkeklerde kadinlara gore daha erken oldugu
bildirilmektedir. Bu farkliliga 6zellikle aile dykiisii, gidis ve tedavi yanitlari, klinik
goriiniim neden olabilmektedir (Belli ve ark. 2007).

Sizofreni hastalig1 genel olarak en ¢ok 15-40 yaslar1 arasinda goriilmektedir.
Bireylerde hastaligin baslama durumu birbirinden farkli oldugu belirtilmektedir.
Bagslarda hastaligin etkileri aile fertleri tarafindan anlagilamayabilir ve zaman gectikce
hastalik yerlesebilmektedir. Belirtiler ¢cok netlesmeden ilk olarak sizoid ve sizotipal
kisilik 6zellikleri gostermektedir. Hastalik hizli ilerleyebildigi gibi yavas bir sekilde
baslayabilmektedir (Yavuz 2008).

Hastaligin  baglarinda hastalarm %95 inde hezeyanlarin, %68’ inde
haliisinasyonlarin, %61° inde yapisal diisiince bozuklugunun varlig1 saptanmaktadir.
Hasta bireylerin biiyiik bir kisminda tek bir belirtiden birden ¢ok belirti goriilmektedir.
Vakalarin yaridan fazlasinda ise, en az iki pozitif belirtinin birlikte basladig:
goriilmektedir (Ugok 2008).

Depresif belirtiler hastaligin (en azindan erken déneminde) temel belirtilerinden
birini olusturmakta ve hastanin yasadig1 psikotik c¢oziilmeye bir tepki olarak

yorumlanmaktadir (Tablo 1) (Belene 2009).



Tablo 1. Sizofrenide hastalik dncesi belirtiler (Belene 2009).

Norotik Belirtiler

Duygu durumuyla iliskili
belirtiler

Istek degisiklikleri

Fiziksel belirtiler

Esik alt1 psikotik belirtiler

Bilissel degisiklikler

Davrams degisiklikleri

Diger

Anksiyete, huzursuzluk, kizgmlik,
irritabilite

Depresyon, zevk alamama, sucluluk
duygulari, intihar diistinceleri,
duygudurumda oynamalar

Apati, diirtii kaybi, ilgi kaybi, haksizlik,
enerji azhig1

Somatik yakinmalar, kilo kaybi, uyku
diizensizlikleri

Algisal tuhafliklar, stiphecilik, beden ve
dis diinya algisinda degisiklikler

Dikkat ve konsantrasyon bozukluklari,
zihinsel mesguliyetler, giindiiz diisleri,
diistincede somutlasma

Islevsellikte azalma, sosyal geri
cekilme, dirtiisellik, tuhaf davranislar,
saldirgan tutumlar

Obsesif kompulsif belirtiler, dissosiyatif

yasantilar, kisiler aras1 duyarlilik artigi

4.3.2. Belirtileri

Yapilan calismalar sizofreni hastaliginda ¢ degisik semptom oldugunu

bildirmektedir; Pozitif belirtiler, Negatif belirtiler, Kognitif (Biligsel) belirtiler (Yavuz

2008; Belene 2009).

4.3.2.1 Pozitif belirtiler

Halliisinasyonlar ¢gogunlukla isitsel olmakla birlikte diger duyu alanlarma uyan

halliisinasyonlar da goriilmektedir. Pozitif belirtiler 6zellikle haliisinasyonlar ve

diistince bozuklugu ile bildirilmektedir. Haliisinasyonlar genellikle isitsel olup diger

duyu alanlarinda da goriilmektedir (Belene 2009).



4.3.2.2 Negatif belirtiler

Sizofrenide negatif belirtiler genellikle irade azligi, zevk alamama ve enerji

diizeyinde diisme ile iliskili oldugu bildirilmektedir (Belene 2009).

4.3.2.3 Kognitif (Biligsel) belirtiler

Kognitif (biligsel) belirtiler hayati normal akigimi engelleyen belirtilerdir. Akut
sizofrenide uyumun genelde bozulmadig: belirtilmektedir. Dikkat ve konsantrasyon
bozulabilmekte, hafiza kaybi olamamasma ragmen bazen hatirlamada giigliikler

olabilmektedir (Yavuz 2008).

4.4 SIZOFRENIDE ETKIiLi FAKTORLER

4.4.1. Yas Faktorii

Genellikle en sik 15-40 yaslar1 arasinda goriilmektedir. Baslangic tipleri
birbirinden farklhidir (Summakoglu ve Ertugrul 2018).

4.4.2. Cinsiyet Faktorii

Hastaligin erkeklerde kadinlara oranla daha agwr ve ciddi seyrettigi

belirtilmektedir (Summakoglu ve Ertugrul 2018).

4.4.3. Genetik Faktorler

Sizofreni ile ilgili yapilan calismalar genetik etkinin ¢ok fazla oldugunu
gostermektedir. Aile bireylerinde sizofren hastasi olan bireylerde hastaliga yakalanma
oraninin fazla oldugu ve ebeveynlerin her ikisine de sizofren tanis1t konmus ise
cocuklarinda hastaligin goriilme oran1 yaklasik %40 oldugu belirtilmektedir

(Summakoglu ve Ertugrul 2018).



4.4.4. Cevresel Faktorler

Cevre sartlari, sizofreninin gelismesinde etkili olabilmektedir. Arastirmalarda
kentlesme derecesi 1ile sizofreni arasindaki iliskinin 6nemli olabilecegi
belirtilmektedir. Kentlesme orani niifus yogunlugu ile tespit edilmis ve niifus
yogunlugu cok yiiksek olan yerlerde yasayan bireylerin %68-77 oraninda sizofreni
riskinin fazla oldugu bildirilmektedir. Sosyal sinif ve sizofreni arasindaki bagi
arastiran 30 c¢alismanin sonuglar1 gozden gecirildiginde, diisiik sosyoekonomik
konumun sizofreni riski ile yiiksek iliskili oldugu belirtilmektedir. Yapilan diger
calismalarda ¢ocukluk donemlerinde yasam sartlarindaki zorluk ile sizofreni arasinda

onemli derecede iliskili bulundugu bildirilmektedir (Summakoglu ve Ertugrul 2018).

4.4.5. Tetikleyici Faktorler

Madde kullanimi sizofreninin gelismesini etkileyen faktor olarak belirtilmektedir
(Sigara, Alkol, Esrar kullanimi) (Yavuz 2008). Sizofreni tanis1 alan bireylerin
cinsiyete gore farklilhlk gdsteren sosyodemografik o©zellikleri Tablo 2’de

belirtilmektedir (Belli 2007).

Tablo 2. Sizofreni tanis1 alan hastalarin cinsiyete gore farklilik gdsteren

sosyodemografik 6zellikleri (Belli 2007).

Erkek Kadin Toplam
Degiskenler Sayi % Sayi % Sayi % x> p
Cinsiyet 329 7.1 134 289 463 100
Egitim 38.44 <0.001
Okuryazar degil 63 19.1 59 440 122 263
Okuryazar 43 13.1 21 157 64 138
likokul 130 39.5 40 299 170 36.7
Ortaokul 35 10.6 6 45 41 89
Lise 52 15.8 7 & 52 59 12.7
Universite 6 1.8 1 0.7 7 1.5
Meslek 18.16 =0.006
Calismiyor 287 87.2 118 88.1 405 87.5
Emekli 10 30 1 07 11 24
Memur ¢ 21 - - 1.5
isci 5 - - 1.1
Serbest meslek 18 54 15 192 33 T2
Ogrenci 2> 0.6 - - 2 0.4
Medeni durum 31.66 <0.001
Evii 95 289 a7 35.1 142 30.7
Bekar 218 66.3 61 455 279 60.3
Bosanmis 12 36 15 122 27 58
Dul 4 12 11 82 15 32
Cocuk sayisi
Yok 43 38.7 40 54.8 83 451 18.91 =0.002
1 6 54 9 123 15 82
. 19 7.1 5 6.8 24 13.0
3 11 99 S 6.8 16 8.7
4 6 54 9 12.3 15 8>
5 ve astu 26 234 S5 6.8 31 16.8
Madde kullanimi
Yok 25 7.6 54 40.3 79 171 79.31 <0.001
Sigara 2052 827 80 597 352 76 .0
Sigara+alkol XD 6.7 - - 22 48
Sigara+esrar 5 1.5 - - 5 1.1
Sigara+esrar+alkol =3 1.5 - - S 1.1




4.5 SIZOFRENININ ALT TiPLERIi

Sizofreninin bilinen alt tipleri olan hebefrenik, paranoid, katatonik,
farklilasmamais ve rezidiiel tipler kaldirilmaktadir. Bu degisikligin nedenleri olarak bu
alt tiplemelerin ¢cok az kullanilmas1 ve bu alt tiplerin varligini diistindiiren ¢aligmalarin
yontem agisindan zayif kalan yanlar1 gosterilmektedir (Sar 2011).

Buna karsin arastirmaci ve klinisyenlerin olasi sizofreni alt tiplerini kesfetme ve
aylklamaya yonelik ilgisi siiriiyor ve bunun nedeni belki de bu tip yaklasimin giiniin
birinde bozuklugun etiyolojisini anlamaya yardim etmesi diisiincesi oldugu
belirtilmektedir (Galenos 1988).

Sizofrenide; Paranoid Tip, Dezorganize Tip, Katatonik Tip, Ayrismamis Tip ve
Rezidiiel Tip olmak iizere 5 alt tip bildirilmektedir (Galenos 1988).

4.5.1 Paranoid Tip Sizofreni

Siklikla haliisinasyonlar goriilmektedir. Genellikle 30’ lu yaslarin basinda ortaya
ctkmaktadir. Cabuk Ofkelenirler ve saldirganlik halleri olabilmektedir. Bu bireyler
genellikle hasta olduklarmni reddederler ve semptomlarim1i net olarak ortaya
koymamaktadirlar (Yavuz 2008).

4.5.1.2 Paranoid tip sizofreni olciitleri

-Genellikle sik goriilen haliisinasyonlar bulunmaktadir,

-Konugmada tutarsizlik, dagmik davranis s6z konusu degildir (Butcher 2013).

4.5.2 Dezorganize Tip

Geng yasta, akut, renkli pozitif semptomlarla baslamaktadir. Dezorganize
davranis, dezorganize konugsma, s1§ veya uygunsuz efekt temel semptomlardan oldugu

belirtilmektedir. Sizofreni alt tipileri arasindan gidis 6zelligi bakimindan en agir olan

sizofreni tipi olarak bildirilmektedir (Summakoglu ve Ertugrul 2018).
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4.5.3 Katatonik Tip Sizofreni

Hareket bozukluklarmin yogun oldugu tip olarak degerlendirilmektedir. Kisi sabit
bir durumda uzun siire kalabilmektedir. Cevre ile baginin olmadig: belirtilmektedir.
Kaslarda rigidite bulunmaktadir (Yavuz 2008).

Katatonik hastalar asir1 uyusukluk durumundan biiyiik bir heyecan durumuna
gecebilmekte ve bu swada biliylik bir “hareket baskis’” altinda goriiniip
saldirganlasabilmektedir. Bu yiizden bazi mani hastalarindan ayirt edilmeleri
olanaksizlasabilmektedir. Heyecanla ve anlasilmaz bir sekilde konusabilmekte ya da
bagirabilmektedirler. Hizla ileri geri volta atabildigi, herkesin ortasinda cinsel
etkinliklere dalabildigi, kendilerini yaralamaya hatta 6ldiirmeye kalkisabildigi ya da
baskalarina saldirip Oldiirme girisiminde bulunabildigi belirtilmektedir (Butcher
2013).

4.5.4 Aynismamis Tip

Sizofreni teshisi koyduracak semptomlarm bulundugu fakat bu semptomlarin
diger sizofeni tiplere ait kriterleri karsilamadigi sizofreni tipi olarak belirtilmektedir

(Summakoglu ve Ertugrul 2018).

4.5.5 Rezidiiel Tip Sizofreni

Sizofrenik tekrarlanmanin ardindan daha ¢ok negatif semptomlarin yogun oldugu
kronik sizofrenik bozukluk olarak degerlendirilmektedir. Umursamazlik, ilgisizlik,
toplumdan kopma, diisiincede somutlasma ve yoksullasma, kendine bakimda azalma

gibi belirtiler gosterebilmektedir (Koroglu 2007).

4.6 EPIDEMIYOLOJI (SIKLIK VE YAYGINLIK)

Meta-analiz yontemlerini kullanan sistematik incelemeler, sizofreni sikliginin ve
yaygmhigimm toplumlar arasinda 6nemli farkliliklar gosterdigi sonucuna ulagsmaktadir
(McGrath ve ark. 2004, Saha ve ark. 2005).

S6z konusu oransal farkliliklarin iligkili oldugu risk 6zellikleri arasinda kentsel
bir yerlesim biriminde dogmak ve yetismek, go¢cmen olmak, baba yasinin fazla olmasi

ve esrar kullanimi1 gibi nedenlerin 6ne ¢iktig1 bildirilmektedir (Murray ve ark. 2007).
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Tirkiye’ de sizofreni ya da psikotik bozukluklar tizerine yapilmis epidemiyolojik
arastirma sayisinin oldukca diisiik oldugu belirtilmektedir. Tiirkiye toplumunda
sizofreni epidemiyolojisiyle ilgili baz1 dolayli sonuglar ise Bat1 Avrupa iilkelerinde
yasayan Tiirkiye kokenli go¢menler {izerine bildirilen oranlardan elde
edilebilmektedir. Hollanda'da yasayan Tiirkiye kokenliler arasinda sizofreni ve diger
psikotik bozukluklarin siklig1 farkl arastirmalarda 12,7-84,2/100.000 olarak, sizofreni
yasam boyu yaygmlig1 ise 7,2/1000 olarak bildirilmektedir (Binbay ve ark. 2009).
Tiirkiye'de bildirilen oranlara benzer bicimde Tiirkiye kokenli go¢menler arasinda da
psikotik bozukluk riski erkeklerde daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Tiirkiye
kokenli gogmenlerde ise psikotik bozukluklarin diger gogmen gruplarina gore daha
diisiik oldugu bildirilmektedir (Cantor-Graae ve Selten 2005, Veling ve ark. 2006).

Diistik ayrimcilik algis1 ve yiiksek etnik 6zdesim, toplumsal i¢ iceligin Tiirkiye
kokenli gdogmenler arasinda diger gruplara gore daha yiiksek olmasini ve gogmen
durumuyla ilgili stres etkenlerini azalttig1 diisiiniilmektedir (Binbay ve ark. 2009).

Sizofreni genetik epidemiyolojisi c¢alismalarmin  bir 6zeti Tablo 3’ te

sunulmaktadir (Sullivan 2005).

Tablo 3. Sizofreni Genetik Epidemiyolojisi Calismalar1 Ozeti (Sullivan 2005)

Cahisma Tipi Kavramsal Temel Calisma Sayis1 Bulgular
Ailesel Sizofreni olgularinda birinci Sizofrenide onemli aile
derece akrabalarinda 11 birlesimi; orani: %95

sizofreni riski

Evlat edinme kiimesinde

Evlat Edinme sizofreni riski Evlat edinenlerde risk artig1
5 %95
ikiz Monozigotik ve  dizotik Sizofreni sorumlulugunda
ikizlerde sizofreni riski kalitim derecesi:%81
12 Ikiz bir ciftin iiyeleri tarafindan

paylasilan gevresel etkiler:%11

4.7 ETIYOLOJi (OLUS NEDENLERI)
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Genetik etki, beyin goriintiileme, nérokimya, noropatoloji calismalarindan elde
edilen bulgular sizofreninin etiyolojisine iligkin 6nemli bilgiler elde edilmesini
saglamaktadir (Kocal 2017).

Patofizyolojisinde dopamin sistemi ve glutamat, serotonin, Gama- Aminobiitrik
asit (GABA) gibi diger ndrotransmiter sistemler rol almaktadir. Dopamin hipotezine
gore dopaminin regiilasyonunda bozukluk mevcut olup prefrontal kortekste dopamin
seviyesinde azalma, subkortikal ve limbik bdlgelerde ise artma oldugu ileri
siiriilmektedir. Kortikal dopamindeki azalmanin hipofrontalite, biligsel islevlerde
bozulma ve negatif belirtilere iliskili oldugu, artmis subkortikal ve limbik dopaminin
ise pozitif belirtilerden sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Ertugrul 2005).

Degismis gen ekspresyonu sizofreni ve sizofreni ile iligskili bozukluklar sizofreni
hastalarinin biyolojik akrabalarmda artmis olarak bulundugu bildirilmektedir. En
bilinen 6rnegi tek yumurta ikizlerindedir. Genetik gecis sekli bilinmemektedir.
Heterojen goriis daha uygun goriilmektedir (Yavuz 2008).

Cevresel etkenler her ne kadar belirtilerin ortaya ¢ikmasia neden olsa da genetik

etkenlerin 6nemli bir role sahip oldugu belirtilmektedir (Ertugrul 2005).

4.8 SIZOFRENIDE DOPAMIN HiPOTEZi

Norokimyasal etkilerin sizofreni etiyolojisinde 6nemli bir role sahip oldugu
bildirilmektedir. Bu  ndrokimyasal etkiler —dort kimyasal iletici ile
iligkilendirilmektedir. Bunlar, dopaminerjik, serotonerjik, glutamaterjik ve
noradrenerjik sistemlerdir. Giiniimiizde bozuklugun olusumunun agiklanmasinda en
yaygin kabul goren diisiince olan dopamin hipotezine gore sizofreni, dopaminerjik
islevlerde bir artisla sonuglanan dopamin iletim ve metabolizmasinin denge
bozuklugundan kaynaklanmaktadir (Yavas¢1 ve Akkaya 2012).

Dopamin, beynin substansia nigra ve ventral tegmental bolgelerinden salgilanir
ve salinimindaki degisiklikler sizofreniyle iliskilendirilmektedir. Hiperaktif dopamin
iletiminin sizofrenik semptomlarla sonuglanmasi, orijinal dopamin hipotezini
olusturmaktadir. 1963 yilinda Arvid Carlsson ve Margit Lindqvist tarafindan
klorpromazin ve haloperidolle dopamin reseptorlerinin bloke edilmesi, psikiyatride bir
doniim noktas1 oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte, dopamin asir1 aktivitesiyle

sizofrenik semptomlar arasindaki iliski hala sorgulanmaktadir. Dopaminerjik ve
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serotonerjik bozukluklarm, sizofreninin pozitif ve negatif semptomlarmi olusturmakta,
birlikte rol oynadiklar1 bilinmektedir (Kaya ve Erden 2016).

Sizofreninin dopamin hipotezi, antipsikotik ilaglarin Dopamin Reseptorii D2
(DRD?2) reseptorii antagonistleri olduguna ve etkinliklerinin DRD2 reseptorleri i¢in
afinite ile iligskili olduguna dair kanitlara dayanarak yaklasik 3 yil boyunca kabul
edildigi bildirilmektedir. Dopamin sistemindeki genlerin kusurlar1 bir sizofreni
kokeninde Onemli rol oynamaktadir. Beyindeki genler Dopamin Reseptori D1
(DRDT1), Dopamin Reseptorii D2 (DRD2), Dopamin Reseptorii D3 (DRD3), Dopamin
Reseptorii D4 (DRD4) ve Dopamin Reseptorii DS (DRDS) izole edilip klonlanarak 5
dopamin reseptorii icin genlerin kromozomal konumlar1 belirtilmektedir. Dopamin
reseptorii genlerinin kromozomal konumlar1 DRD1, 5q35.1; DRD2, 11g22.5; DRD3,
3q13.3; DRD4, 11p15.5; DRDS, 4p15.2 seklinde belirtilmektedir (Berry ve ark 2003).

Beyinde bes dopamin yolagi bulunmaktadir. Bunlar; mezokortikal, mezolimbik,
nigrostriatal, tuberoinfundibular ve talamus wuyaric1i dopamin yolagi olarak
bildirilmektedir. Bu bes dopamin yolagindan sizofreni etiyolojisinde 6nemli olanlar1
mezolimbik, mezokortikal dopamin yolaklaridir. Mezolimbik dopamin yolaginin,
psikozun haliisinasyon ve varsani gibi pozitif belirtiler de dahil olmak iizere ¢esitli
duygusal davraniglarda rol oynadigi kabul edilmektedir. Mezokortikal dopamin
yolaginin, yiiriitiicli islevler, bilis ve duygulanimi diizenledigi kabul edilmektedir.
Mezokortikal dopamindeki azalmanin biligsel islevin bozulmasi ve negatif

semptomlarla iliskili olduguna inanilmaktadir (Summakoglu ve Ertugrul 2018).

4.9. SIZOFRENIi GENETIGI

Sizofreni genetigi ¢alismalar1 ilk olarak aile, evlat edinme ve ikiz caligmalari ile
baslamig ve yirminci ylizyilin ortalarindan beri devam etmektedir. Yakin zamanda
ortaya ¢ikan yeni teknikler sayesinde bu alanda yapilan ¢alisma sayisinda ¢ok biiyiik
artis ortaya c¢ikmaktadir. Bu alandaki popiiler konular, tim genomu inceleyen
iliskilendirme, kopya sayis1 degisiklikleri ve mikro RNA c¢alismalar1 olarak
belirtilmektedir (Sengiil 2016).

Her ne kadar aile, ikiz ve evlat edinme ¢alismalar1 tutarl bir sekilde sizofrenide
genetik faktorlerin 6nemli bir etiyolojik rol oynadigini 6nermis olsa da, bugiine kadar,
bu genetik faktorlerin dogas1 ve sayis1 hakkinda cok az sey bilinmektedir (Thibaut
2006).
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Aile temelli baglant1 analizi ve aday gen temelli iligskilendirme analizi gibi genetik
analiz, hastaligin bir dizi lokus arasindaki epistatik veya cogullayici bir etkilesimle
ortaya ¢iktigini gostermektedir (Sivagnansundaram 2003).

Insan beyni, bilgi islemenin farkli yonlerine aracilik eden ndronlarin heterojen alt
kiimelerinden olusan olaganiistii derecede karmasik bir yap1 olarak goriilmektedir. Bu
noronlarm bozulmalar1 beynin baglantisal mimarisinin fonksiyonel biitiinligiinii
tehlikeye atmakta ve ¢esitli psikiyatrik ve norolojik bozukluklara neden olmaktadir
(Nasrallah ve Delisi 2014).

Genetik arastrmalarin 6nemli bir kismi COMT, Dysbindin-1 (DTNBP1),
Neuregulin-1 (NRGI1), D-amino asit oksidaz aktivatorii (DAOA), Beyin kaynakli
norotrofik faktér (BDNF) ve DISCI1 genleri tlizerine odaklanmaktadir. Bu genlerden
Catecol-O-Methyl Transferase (COMT) geni, yliksek aktiviteli allel icin (HH genotip)
Kafkaslarin (beyaz irk) yaklasik olarak %25’ inde bulunmaktadir. Heterozigot LH
genotip ise orta seviyede COMT aktivitesine sahiptirler. LL genotipi COMT aktivitesi
bakimindan en az olan genetik tipidir. COMT geninin diisiik aktiviteli “L alleli” nin
tek ucglu depresif hastalarda daha fazla gorildiigii ve bozukluk ile iligkili olabilecegi
bildirilmektedir. Ayrica yapilan ¢alismalarda; triptofan A alleli ve COMT geni H alleli
ile cinsiyet arasinda iliski oldugu belirtilmektedir (Erken 2013).

COMT geni kromozomda 22qll1.2°de lokalize olmaktadir. COMT enzimi,
dopamin, epinefrin ve norepinefrin nérotransmitterlerini de igeren katekolaminler S-
adenozilmetiyoninden metil grubu transferini gerceklestiren enzim olarak
bilinmektedir. 2 protein izoformunu kodlamaktadir. Doku gruplarinda Sitoplazmik tipi
(S-COMT) gortiliirken, beyinde ise Membrana bagh tipi (MBCOMT) goriildigi
bildirilmektedir (Acar ve Kartalc12014).

Yapilan aragtirmalarda, dopamin’e indirgeyen enzimi kodlayan COMT genindeki
diizensizlik kanit1 bulundugu belirtilmektedir. COMT’ daki sizofreniye yatkinliga
meyilli polimorfizm igeren gen ¢alismalar1 sonuglar1 uyumlu oldugu bildirilmektedir

(Chana ark. 2013).

4.9.1 Genom Capi iliskilendirme Calismalar1 (GWAS)

Genom ¢apinda yapilan ¢aligmalarin, sistem biyolojisi yaklasimlari ile birlikte,

kapsamli bilgi sagladig1 ve karmasik fenotiplerle basa ¢ikmada daha faydali oldugu
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gosterilmektedir. Biiyiik 6lciide, GWAS Insan Genom Projesi ile miimkiin olmaktadir
(Gejman ve ark 2010).

Baglant1 veya iliskilendirme calismalar1 ya tiim genomu ya da aday genleri
kullanarak yapilabilmektedir. Aslinda bu son yaklasimda, norobiyolojik genlere
ilgi ilk 6nce degiskenleri aramak icin DNA diizeyinde incelenmektedir (Thibaut 2006).

Yillar boyunca insan genetiginde 6nemli olan GWAS, biiylik oranlarda sizofreni
hastasinin kontrol grubuyla karsilastirildigi bir yontem olmaktadir. Yontemde esas
olan Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNP) ve Kopya Sayis1 Farkliliklar1 (CNV) ile
sizofreni arasindaki iliskiyi aragtirmaktir. Sizofreni etiyolojisini arastiran ¢alismalar,
SNP’ nin tetikleyici ¢evresel faktorler ile etkilestigi ve CNV” lerin de etkisiyle klinik
tablonun ortaya ¢iktig1 6ne stiriilmektedir (Sekil 1) (Kokurcan 2014).
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Sekil 1. Sizofrenide Genom Capinda Baglant1 Analizlerinin Ozeti (Sullivan 2005)
X ekseni, Kromozom 1’ in kisa kolunun telomerinden, Kromozom 22’ nin uzun
kolunun telomerine (alt sira), ikinci-alt siradaki 303 bant kromozomal boyanmasina
kadar olan genom iizerindeki konumunu gostermektedir. Y ekseni sizofreni i¢in ilk
asamada genom taramasi ile birlikte primer numunelerin cogunu igeren bir meta-
analizin sonuglarin1 bildiren 27 primer numuneyi gostermektedir. Her satirda,

cubuklarin yiiksekligi ve rengi —logl10 (P-degeri) ile orantilidir ve ¢gubugun genisligi
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belirli bir 6rnek tarafindan ima edilen genomik konumu gdstermektedir. Sizofreni i¢in
secilen bir aday gen grubu da gosterilmektedir. Tiim genomik yerler hgl6 yapisina
goredir. Birincil numunelerde en iy1 bulgular1 gosteren kapsayici belirleyici grubunun

fiziksel konumlar1 belirtilmektedir (Sullivan 2005).

4.9.2 Epigenetik Degisiklikler

Sizofrenide gen-gevre etkisi epigenetik degisiklikler ile diizenlendigi
bildirilmektedir. Degisiklikler nedeniyle sizofreni belirtilerinin ortaya ¢iktigi kabul
edilmektedir (Kokurcan 2014).

Epigenetik calismalar dopaminerjik sisteme de odaklanmis olup bu alandaki
calismalarin sayisi az oldugu belirtilmektedir. Sizofreni hastalarmin frontal loblarinda
COMT geni promotorunun metillenmesinde azalma ve COMT ifadesinde artis tespit
edilmis ancak bu bulgu diger caligmalarla tekrarlanamadigi bildirilmektedir (Kogak ve
Ertugrul 2012).

Sizofreninin epigenetigi, cevresel faktorlerin hastalifin genetik yapisini nasil

etkiledigi hakkinda 6nemli bilgiler sagladigi belirtilmektedir (Lee ve Huang 2016).

4.9.3 Sizofrenide Aday Genler

Genetik iliskilendirme ¢aligmasi ile tespit edilen 14 sizofreni aday geni (RGS4,
DISCI1, DTNBP1, STX7, TAAR6, PPP3CC, NRG1, DRD2, HTR2A, DAOA, AKT]1,
CHRNA7, COMT ve ARVCF) sizofreninin mekanistik hipotezleri ile makul bir
sekilde iligkilendirilebilecek yollarda yer almaktadir (Tablo 4) (Sanders ve ark 2008).

Tablo 4. 14 Sizofreni Aday Geninin Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) Kapsam1
(Sanders ve ark 2008).

Kilobazlarin Uzunlugu

Genin RefSeq Tagged Promotor Ekson intron Korunan Cevrilmemis Ekson
Sembolii geni gen Kodlanmayan Bolge Sayisi
Dizisi
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RGS4 7 12 6 2 4 - 2,2 5
DISC1 414 421 6 14 395 7,5 - 20
DTNBP1 140 144 8 3 137 0,1 0,2 16
STX7 53 62 6 3 50 - 6 10
TAARG6 1 5 2 1 - - - 1
PPP3CC 100 104 6 3 97 - 0,3 16
NRG1 1104 1132 16 8 1103 13,3 3,6 19
DRD2 66 70 8 3 61 1,1 0,8 9
HTR2A 63 69 4 2 60 0,8 3,3 4
DAOA 25 44 6 4 36 0,5 - 13
AKTI1 26 30 6 4 22 0,1 1,0 11
CHRNA7 139 142 4 2 131 0,5 4,6 10
COMT 27 32 18 9 19 - 0,2 16
ARVCF 47 54 12 8 38 0,1 4,6 21
Genel 2,21 2,323 108 65 2,15 24,1 26,8 171
Toplam

4.9.3.1. Sizofrenide COMT geninin o6zellikleri

Prefrontal dopamin etkinliginin sizofreni patogenezinde ve bilissel islevlerde
onemli oldugu diisliniilmektedir. COMT geni prefrontal dopamin seviyelerini
etkileyen bir enzim olup, insan beyninin prefrontal korteksindeki dopaminin ortadan
kaldirilmasinda anahtar bir enzim oldugu belirtilmektedir. COMT genindeki genetik
varyasyon (MIM 116790) degistirilmis prefrontal korteks fonksiyonu ve sizofreni igin
daha yiiksek risk ile iligkilendirilmis olup, spesifik aleller ve bunlarin fonksiyonel
etkilerinin tartisilmas1 gerektigi diistiniilmektedir (Chen 2004).

COMT enzimi insanda 22q11.2°de yerlesim gosteren bir gen ile kodlanmaktadir.
COMT genindeki delesyonun sizofreni ile yliksek iligkili velo-kardiyofasyal sendroma
yol agtig1 ve COMT geninde fonksiyonel polimorfizmlerinin prefrontal biligsel islev
seviyelerini etkiledigi bildirilmektedir. COMT geni Coziinmiis “soluble” ve
Membrana bagli “membrane- bound” olarak iki formda bulunmaktadir. Kodonunda
Guanin>Adenin (G>A) degisimi sonucu olusan ve Valin>Metionin aminoasit
degisimine bagli olarak belirlenen Val iceren (H-High, ytliksek aktiviteli) ve Met iceren
(L-Low, disiik aktiviteli) allellerin olusturdugu ti¢ genotip (HH, HL, LL)
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tanimlanmaktadir. Tablo 5° de COMT geni Vall58Met polimorfizmine gore

sosyodemografik 6zellikleri gosterilmektedir (Varma ve ark 2011).

Tablo 5. COMT geni Vall58Met polimorfizmine gore sosyodemografik
ozellikleri (Varma ve ark 2011).

Degiskenler Val/Val ortalama Met tasiyanlar ortalama Z*

Yas 38,42 £13,90 39,13 £12,20 0,242
Egitim 9,76 £3,65 11,17 £3,35 1,704
Hastalik stiresi 14,09 £10,97 14,17 £9.40 0,804
Yatis sayis 3,38 +3,08 2,43 +£1,99 0,989

4.10 EKSOZOM’ UN iSLEVi

Tiim hiicreler tarafindan ortama salinan eksozomlarm tiim viicut sivilarindan elde
edilebilen kesecikler oldugu belirtilmektedir (Kang ve ark. 2017).

Hiicre dis1 vezikiillerin analizi, son on yillardaki omik yontemlerde yasanan
teknolojik gelismeler nedeniyle hizlandirilmaktadir. Hiicre dis1 vezikiiller, hiicrelerin
islevsel durumuyla ilgili cok yonlii bilgi saglamaktadir. Bu bilgi, nispeten kapali bir
biyolojik bolmede tutulan merkezi sinir sistemi hiicreleri durumunda kritik 6neme
sahip olmaktadir. Bu engel, psikiyatrik bozukluklarda daha belirgin olup teshisleri
oncelikle hastalarin semptomlarma ve belirtilerine dayanmaktadir (Ilgin ve Topuzoglu
2018).

Multivezikiiler cisim (MVB)’ lerin olusmasi i¢in endozom i¢ine invajine
olmaktadir. MVB’ ler plazma membrani ile birlesip, eksozomlar hiicre dis1 alana
salmmaktadir. Mikrovezikiiller, hiicrelerden yiizey proteinli plazma membranindan
salmmaktadir. Eksozomlar ve mikro-tanecikler Ekstraselliiler Vezikiil (EV)’ lere bagl
olarak bulunmaktadir. Hiicrelerden tiiretilen EV’ ler hiicre iletisimine, hiicre sinyaline

ve tanisina katkida bulunmaktadir (Sekil 2) (Kang ve ark. 2017).
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Sekil 2. Biyogenez ve Ekstraselliiler Vezikiiller’ in salinima.

Cok hiicreli organizmalarm hiicreleri, ¢esitli mekanizmalar yoluyla bilgilendirici
sinyaller vermektedir. Son bulgular hiicre i¢i vezikiillerin, 6zellikle de eksozomlarin,
hiicreler arasi iletisimde 6zel roliinii ortaya g¢ikarmaktadir. Test edilen tiim insan
viicudundaki sivilarda mevcut eksozomlar, proteinler, lipidler ve c¢esitli RNA
molekiilleri de dahil olmak tiizere c¢esitli fonksiyonel bilesikler tasimaktadirlar.
Eksozomlar, cap1 50 ila 100 uM arasinda degisen vezikiiller olarak hiicre ici
multivezikiiler cisimciklerden kaynaklanmakta ve multivezikiiler cisimlerin hiicre zar1
ile kaynastirilmasindan sonra ekzositoz yoluyla atilmaktadir (Nazimek ve ark. 2015).

EV’ ler apoptotik cisimler, mikrotanecikler ve eksozomlar igermekte ve normal
ve hastalikli hallerde hiicre-hiicre iletisimi i¢in anahtar diizenleyiciler olarak gorev
yapmaktadir. EV’ ler Mikro Riboniikleik Asit (miRNA), Mesajc1t RNA (mRNA) ve
proteinler gibi dogal kargo molekiilleri icermekte ve bu fonksiyonel yiikleri dolasim
yoluyla komsu hiicrelere veya daha uzak hiicrelere transfer etmektedir. Islevsel olarak
aktif olan bu molekiiller, daha sonra, farkli sinyalleme kaskadlarini etkilemektedir.
Alict hiicrelere iletilen mesaj, ana hiicre ve EV biyogenezi tarafindan belirlenen EV’
nin bilesimine bagh oldugu belirtilmektedir. Dolasimdaki artmis stabilite,
biyouyumluluk, diisiik immiinojenisite ve toksisite gibi dzellikleri nedeniyle EV’ ler,
terapotikler i¢cin ¢ekici dagitim sistemleri olarak dikkat ¢cekmektedir. Arastirmacilar,
terapide eksozomlarin fonksiyonel ve terapotik amaclar i¢in kullaniminin potansiyel
avantajlar1 ve zorluklarmi tartigmaktadir. Eksozomlar ila¢ dagitiminda da rol
oynamakta olup farkli hiicre tiplerinden izole edilen eksozomlar miRNA, RNA ve
protein bakimindan zengin oldugu belirtilmektedir. Bu molekiiller, farkli terapotik
uygulamalar i¢in eksozomlar halinde yeniden modifiye edilebilmekte ve yeniden

yerlestirilebilmektedir (Sekil 3) (Samanta, S. ve ark 2017).
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Sekil 3. Farkli terapotik uygulamalar icin eksozomlarin yeniden modifiye edilip

yerlestirilmesi (Samanta S. ve ark 2017).

Eksozomlarin tanisal amacli kullanimlar1 ¢ok yeni bir yontem olmakla birlikte
onemli bir yenilik¢i gizlilik i¢ermektedir. Giliniimiizde birgcok hastaliklar igin
duyarliligr ve Ozgiinliigii diisiik tan1 yontemleri bulunmaktadir (Kahraman ve ark.

2014).

4.11. REAL TiME PCR TEKNIiGi

Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT PCR) tekniginde mRNA’ dan ters
transkripsiyon sonucu elde edilen cDNA, arastirilan gene spesifik primerler kullanilip
PCR ile ¢ogaltildiktan sonra elde edilen sinyal PCR islemi sirasinda dl¢tilmektedir.
RNA’ larmm tam olarak karsilastirilabilmesi i¢in, test probunun floresansi referans
proba (18S rRNA, GAPDH vb.) karsi normalizasyonu yapilmaktadir. Sonuglarin
analizi ise rolatif ve standart-egri kantitasyonu olmak {izere iki sekilde yapilmaktadir
(Kubista ve ark. 2006).

Bu teknigin 6nemli avantajlar1 bulunmaktadir. Hata orani diisiik bir yontemdir,
genis bir dinamik aralifin iizerinde kantitasyonu saglayip dogruluk orami yiiksek

olarak tespit edilmektedir (Klein 2002).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. MATERYAL

‘Sizofren Tamis1 Almis Hasta ve Kontrol Gruplarinda, COMT Genin
Eksozomlardaki ifadesinin Kantitatif Real Time PCR ile Arastirilmasi’ na ait tez
proje calismasi Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi kronik
sizofren tanis1 almis bireyler lizerinde gerceklestirildi. Projeye ait Saglik Bilimleri Etik
Kurul Onay1 Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi’ nden alindi. Manisa Celal
Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Psikiyatri Klinigi’ nde kronik sizofren
tanis1 almis “8” bireye (ve/veya vasilerine) “Bilgilendirilmis Onam Formu” okutulup
onaylatildiktan sonra kan alinarak hasta calisma grubu olusturuldu. Ailesinde kronik
sizofren tanist almamis “8” bireye de “Bilgilendirilmis Onam Formu” okutulup
onaylatildiktan sonra kanlar1 alinarak kontrol calisma grubu olusturuldu. Kan 6rnekleri
vakumlu 5 cc lik Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA)’ I tiiplere steril sartlarda
alind1. Alinan kanlardan ayni1 giin plazmalar1 ayirilarak - 80 °C” de galisma yapilincaya
kadar saklandi. Manisa Celal Bayar Universitesi T1ip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar
Proje Komisyonu tarafindan desteklenen ¢alismamizin tiim molekiiler ¢aligmalari,
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

5.1.1. Kimyasallar ve Kitler
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e exoRNeasy Serum/Plasma Midi Kit (50), (Qiagen, 77044)

e RT? HT First Strand Kit (96) (Qiagen, 330404)

e RT?SYBR Green qPCRMastermiks (2) (Qiagen, 330500)

e RT? gPCR primer assay Human COMT (200) (Qiagen, 330001)
e RT? qPCR primer assay Human GAPDH (200) (Qiagen, 330001)
e %961k Ethanol (Merck, 100986)

e Chloroform (Sigma, 288306)

e Niikleaz icermeyen su (Qiagen, 129115)

5.1.2. Plastik malzemeler

e Vakumlu Edta’li kan tiipii 2-3 ml (Greiner)

e Cryotiip (Corning)

e Cryotiip saklama kutusu (Corning)

e 0,1-10pl filtreli pipet ucu (Axygen)

e 1-200 pl filtreli pipet ucu (Axygen)

e 100-1000 pl filtreli pipet ucu (Axygen)

e 1000 pl’ lik disposable filtreli pipet uglar1 (QIAcube Cihazi I¢in) (Qiagen)
e 200 ul’ lik disposable filtreli pipet uglar1 (QIAcube Cihazi I¢in)
e 2 ml Ependorf tiipleri (Qiagen)

e QIAamp Spin kolonlar1 (seffaf) (Qiagen)

e QIAshredder Spin kolonlari (lila) (Qiagen)

e 1.5 ml Toplama tiipleri (Qiagen)

e 2 ml Toplama tiipleri (Qiagen)

e 15 ml Falkon tiipleri (Axygen)

e 0,2 ml PCR tiipleri (Qiagen)

e 0,1 ml Strip tiipleri ve kapaklar1 (Qiagen)

5.1.3. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler
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A. 20 °C Derin Dondurucu
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B. Buzdolab1

C. Fully Autoclavable Pipettes, with adjustable volume

D. Dry Block Thermostat TDB-100

E. Vortex mixer V1 plus

F. Laminar Flow Kabin

G. Rotor-Gene Q (Corbett Rotor-Gene 6000) Real-Time PCR Cihazi
H. Sogutmali santrifiij

I. QIAcube Otomatik DNA izolasyon Cihaz1

J. -80 C Derin Dondurucu

K. Santrifiij

5.2. METOD
Eksozomdan RNA izolasyonu i¢in, vakumlu EDTA’ ©1 tiipe kanlar alindiktan

sonra 10 dk 3000 rpm’ de santrifiij edilip plazmasi ayrildi. Ayrilan plazma ¢alismaya
kadar -80 °C” de saklandu.

5.2.1. Eksozomdan RNA izolasyonu ve Ileri Analizi:
“QIAcube Tam Otomatik izolasyon Cihaz1” ile exoRNeasy Serum/Plasma Midi
Kit kullanilarak Sizofren tanis1 konmus hasta ve kontrol bireylerden alinan periferal

kan hiicrelerinin eksozomundan RNA izolasyonu gergeklestirildi.

5.2.1.1. exoRNeasy Serum/Plasma Midi Kit icerigi

Saglanan malzeme Miktarn
exoEasy Maxi Spin Kolonlar1 50 adet
(50 ml Toplama tiipii i¢inde)

Toplama Tiipleri (50 ml) 50 adet
Buffer XBP 4 x55ml
Buffer XWP 3 x200 ml
RNeasy® MinElute® 50 adet
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Spin Kolonlar1
(2 ml Toplama tiipii iginde)

Toplama Tiipleri (1.5 ml) 50 adet
Toplama Tiipleri (2 ml) 50 adet
QIAzol® Lysis Reagent 50 ml
Buffer RWT 15 ml
Buffer RPE 11 ml
RNase igermeyen su 10 ml

5.2.1.2. QIAcube cihaz ile exoRNeasy serum/plasma midi kit protokolii

1. Alinan kanlar 3000 rpm’ de 10 dk santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi.

2. Ayrilan plazma ¢alisma yapilincaya kadar, 2 ml’ lik cryo tiiplerde — 80 °C’de
stoklandu.

3. Cihaz START tusuna basilip acildiktan sonra, ana ekrandan RNA ve kullanilan
kit mentiisiinden exoRNeasy Serum/Plasma Midi Kit secildi.

4. QIAcube cihazina uygun 1000 pl’ lik ve 200 pul’ lik disposable filtreli pipet
uclar1 cihaza yerlestirildi.

5. Rotor adaptoriine, RNeasy MinElute Kolonlar1 ve toplama tiipleri (1,5 ml)
yerlestirildi.

6. Rotor adaptorleri cihazda bulunan santrifiij bolmesine uygun pozisyonda
yerlestirildi.

7. %96-100 Ethanol, Buffer RWT (30 ml %70 Ethanol eklenerek hazirlandi),
Buffer RPE (44 ml %96 Ethanol eklenerek hazirlandi), ve RNase igermeyen su
QIAcube cihazina 6zgii siselere bosaltilip daha sonrasinda, cihazin Reagent Bottle
Rack kismma yerlestirildi.

8. —80 °C’de saklanan plazma Ornekleri calismaya baslamadan once oda
sicakligma c¢ikarild.

9. 2 ml’ lik ependorfta 1 ml plazma 6rnegi ve 1 ml Buffer XBT karistirild.

10. Hazirlanan karisim i¢inde spin kolonlar bulunan 15 ml’ lik falkon tiiplere
aktarildi.

11. Falkon tiipler 3000 rpm’ de 1 dk santrifiij edildi.

12. Altta kalan siipernatan bosaltildiktan sonra spin kolonun tizerine 3500 pl

Buffer XWP eklendi.
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13. Falkon tiipler 4100 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.

14. Spin kolonlar temiz falkon tiiplere aktarildi ve 700 pul Qiazol Lysis Reagent
konuldu.

15. Falkon tiipler 4100 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.

16. Dipte kalan lizat 2 ml’lik ependorf tiiplere aktarildi ve tizerine 90 pl
chloroform konup 10 sn vortekslendi.

17. Tiipler 2-3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

18. Tiipler daha sonra +4 °C 15 dk 12000 rpm’ de santrifiij edildi.

19. Olusan fazli karigimin iist aqueous fazindan 350 pl alimarak 2 ml” lik ependorf
tiipe konularak cihazmn shaker kismina uygun pozisyonda kapagi acik bigimde
yerlestirildi.

20. Daha sonra, QIAcube cihazinda bulunan santrifiij rotor adaptorii, reagent
bottle rack, pipet uglar1 ve shaker kisimlarinin yerlesiminin dogrulugu kontrol
edildikten sonra cihaza START verildi.

21. Islem bitince santrifiij bolmesinde bulunan rotor adaptdrler ¢ikarildu.

22. Rotor adaptorlerden, 1,5 ml’ lik iizerlerinde hasta numaralarinin yazili oldugu

toplama tiipleri ¢ikarild1. Izole edilen RNA’ lar bu tiiplerde topland.

Resim 1. Eksozomdan RNA izolasyon islemi

5.2.2. cDNA Sentezi:

RNA o6rneklerini Real Time PCR tabanli gen ekspresyon degisimi analizlerinde
kullanilabilir hale getirmek i¢in, her bir RNA 6rneginin komplementer DNA’s1 RT?
HT First Strand Kit (96) (Qiagen Cat. No: 330411) kullanilarak sentezlendi.

5.2.2.1. RT? HT first strand kit icerigi
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Saglanan malzeme Miktar

Buffer GE2 (gDNA elimination 750 pl
buffer)
BC4 Reverse Transcriptase Mix 750 pl

5.2.2.2. RT? HT first strand kit protokolii

1. BC4 Reverse Transcriptase Mix ve Buffer GE2 - 20 °C’den alinarak oda
sicakligma getirildikten sonra vortekslenip, 3 sn spin santrifiij yapildi.

2. Tablo 6’ da yer alan Buffer GE2 (gDNA elimination buffer) ve izole edilen
RNA’ lar 0,2 ml’ lik PCR tiiplerine alind1.

3. PCR tiipleri vortekslenip sonrasinda 10 dk oda 1sisinda bekletildi.

4. Daha sonra tiiplere BC4 Reverse Transcriptase Mix eklenip vortekslemenin
ardindan yaklasik olarak 30 sn spin santrifiij yapildi.

5. Tablo 6’ daki program ile 0,2 ml’ lik PCR tiipleri Thermal Cycler’ da
uygulanarak cDNA sentezi ger¢eklestirildi.

6. 0,2 ml’ lik tiipteki her bir 6rnegin lizerine 91pul niikleaz icermeyen su

eklendikten sona pipetaj yapilip dilue template elde edildi.

Tablo 6. RT? HT First Strand Kit Uygulamasinda Kullanilan Bilesenler

Bilesen Miktar
Izole edilen RNA 8 ul
Buffer GE2 (gDNA elimination buffer) 6 ul
BC4 Reverse Transcriptase Mix 6 ul

Tablo 7. RT? HT First Strand Kit Uygulamasinda Kullanilan Thermal Cycler

Programi
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Sicakhik Siire

42 °C 15dk
95°C 5 dk
4°C 0

Resim 2. cDNA elde etme islemi

5.2.3. Real Time PCR Analizi

Real Time PCR cihazinda SYBR Green metodu uygulanarak COMT gen
ekspresyonlar1 belirlendi. Calisma sonucunda elde edilen hasta ve kontrol birey
komplementer DNA’ lar1 COMT geni primeri ile isleme alindi. Verilerin
ayristirilmasini saglamak i¢in kontrol olarak her analizde Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase (GAPDH) gen bolgesi primeri kullanildi. Her 6rnek ve 6l¢iim i¢in {i¢
tekrarl ¢alisilda.

5.2.3.1. Real Time PCR primerleri

COMT geni primer setleri calismamizda kullanilmak tizere ticari kit halinde alind1

(Sekil 4).
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NM_000754, bp 2304 v

NM_000754, bp 2304 QIAGEN

= 45100014868 siRMA
® 45103075191 siRMNA
m 45103086251 siANA
= 45100014861 siRNA
= 45100014882 siRNA
m 45100014875 siRNA
m 4 5I05056359 siRMA

mm 4 PPHOL584BRT2 gPCR Primer Assay

e e R e B TR T T o EE e R BN R B B N
I t t t t t t t | 2304
bp O 200 600 200 1200 1500 1800 2100
Show
| o Transcript  Selected product o === 4 FlexiTube siRMA
SHP s Coding sequence M L S
Name RT? gPCR Primer Assay for Human COMT (PPHO15848)
Official symbol COMT [Human)]
Official name catec hol-O-methy ltransferase
Species Human (Homo sapiens)
Entrez Gene ID 1312
Detected transcripi(s) NM_000754 (2304 bp)
Band Size 77 bp (NM_0DO754)
Reference Position ! 1140 (NM_000754

1 The Reference Position is a position contained within the sequence of the amplicon relative to the start of
the relevant RefSeq sequence.

Sekil 4. COMT geni oligoniikleotid primeri

(https://www.qiagen.com/mx/products/discovery-and-translational-research/pcr-
gpcr/gpcr-assays-and-instruments/mrna-incrna-qpcr-assays-panels/rt2-qpcr-primer-

assays/?catno=PPHO01584B#geneglobe Erigim tarihi: 26.07.2019).

5.2.3.2. GAPDH neden kontrol gen bolgesi

Kantitatif gen ekspresyonu verileri genellikle kontrol veya ‘‘housekeeping’’
genleri ekspresyon seviyelerine gore normallestirilmesi gerekmektedir. Housekeeping
genlerinin kullanimna iligskin, genlerin ekspresyonunun inceleme altindaki hiicrelerde
veya dokularda sabit kalmasi diisiiniilmektedir. Bu varsayimin istisnalari 1yi
belgelenmesine ragmen, housekeeping genlerin tamamen karakterize edilmis
sistemlerde onemli oldugu belirtilmektedir. GAPDH, gen ekspresyonu verilerinin
karsilagtirilmasinda kullanilan en yaygin housekeeping genlerinden biri olarak
gosterilmektedir (Barber ve ark 2005).

Psikiyatri hastalarindan alinan kan 6rneklerinde RT-PCR ¢aligmalar1 icin GAPDH
geni referans gen olarak kullanilmaktadir. Dahili kontrol geninin amaci, ters

transkripsiyon reaksiyonlarina eklenen RN A miktari icin PCR’ leri normallestirmektir.
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Standart housekeeping genlerinin genellikle i¢ kontrol genleri olarak yeterli oldugu
bilinmektedir (Livak ve Schmittgen 2001).
GAPDH geni primer setleri ¢alismamizda kullanilmak {izere ticari kit halinde

alind1 (Sekil 5).

NM_001256799, bp 1455 v

NM_001256799, bp 1455 QIAGEN

4 5100424823 siAMNA
= 4 5103179750 siRMA
m 45104215183 siRMA
m 45104183284 siRNA
W 4 5104220279 siRMA
m 45102655926 siRNA
= 4 5100424830 siRMA
= 4 PPH728434 AT2...
m 45102655919 sif..
m 45100424816 siR...
= 45105032366 si

s { PPHOO150FRT2 qPCR. Primer Assay

_'_'_)I = T e e — = T [ == s | 3'
T N T T AR e me N e TRl [ ERE T A AR
I } f f } } f — 1455
bp O 200 400 600 800 1000 1200 1400
Show
| Transcript  Selected product | == 4 FleniTube siRNA
% | =mm 4 RT2 qPCR Primer Assay

SHP s Coding sequUence
Name RT* gPCR Primer Assay for Human GAPDH (PPHOO0150F)
Official symbol GAPDH [Human]
Official name glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Species Human (Homo sapiens)
Entrez Gene ID 2597
Detected transcript(s) NM_001256792 (1455 bp)
Band Size 130 bp (NM_D01256799)
Reference Position 1 896 (NNM_001256799

1 The Reference Position is a position contained within the sequence of the amplicon relative to the start of
the relevant RefSeq sequence.

Sekil 5. GAPDH geni oligoniikleotid primeri

(https://www.qiagen.com/mx/products/discovery-and-translational-research/pcr-gpcr/qpcr-assays-and-

instruments/mrna-incrna-gpcr-assays-panels/rt2-qpcer-primer-assays/?catno=PPH00150F#geneglobe

Erisim tarihi: 26.07.2019).

5.2.3.3 Real Time PCR calisma protokolii

1. Hasta ve kontrol bireyler i¢in kullanilan Human COMT RT? qPCR primer
assay, kontrol gen bolgesi olarak kullanilan Human GAPDH RT? qPCR primer assay,
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RT? SYBR Green mastermiks - 20°C’ den alinip oda sicakligma getirildikten sonra
vortekslenerek, yaklasik olarak 3 sn spin santrifiij yapildi.

2. Real Time PCR bilesenleri 0.2 ml’ lik tiipler icinde Tablo 8’ da gosterilen
miktarlarda hasta ve kontrol grubu i¢in ayr1 ayr1 hazirland1.

3. Hazirlanan miksler 0,1 ml’ lik strip tiiplere aktarildiktan sonra strip tiip

kapaklar1 takildi ve Real Time PCR cihazinda Tablo 9° daki program uygulandi.

Tablo 8: Real Time PCR bilesenlerinin hazirlanmasi

Bilesen Miktarn
RNase free water 6,5 ul
RT?SYBR Green 12,5 pul
Mastermiks
RT? qPCR primer assay 1,0 ul
Dilue template 5,0 ul
Toplam 25,0 ul

Tablo 9. Real Time PCR Programi

Sicakhk Siire Dongii
95 0C 10dk } 1
95 °C 15sn

55°C 45sn 40
72 °C 15sn

5.2.3.4. Real Time PCR verilerinin analizi
Kantitasyon analizi Rotor-Gene Q series software 2.3.1 programi kullanilarak

yapildi. Amplifikasyon egrileri Threshold degeri belirlenerek goriintiilendi. Relatif

gen ekspresyon verilerinin analizi 22T metodu kullanilarak yapilda.
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Resim 3. Real Time PCR islemi
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6.BULGULAR

6.1. REAL TIME PCR’DA GOZLENEN COMT AMPLIFiKASYON
EGRILERI

Calismamizda Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Psikiyatri
Klinigi’ nde kronik sizofreni tanisi almig bireylerden ve kontrol oOrneklerinin
eksozomdan elde edilen RNA’lardan Real Time PCR calismasi yapildi. Calisma
sonucunda Real Time PCR’da COMT geni ve GAPDH geni amplifikasyon egrileri
gozlendi (Sekil 6, Sekil7 ).

&% File Analysis Run Gain  View Window Help

7 £ . 3 ; =i : E
Zed bl - & @ ¥ B R B B B.
New Open Save | ° F St Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

Channels 7 Cycling A.Green

| Reports.. % Std.Curve [T Results | & Dynamic Tube | g Slope Correct % Ignore First 53 Take Off Adj. [ Outlier Removal... k) Save Defaults

Threshold
004

T T T i
2| 5 10 15 2 2 30 35 40
Cycle

Adjust Scale... Auto-Scale Default Scale Log. Scale

Fator-Gene 0 Series Software 231

Sekil 6. Real Time PCR’da gézlenen COMT geni amplifikasyon egrileri.
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Lt File Analysis Run Gain View Window Help

19 H o @ & ¥ B W W E

New | Open Save Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
Channels /7 Cycling A.Green

| Reports.. S Std. Curve [T Results || g Dynamic Tube | 5% Slope Correct % Ignore First g Take Off Adj. | [] Outlier Removal... k) Save Defaults

0,0 Fweshold o — — - = =

T T T i
/g 5 10 15 20 25 30 35 40
i Cycle

Adjust Scale... Auto-Scale Default Scale Log. Scale

Rotor-Gene O Series Software 2.31

Sekil 7. Real Time PCR’da gozlenen GAPDH geni amplifikasyon egrileri.

6.2. 2°22CT METODU KULLANILARAK RELATIF GEN EKSPRESYON
VERILERININ ANALIiZi

RNA miktar1 ve kalitesindeki degisiklikleri standart hale getirmek icin GAPDH
referans geni kullanildi. Bu gen sayesinde COMT geninin ifadesi farkli ornekler
arasinda karsilagtirilmis olmaktadir. Normalize CT degeri (ACT degeri) hesaplanarak
gen ifadesi Olciildii. Hasta Ornekleri CT degerlerinden referans gen CT degerleri
cikarilarak, hasta oOrnekleri ACT degerleri hesaplandi. Kontrol ornekleri CT
degerlerinden referans gen CT degerleri ¢ikarilarak, kontrol 6rneklerinin ACT
degerleri hesaplandi.

ACT degerleri kullanilarak hasta 6rneklerinin kontrol 6rneklerine gore ekspresyon
seviyesini belirlemek igin 2"*A¢T (Kat Degisimi Degerleri) hesapland1. Hasta drnekleri
ACT degerinin kontrol orneklerinin ACT degerine oranlanmasiyla AACT degeri
hesaplandi. Gen ifadesi analizleri 2"2*¢T formiiliinde degerlerin yerine konulmasiyla
hesaplandi.

Degerin anlamli up regiilasyonu ¢ikabilmesi igin 224CT degeri hesaplamalar1

sonucunda 2 ve/veya ilizeri deger olmasi1 gerekmektedir. O ve 1 arasi deger down
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regiilasyonu, 1 ve 2 arasi deger anlamsiz up regiilasyonu ifade etmektedir. 1/224¢T
yapilarak Down regiilasyonun anlamli veya anlamsiz oldugunu belirlenmektedir. -1
ile -2 aras1 anlamsiz down regiilasyonu ifade ederken, -2 ve /veya -2’ den kiiglik
degerler anlamli down regiilasyonu ifade ettigi bilinmektedir (Livak ve Schmittgen
2001).

Hasta orneklerinin Real-Time PCR uygulamasinda elde edilen amplifikasyon
egrilerinin CT degerlerinden, 2"24CT degerleri hesapland1. Sonuglarimizda sadece 3 no’
lu hastanm 224¢T degeri 0 ve 1 arasinda bir deger oldugundan down regiilasyonu ifade
ettigi belirlendi. Gen ekspresyonu down regiilasyonun anlamli veya anlamsiz
oldugunu belirlemek amaciyla sadece 3 no’ lu hastada -1/2"22CT hesaplandi. Tiim

hastalarm 24T degerleri ile grafik elde edildi (Grafik 1).

Ekspresyon Seviyeleri
4,00
3,00 -
= 2,00 -
E
i)
‘g' 'DJ'DD N T T T T T T T
| *2 *q 5 *6 67 *B
-1,00
-2,00 T
Ornekler

* Anlaml1 up regiilasyonu ifade eden 6rnekler

Grafik 1. COMT Geni Ekspresyon Seviyeleri.

Grafik verilerimizin sonuglarina gore 1, 2, 4, 6, 7 ve 8 numarali hastalarimizda
COMT geni ekspresyon seviyelerinin anlamli up regiilasyonu, 5 numarali hastamizda
COMT geni ekspresyon seviyesinin anlamsiz up regiilasyonu, 3 numarali hastamizda

COMT geni ekspresyon seviyesinin anlamsiz down regiilasyonu oldugu belirlendi.
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7.TARTISMA

SCZ ve BPD, etiyolojilerinde genetik ve ¢evresel etmenlerin rol oynadigi
psikiyatrik hastaliklardir. Bu hastaliklarin kalitiminda bir¢ok farkli islevi olan gen yer
almaktadir ve bu hastaliklarla iliskili bulunan genlerin sayis1 her yeni arastirmayla
beraber arttig1 belirtilmektedir (Kokurcan 2014).

Sizofreninin yasam boyu yaygmligi onceki ¢alismalarda %1 olarak bildirilmis
olsa da, yakin zamanl arastirmalar, bu oranlarin 1000'de 4,6 ile 9,2 aras1 genis bir
aralikta oldugunu gostermektedir (Saha ve ark 2005).

Tirkiye'de yapilan sistematik bir gézden ge¢irmede yasam boyu sizofreni
yayginhigi genel toplumda 8,9:1000 olarak tespit edildigi belirtilmektedir (Kara ve
Tiirkgapar 2015).

Tekli niikleotid polimorfizminin COMT genindeki rs165599 ile Iran'n giiney-
batisindaki sizofreni ve bipolar duygudurum bozuklugu ile birlikteligini arastiran bir
calismada bu polimorfizmin SCZ ve BPD riskleri ile yiiksek iligkili oldugu
bildirilmektedir (Behbahani ve ark. 2015).

Hastaligin etiyolojisini agiklamak i¢in yapilan arastirmalarda siklikla genetik,
norogelisimsel ve ndérokimyasal unsurlar iizerinde yogunlasildigi bildirilmektedir.
Sizofreninin  biyolojisini aydinlatmak i¢in yapilan c¢alismalarda ilerlemeler
kaydedildigi belirtilmektedir (Kocal ve ark. 2017).

Dopaminerjik sistem, Ozellikle COMT genindeki degisiklikler, sizofreni
etiyolojisinde biiyiik ilgi ¢cekmektedir. COMT genindeki rs4680 (Vall08 / 158Met),
15165599 ve P2 promotorii rs2075507 SNP’ ler, COMT gen ekspresyonu ve COMT
enzim aktivitesinin degismesi ile iliskili oldugu gosterilmektedir (Altinyazar 2017).

COMT, insan beyninin prefrontal korteksindeki dopaminin ortadan
kaldirilmasinda anahtar bir enzim olarak islev gérmektedir. COMT genindeki genetik
varyasyon (MIM 116790) degistirilmis prefrontal korteks fonksiyonu ve sizofreni igin
daha ytiksek risk ile iliskilendirilmis olup spesifik aleller ve bunlarin fonksiyonel
etkileri konusunda tartisilmasi gerektigi belirtilmektedir (Chen 2004).
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Wang ve arkadaslarmin yaptigi calismada; obsesif kompulsif bozukluk (OKB)
bulunan hastalarda ve saglikli kontrollerde, COMT gen ekspresyonu Real Time PCR
yontemi ile inceleme yapildigi belirtilmektedir. OKB grubunda, GAPDH ile normalize
edilmis COMT gen ekspresyon diizeylerinin saglikli kontrollere goére anlamli olarak
azaldig1 gosterilmektedir (F = 6.244, p = 0.015). OKB hastalarinda %32 down
regiilasyon tespit edildigi bildirilmektedir (Wang ve ark 2009).

Molekiiler ¢alismalar, genetik ekspresyonda bir hastaliga yatkinliga neden olan
bir degisikligi belirlemeye caligmaktadir. Bu ¢aligmalarin yorumlanmasi, tekrar analiz
problemleri nedeniyle 6zellikle zor olsa da, cok merkezli analizler hala D3 dopamin
reseptorii geni ve 5-HT2A reseptorii geni i¢in lokuslarda sizofreni ve polimorfizm
arasidaki iliskiyi desteklemektedir (Berry ve ark 2003).

Eksozomlar, erken endozomlardan tiiretilen MVB ile iretilmektedir. Erken
endozomlar, spesifik proteinlere sahip lipit sallari; tetraspaninler, yapisma, flizyon ve
reseptor tasima proteinlerini icermektedir. Eksozomlar, beyin kaynakli nérotrofik
faktor veya trombosit kaynakli biliylime faktorii reseptorii gibi biiyiik molekiiller
tastyabildiginden, hiicre dis1 vezikiillerin ayrica membranlarinda norotransmitter
reseptorleri tasiyabilecegi varsayilabilmektedir. Hiicre dis1 vezikiillerde coklu
belirteglerin kullanilmasi, psikiyatrik bozukluklarin anlasilmasi ve yonetilmesi igin
biiyiik bir potansiyel tagimaktadir (Ilgin ve Topuzoglu 2018).

¢“Sizofren Tanih Olgularda COMT Geni Ekspresyon Seviyelerinin Real
Time-PCR Yontemi ile Arastirilmasr’> (BAP 2017-218) konulu ytiksek lisans tez
calismasinda kullanilan hasta ile kontrol 6rnekleri caligmamiz ile ayni olup elde edilen
sonuglar bulgular ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, GAPDH ile
normalize edilmis COMT gen ekspresyon diizeyleri, hasta birey ve saglikli bireyler ile
karsilastirildiginda, 3 hasta bireyde anlamli down regiilasyon tespit edilmistir.

Calismamiz sonucunda ise, GAPDH ile normalize edilmis COMT geninin
eksozomlardaki ifadesini 6rnek bazinda degerlendirdigimizde 6 hasta bireyde COMT
geni ekspresyon seviyelerinin anlamli up regiilasyonu, 1 hasta bireyde COMT geni
ekspresyon seviyesinin anlamsiz up regiilasyonu, 1 hasta bireyde COMT geni
ekspresyon seviyesinin anlamsiz down regiilasyonu oldugu belirlenmistir.

2018-184 no’ lu ‘Sizofren Tamis1 Almis Hasta ve Kontrol Gruplarinda,
COMT Genin Eksozomlardaki ifadesinin Kantitatif Real Time PCR ile
Arastirillmasr’ konulu BAP projemiz devam etmektedir. Hasta sayisi, projede

hedeflenen sayiya (50 hasta) ulastiginda arastirma sonucu istatistiksel olarak tam bir
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sonug ile ifade edilebilecektir. Bu sayede anlamli olan tez 6n ¢alisma sonuglarimizin
daha da anlam kazanacagini diisiinmekteyiz. Sizofren hastalarinda COMT genin
eksozomlardaki ifadesinin Kantitatif Real Time PCR Yontemi ile arastirilmasi

sonuglarimiz {iniversitemizde elde edilen ilk sonuglar olma 6zelligini tagimaktadir.
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FePogm sl schosiorlibifebu sduw Belroak A sglibbe stoodeer u

Bu helge 5070 sayili Elekironik lmza Kanonunun 5. Maddesi gerefince glivenli elekironik imza ile imralanmstir.
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EK 2: Etik Kurul izin Belgesi

TE:
Manisa Celal Bayar Universitesi
Tip Faldiiltesi Saghk Bilimleri Etik Kurulu

Karar Formu
KARAR TARIH / NO 30/05 f 2018 20478485 .
ik Sizofren Tanis Almus Hasts ve Konteol Gruplaciada, COMT Genin Eksozomlardaki ifadesinin
i e Kantitatif Real Time PCR_ile Aragtirilmas:
SORUMLU ARAFTIRMACI Dog. Dr. Muray Altintag
ARASTIRM A EX IS Biyolog Demet Bulut
ARASTIRMANIN NITELIGT uzsanUK TEZ [] YIIKSEY LISANS-boKToRATES (] AKRADEMIK AnagL []
28 /057 2008 / Tarih ve 24833 sayli; yeni aragtirma baghi ile dilzenlenmis Cnam Formunun
DEGERLENDIRILEN BELSELER : A iy ;
cklenmesiigerektifinde hasta vasileri icin de hazolanmasi) konulu dilekee
i i Diizeltme dilekgesi incelenmig; amstirma bagvuru fornm ve gerekli ekleri e birlikee hilimsel ve Etik
agidan UYGUN clduguna oy birhifi ile karar verilmigtir.
Aragiema lle Toglantyo draytuma e Teplamega
L v Ay Sowa Iigkly Dian sk fmayan Uy Ja fSesar Thigkiss Dlam Halrsapan
Uy lya iy Upe
Prof. Dr, Zaki AR Dog. Dr. Serdar TOK ﬁ.&f'
i ey O a , [ |
Tilobi Biyokeimya AD O - Spar Bilimler Falmlesi '
Frad, O, Murat DEMET W.. Dr. Br. Uyesi Selim ALTAN e
Paikiyatri Al ] - ,—_,EI o Tibin Etik AD M/_L \I/ O U
Praf. Drr. Betill ERSOV Dr. Bifr. Uyesd Nurgl Gingdr TAVSANL
Cocuk Saglsf ve Hastaldlan ap | O Sagiik Bilirmleri Fakiltes| Ehellk Bollreds |~ T B E
1
Doc. Dr. Bevhan Cenglz DZYURT | L tiukadder YILWMATER
ks 20 0| o vuLﬁ/ 0| O
Avukat
7 f
Dag. Br. Tugba [AVUSOELL
] O sivil Uy Hiseyin TUNCAY )j O
Farmakolo]l AD ? bi
Etile Kurolumuzun karan yukarda belirtilimistic.  Asastrmamz Her Hanpi Bir Asamada Etik zun “lzleme —
Denetleme™ Garevi Gerefli Liizuma Halinde Haberli / Habersiz Olarak Denetlenchilir Aragtirma Bagyvuru Formumun Taahhlmame
— Béliim E kismunda belintilimig olan hususlann dikkate almaralk istenilen bilgilerin Fik Kuruluswzs zamannda iletilmes
konusunda bilgilernizi ve gerefing rica ederim,
Puif, Dy, Zeki ARI
Baglan } ———

45



EK 3: Hasta Bilgilendirilmis Gontillii Olur Formu

CALISMANIN ADI (Arastirma basvuru formunda bolim A.2’de yer alan

arastirma adi kullaniimalidir.): *‘Sizofren Tanis1 Almig Hasta ve Kontrol Gruplarinda,

COMT Genin Eksozomlardaki Ifadesinin Kantitatif Real Time PCR ile Arastirilmas:1”

Bir arastirma ¢alismasina katilmaniz istenmektedir. Calismaya katilip katilmama
karari tamamen size aittir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden once
arastirmanin neden yapuldigim bilgilerinizin nasil kullantlacaginin ¢aliymanin neleri
icerdigini ve olast yararlarin risklerini ve rahatsizlik verebilecek konular: anlamaniz
onemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz ve eger
istiyorsamiz ozel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger ¢alismaya
katilmaya karar verirseniz imzalamaniz icin size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur
Formu verilecektir. Calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta ozgiirsiiniiz. Eger
isterseniz, bu ¢alismaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz
bilgilendirilecektir. Calisma amaciyla yapilan normal muayeneniz sirasinda istenilen
tetkikleriniz disindaki tiim laboratuvar testleri ¢alisma destekleyicisi tarafindan
karsilanacak; size veya bagl bulundugunuz ozel sigorta veya resmi sosyal giivenlik
kurumuna odetilmeyecektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI :

Psikiyatrik bozukluklarin ndrobiyolojisi ve genetigini anlamaya yonelik cok
sayida caligma yapilmasina ragmen, psikiyatrik hastaliklar genetik a¢idan tam olarak
tanimlanabilmis degildir. Meta-analitik ¢caligmalar sizofreniye yatkinlik genlerinin 6p,
10p, 15q, 18q ve 22q iizerinde olabilecegini ileri slirmektedir. Sizofreni iizerinde
bircok arastirmanin yapildigi bir zihinsel bozukluktur. Bozuklugun arkasinda yatan
faktorlerle ilgili sonuglar 6nemini devam ettirmekle birlikte genelde bunun hem
genetik hem de cevresel faktorlerin bir kombinasyonundan kaynaklandigi kabul
edilmektedir. Sizofreni, bir on belirtiyle baglayarak ergenlik ya da geng yetiskinlikte
ilk atak ve daha sonra yetiskinlik yillarinda bozulma olmak tizere dogal bir seyir izler
. Dil, diisiince, algilama, duygusal etki ve benlik duygusu dahil olmak iizere insanlik
bilinci ve kisiligindeki birkag temel 6zelligi tamamen derinden etkilemektedir. SZ'nin
genis yayginlig1 ve zayiflatict dogasina ragmen, patogenezi ile ilgili ¢cok az sey
bilinmektedir .Birgcok gen, sizofreni olusumuna yatkinhkta aday olarak

gosterilmektedir, bunlar arasinda catechol-O-methyltransferase (COMT), dysbindin-1
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(DTNBP1) ve neuregulin-1 (NRG1) gibi genler sayilabilir. Katekol-O-metiltransferaz
enzimi, dopamin, epinefrin ve norepinefrin ndrotransmitterlerini de igeren
katekolaminler S-adenozilmetiyoninden metil grubu transferini gergeklestiren
enzimdir. COMT geni 22ql1.2°de kromozomal vyerlesim gdstermektedir. Iyi
karakterize edilmis 2 protein izoformunu kodlamaktadir. Bu izoformlarin substrat
afiniteleri ve kapasiteleri farklilik gostermektedir. Calisilan doku gruplarinda
COMT’un sitoplazmik tipi (S-COMT) baskinlik gosterirken, beyinde uzun olan
membrana bagl tipi (MBCOMT) ana tiptir. Yapilan arastirmalar da, dopamin’e
indirgeyen enzimi kodlayan COMT genindeki diizensizlik kanit1 bulunmustur.
COMT'daki sizofreniye yatkinliga meyilli polimorfizm iceren gen c¢alismalari
sonuglart uyumlu oldugu bildirilmektedir. miRNA'lar, gen ifadesinin post-
transkripsiyonel diizenleyicileri olarak islev goren kiiclik kodlamayan RNA'lardir. Bu
diizenleyiciler gen ekspresyonunu degistirebilirler ve dolayisiyla genomik bolgedeki
kopya sayisindaki degisiklikleri ve hastalikla iliskili gen yollarmi 6nemli 6lciide
farklilagtirirlar. Taninin dogrulugunu, iyilestirmenin zamanlamasini ve sizofreni riski
cok yiiksek bireyleri belirlemek i¢in erisilebilir biyolojik belirteglere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu bilgi ayn1 zamanda kisiye 6zel tedaviye baslayabilmeyi ve daha
etkili erken miidahaleyi miimkiin kilma olanag1 da saglayabilecektir. Yapilan
calismalarla, beyin biyopsilerinin kabul edilemez oldugunu, beyin goriintiileme
tekniklerinin pahali oldugu ve sonuglarin kesin olmadigi i¢in, son yillarda sizofreni
icin kan temelli biyolojik belirteglerin gecerli bir alternatif oldugu arastirilmistir.Kan
temelli biyolojik gostergeler uygulanabilir bir secenek olarak goriiliiyor, ciinki
periferik kandaki gen ekspresyonu, epigenetik kaliplar, protein miktari, metabolik ve
inflamatuvar molekiillerin diizenlenmemesi sizofreni'li insanlarda farkli sekillere
sahip oldugu gosterilmistir .Yakin zamanda yapilan ¢alismalar, iki tip hiicre kaynakl1
lipid vezikiil i¢inde RNA'lar1 tanimlamaktadir ; mikrovezikiiller ve
ekzozomlar. Mikrovezikiiller, kabarciklanma yoluyla hiicreden salinan nispeten
biiyiikk (100 nm-1 pm) vezikiillerdir. Ote yandan ekzozomlar, endozomal tiirevi
multivesikiiler plazma membrant ile kaynastiginda serbest birakilan kiiciik
vezikiillerdir (30-100 nm). Eksozomlar, ¢ap1 50 ila 100 uM arasinda degisen vezikiiller
olarak hiicre i¢i multivesikiiler cisimciklerden kaynaklanir ve multivesikiiler
cisimlerin hiicre zar1 ile kaynastirilmasindan sonra ekzositoz yoluyla atilirlar .
Eksozomlarin tanisal amacli kullanimlar1 daha ¢ok yeni bir yontem olmakla birlikte

onemli bir yenilik¢i gizli gii¢ igermektedir. Glinlimiizde bir¢ok hastaliklar i¢in
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duyarhilig1 ve 6zgiinliigi diisiik tan1 yontemleri bulunmaktadir. Eksozomlarin genetik
malzeme tasimalari ve tiim viicut sivilarindan ayristirilabilmeleri yeni, 6zgiil ve
girisimsel olmayan tan1 yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir .

CALISMA iSLEMLERI:

( Goniilliiden kan alinacak ise kan miktar 2 ml ( bir ¢ay kasigr ) /5 ml ( bir tath
kasigi ) seklinde belirtilmelidir Calisma islemlerinin hasta agisindan yan etkileri,
riskleri ve rahatsizliklart agiklanmalidir.)

Calismay1 yapabilmek ic¢in kolunuzdan 10-20 (1-2 tiip) ml. kadar kan almamiz
gerekmektedir. Bu kandan genetik materyal olarak RNA elde edilecektir. Bu asamada
basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir. Kan alinamadigi
durumlarda biyolojik 6rnegin bulunabilecegi, yanak i¢inden alman az bir miktarda
stiriintii, tek bir tel sag, idrar gibi ornekler almamiz gerekebilir. Eger size ya da
cocugunuza bu hastaligin diizeltilmesine yonelik cerrahi bir girisim uygulanacaksa bu
islem sirasinda zaten ¢ikarilacak olan doku bu arastirma agisindan da incelenebilir.

Kan alinmas: swrasinda olusabilecek riskler: Kan alma islemi ile ilgili riskler
arasinda bayilma, agr1 ve/veya kan alma bolgesinde morarma sayilabilir. Ender
durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiiciik bir kan pihtis1 olabilir. Olas1
bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

CALISMAYA KATILMAMIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Boyle bir analiz ilgili genetik hastaligin nedeninin 6grenilmesinde yararh
olacaktir. Su anda bu ¢alismanin hemen size veya ¢ocugunuza bir fayda olarak doniip
donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan nedenlerin
ogrenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda saglayacaktir. Bu
arastirmada sizin i¢in beklenen yararlar; sizde veya ailenizde var olan hastaliginizin
aile icindeki diger fertler ve saglikli bireylerle karsilagtirilmas: yapilarak, hastaligin
olast nedenlerinin ortaya c¢ikarilacak farkliligin nedenlerinin ortaya g¢ikarilmasi
istenmektedir.

GONULLUYE UYGULANACAK ISLEMLERIN OLASI ZARARLARI
NELERDIR?

Size bu arastirmada 1 veya iki kere kan alim1 uygulanacaktir. Kan alma islemi
ile ilgili riskler arasinda bayilma, agr1 ve/veya morarma sayilabilir. Ender
durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiigiik bir kan pihtisi olabilir.
Olasi bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

KiSIiSEL BiLGILERIM NASIL KULLANILACAK?
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Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa
bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama
yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir.
Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz. Goniilliiye kendine ait
tibbi bilgilere ancak verilerin analizinden sonra ulasabilecegi bildirilecektir.

SORU VE PROBLEMLER iCiN BASVURULACAK KiSiLER :

1. Doc. Dr. Nuray ALTINTAS / Tel: 05325276553

Calismaya Katilma Onavi

Yukaridaki bilgileri doktorumla ayrintili olarak tartistim ve kendisi biitlin
sorularimi cevapladi. Bu bilgilendirilmis olur belgesini okudum ve anladim. Bu
arastirmaya katilmayr kabul ediyor ve ileriki arastirmalarda materyalimin
kullanilmasina izin veriyorum. Bu onay belgesini kendi hiir irademle imzaliyorum. Bu
onay, ilgili higbir kanun ve yonetmeligi gecersiz kilmaz. Doktorum saklamam i¢in bu
belgenin bir kopyasini ¢aligma sirasinda dikkat edecegim noktalar1 da icerecek sekilde

bana teslim etmistir.

Goniillii Adr Soyadi: Tarih ve Imza:

Adpres ve Telefon:

Veli / Vasinin Ad .
Tarih ve Imza:

Soyadi:

Adres ve Telefon:

Tanik! Adi Soyad: Tarih ve Imza:

Adres ve Telefon:

Arastirmaci’ Adi ,
Tarih ve Imza:
Soyadi:
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Adres ve Telefon:

1: Goniilliintin bilgilendirilme iglemine basindan sonuna dek taniklik eden kisi

2:Goniilliiyii arastirma hakkinda bilgilendiren kisi

EK 4: Saglikl Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
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CALISMANIN ADI (Arastirma basvuru formunda bolim A.2’de yer alan

arastirma adi kullamilmaldr.) : ‘‘Sizofren Tanis1 Almis Hasta ve Kontrol
Gruplarinda, COMT Genin Eksozomlardaki Ifadesinin Kantitatif Real Time PCR ile

Arastirilmast”

Bir arastirma ¢alismasina katilmaniz istenmektedir. Calismaya katilip katilmama
karari tamamen size aittir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden once
arastirmanin neden yapuldigim bilgilerinizin nasil kullantlacaginin ¢aliymanin neleri
icerdigini ve olast yararlarin risklerini ve rahatsizlik verebilecek konular: anlamaniz
onemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz ve eger
istiyorsaniz ozel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger ¢alismaya
katilmaya karar verirseniz imzalamaniz igin size bu Bilgilendirilmis Sagliklt Olur
Formu verilecektir. Calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta ozgiirstiniiz. Eger
isterseniz, bu ¢aliymaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz
bilgilendirilecektir. Calisma amacuyla yapilan normal muayeneniz sirasinda istenilen
tetkikleriniz disindaki tiim laboratuvar testleri c¢alisma destekleyicisi tarafindan
karsilanacak; size veya bagli bulundugunuz ozel sigorta veya resmi sosyal giivenlik
kurumuna odetilmeyecektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI :

Psikiyatrik bozukluklarin ndrobiyolojisi ve genetigini anlamaya yonelik c¢ok
sayida caligma yapilmasina ragmen, psikiyatrik hastaliklar genetik a¢idan tam olarak
tanimlanabilmis degildir. Meta-analitik ¢aligmalar sizofreniye yatkinlik genlerinin 6p,
10p, 15q, 18q ve 22q iizerinde olabilecegini ileri slirmektedir. Sizofreni iizerinde
bircok arastirmanin yapildigi bir zihinsel bozukluktur. Bozuklugun arkasinda yatan
faktorlerle ilgili sonuglar 6nemini devam ettirmekle birlikte genelde bunun hem
genetik hem de cevresel faktorlerin bir kombinasyonundan kaynaklandigi kabul
edilmektedir. Sizofreni, bir On belirtiyle baslayarak ergenlik ya da geng yetiskinlikte
ilk atak ve daha sonra yetiskinlik yillarinda bozulma olmak tizere dogal bir seyir izler
(18). Dil, diisiince, algilama, duygusal etki ve benlik duygusu dahil olmak {izere
insanlik bilinci ve kisiligindeki birkag temel 06zelli§i tamamen derinden
etkilemektedir. SZ'nin genis yayginlig1 ve zayiflatict dogasma ragmen, patogenezi ile
ilgili ¢ok az sey bilinmektedir. Bir¢cok gen, sizofreni olusumuna yatkinlikta aday olarak
gosterilmektedir, bunlar arasinda catechol-O-methyltransferase (COMT), dysbindin-1
(DTNBPI) ve neuregulin-1 (NRG1) gibi genler sayilabilir. Katekol-O-metiltransferaz
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enzimi, dopamin, epinefrin ve norepinefrin ndrotransmitterlerini de igeren
katekolaminler S-adenozilmetiyoninden metil grubu transferini gergeklestiren
enzimdir. COMT geni 22ql1.2°de kromozomal vyerlesim gdstermektedir. Iyi
karakterize edilmis 2 protein izoformunu kodlamaktadir. Bu izoformlarin substrat
afiniteler1 ve kapasiteleri farklilik gostermektedir. Calisilan doku gruplarinda
COMT’un sitoplazmik tipi (S-COMT) baskinlik gosterirken, beyinde uzun olan
membrana bagh tipi (MBCOMT) ana tiptir. Yapilan arastirmalar da, dopamin’e
indirgeyen enzimi kodlayan COMT genindeki diizensizlik kanit1 bulunmustur.
COMT'daki sizofreniye yatkinliga meyilli polimorfizm iceren gen calismalari
sonuclar1 uyumlu oldugu bildirilmektedir. Sizofreni ile ilgili aday genler ve genomik
bolgelerin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligma sayis1 yiiksek olup, RNA ile yapilan yayin
sayist ise smirlidir. RNA'lar, gen ifadesinin post-transkripsiyonel diizenleyicileri
olarak islev goren kiiclik kodlamayan RNA'lardir (12). Bu diizenleyiciler gen
ekspresyonunu degistirebilirler ve dolayisiyla genomik bolgedeki kopya sayisindaki
degisiklikleri ve hastalikla iliskili gen yollarm1 6nemli Olgiide farklilastirirlar.
Transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonunu diizenlemek ve gelismis
beyindeki sinir sistemi gelisimini ve ndronal fonksiyonu koordine etmek ig¢in
onemlidir. Onceki arastirmalar, miRNA'larin nevrit bilyiime, dendritogenesis ve
dendritik omurga olusumu gibi ndrogelisim ve olgunlagsmada potansiyel bir rol
oynayabilecegini ortaya koymustur. Bu gelismeler sizofrenide olasi teshis icin
biyolojik belirtegler olarak miRNA'larin 6nemini vurgulamaktadir. Bugiline kadar,
miRNA biyolojik belirtecleri agirlikli olarak beyin dokusundan cikarilmustir. ileride
yapilacak calismalarda, biyolojik belirteg olarak periferik kandaki miRNA'larin
kullanimi incelemede olabilecektir. Ciinkii daha erisilebilir durumdadirlar. Dolasan
miRNA'lar sizofreni gibi noronal sistem ve sinaptik fonksiyon bozukluklarini i¢eren
karmasik noropsikiyatrik hastalikta faydali olabilmektedir. Kortikal miRNA
ekspresyonundaki degisikliklerin patofizyolojisi belirlenmeye devam edilmesine
ragmen, miRNA ekspresyonunun degisimi beyne uzanmaktadir ve sizofreni igin
yararli klinik kullanim i¢in erisilebilir periferal biyolojik belirte¢ saglayabilir. Taninin
dogrulugunu, iyilestirmenin zamanlamasini ve sizofreni riski ¢ok yliksek bireyleri
belirlemek i¢in erisilebilir biyolojik belirteglere ihtiyag duyulmaktadir. Bu bilgi ayn1
zamanda kisiye Ozel tedaviye baslayabilmeyi ve daha etkili erken miidahaleyi
miimkiin kilma olanag1 da saglayabilecektir. Yapilan calismalarla, beyin

biyopsilerinin kabul edilemez oldugunu, beyin goriintiileme tekniklerinin pahali
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oldugu ve sonuglarin kesin olmadigi i¢in, son yillarda sizofreni i¢in kan temelli
biyolojik belirteclerin gegerli bir alternatif oldugu arastirilmistir. Kan temelli biyolojik
gostergeler uygulanabilir bir secenek olarak goriiliiyor, ¢linkii periferik kandaki gen
ekspresyonu, epigenetik kaliplar, protein miktari, metabolik ve inflamatuvar
molekiillerin diizenlenmemesi sizofreni'li insanlarda farkli sekillere sahip oldugu
gosterilmistir. Mikrovezikiiller, kabarciklanma yoluyla hiicreden salinan nispeten
biiyiik (100 nm-1 pum) vezikiillerdir. Ote yandan ekzozomlar, endozomal tiirevi
multivesikiiler plazma membranmi1 ile kaynastiginda serbest birakilan kiiciik
vezikiillerdir (30-100 nm). MiRNA'lar hem insan hem de fare mast hiicreleri,
glioblastoma tiimorleri, plazma, tikiirik ve idrar da dahil olmak iizere cesitli
kaynaklardan tiliretilen mikrovezikiillerde ve ekzozomlarda tanimlanmistir.
Eksozomlar, cap1 50 ila 100 uM arasinda degisen vezikiiller olarak hiicre ici
multivesikiiler cisimciklerden kaynaklanir ve multivesikiiler cisimlerin hiicre zari ile
kaynastirilmasindan sonra ekzositoz yoluyla atilirlar. Eksozomlarin tanisal amagl
kullanimlar1 daha ¢ok yeni bir yontem olmakla birlikte 6nemli bir yenilik¢i gizli giic
icermektedir. Giinimiizde bir¢ok hastaliklar i¢in duyarlilig1 ve 6zgiinligii diisiik tan1
yontemleri bulunmaktadir. Eksozomlarin genetik malzeme RNA tasimalar1 ve tim
viicut sivilarindan ayristirilabilmeleri yeni, 0zgiil ve girisimsel olmayan tani
yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

CALISMA iSLEMLERI:

( Goniilliiden kan alinacak ise kan miktar 2 ml ( bir ¢ay kasigi ) / 5 ml ( bir tatl
kasigi ) seklinde belirtilmelidir Calisma islemlerinin hasta agisindan yan etkileri,
riskleri ve rahatsizliklart agiklanmalidir.)

Caligmay1 yapabilmek i¢in kolunuzdan 10-20 (1-2 tiip) ml. kadar kan almamiz
gerekmektedir. Bu kandan genetik materyal olarak RNA elde edilecektir. Bu
asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir. Kan
almamadig1 durumlarda biyolojik 6rnegin bulunabilecegi, yanak i¢inden alman az bir
miktarda siiriintii, tek bir tel sag, idrar gibi 6rnekler almamiz gerekebilir. Eger size ya
da ¢ocugunuza bu hastaligin diizeltilmesine yonelik cerrahi bir girigim
uygulanacaksa bu igslem sirasinda zaten ¢ikarilacak olan doku bu arastirma agisindan
da incelenebilir.

Kan alimmasi sirasinda olusabilecek riskler: Kan alma islemi ile ilgili riskler

arasinda bayilma, agr1 ve/veya kan alma bolgesinde morarma sayilabilir. Ender
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durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiigiik bir kan pihtisi olabilir.
Olasi bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

CALISMAYA KATILMAMIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Boyle bir analiz ilgili genetik hastaligin nedeninin Ogrenilmesinde yararli
olacaktir. Su anda bu ¢alismanin hemen size veya ¢ocugunuza bir fayda olarak doniip
donmeyecegini bilmiyoruz. Bu arastirmada sizin i¢in beklenen yararlar; hasta
bireylerle saglikli bireylerin karsilastirilmasi yapilarak , hastaligin olas1 nedenlerinin
ortaya ¢ikarilacak farkliligin nedenlerinin ortaya ¢ikarilmasi istenmektedir. Hasta olan
bireylere goniillii kontrol grubu olarak katki saglamis olacaksiniz.

SAGLIKLI GONULLUYE UYGULANACAK ISLEMLERIN OLASI
ZARARLARI NELERDIR?

Size bu arastirmada 1 veya iki kere kan alimi uygulanacaktir. Kan alma islemi
ile ilgili riskler arasinda bayilma, agr1 ve/veya morarma sayilabilir. Ender
durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiigiik bir kan pihtisi olabilir.
Olas1 bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

KiSIiSEL BiLGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve aragtirma yayinlansa
bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama
yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir.
Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz. Goniilliiye kendine ait
tibbi bilgilere ancak verilerin analizinden sonra ulasabilecegi bildirilecektir.

SORU VE PROBLEMLER iCiN BASVURULACAK KiSILER :

1. Doc. Dr. Nuray ALTINTAS / Tel: 05325276553

Calismaya Katilma Onavi

Yukaridaki bilgileri doktorumla ayrintili olarak tartistim ve kendisi biitlin
sorularimi cevapladi. Bu bilgilendirilmis olur belgesini okudum ve anladim. Bu
arastirmaya katilmayr kabul ediyor ve ileriki arastirmalarda materyalimin
kullanilmasina izin veriyorum. Bu onay belgesini kendi hiir irademle imzaliyorum. Bu
onay, ilgili higbir kanun ve yonetmeligi gecersiz kilmaz. Doktorum saklamam i¢in bu
belgenin bir kopyasini ¢aligma sirasinda dikkat edecegim noktalar1 da icerecek sekilde

bana teslim etmistir.
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Saglikly Goniillii Ad )
Tarih ve Imza:
Soyadi:

Adpres ve Telefon:

Veli / Vasinin Ad .
Tarih ve Imza:
Soyadi:

Adres ve Telefon:

Tanik! Adi Soyadi: Tarih ve Imza:

Adpres ve Telefon:

Arastirmaci’ Adi ,
Tarih ve Imza:
Soyadi:

Adres ve Telefon:

1: Goniilliiniin bilgilendirilme islemine basindan sonuna dek taniklik eden kigi

2:Goniilliiyii arastirma hakkinda bilgilendiren kisi
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EK 5: Biyolojik Materyal Saklama Onay Formu

CBU
TIP FAKULTESI
SAGLIK BILIMLERI ETIK KURULU
BiYOLOJIiK MATERYALIN EGIiTiM VE ARASTIRMA AMACLI
SAKLANMASI iCiN ONAY FORMU

(*Bu belgede hi¢ bir sekilde silinme, kazinma, daksilleme vb islem
yapilmamalidir.) “Sizofren Tamis1 Almis Hasta ve Kontrol Gruplarinda, COMT
Genin Eksozomlardaki ifadesinin Kantitatif Real Time PCR ile Arastirilmas1”
isimli arastirmada goniillii olarak yer almak i¢in onay vermis bulunmaktasmiz. Bu
arastirma i¢in sizden kolunuzdan 10-20 (1-2 tiip) ml. kadar kan (biyolojik materyal)
almacaktir. Bu alinan kan’in bir kismi ¢alisma sonunda artabilir. Uygun gdérmeniz
durumunda, bu kalan biyolojik materyal saklanarak ileride egitim ve/veya arastirma
amaciyla kullanilacaktir. Bu durumda kimlik bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacak,
planlanan her bir arastirma i¢in Etik Kuruldan izin alinacak ve arastirma sonunda
anormal bir sonuca ulasildiginda ivedilikle durumdan haberdar edileceksiniz.
Biyolojik Materyalinizin kullanimu ile ilgili olarak asagidaki se¢eneklerden sizin igin
en uygun olanin liitfen isaretleyiniz:

BIiYOLOJIK MATERY ALIMIN:

1. Onay verdigim arastrma diginda hi¢ bir bagka arastirmada ve

egitimde kullanilmasina izin vermiyorum.

2. Onay verdigim arastrma disindaki arastirmalarda ve egitimde
kullanilmaya karar verildiginde, bana o tarihte tekrar sorulmasini

istiyorum.

3. Sadece onay verdigim arastrma konusuyla baglantili diger

arastirmalarda ve egitimde kullanimini onayliyorum.

4. Her tiirlii egitim ve arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

*El yazis1 ile ve tiikenmez kalemle doldurulmalidir
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Adi Soyadi

Adresi

Telefon

Tarih

Imza

Goniillii

Vasi

Tanik

Arastirmaci

57




EK 6: Yiiksek Lisans Tez Caligmasi Orjinallik Raporu

T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
Sadlk Bilimleri Enstitiisii

Yiiksek Lisans Tez Galigmasi Orijinallik Raporu

Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali Bagkanhgi'na

Tez Adi: Sizofren Tams: Almiy Hasta Ve Kontrol Gruplarinda, COMT Genin

Eksozomlardaki Ifadesinin Kantitatif Real Time PCR ile Arastinlmasi

Tezime iliskin 30/07/2019 tarihinde yapilan Turnitin adli intihal tespit
programindan asagda belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik oram % 21’ dir,

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez calismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki
sarumlulufu kabul ettiimi ve yukanda vermis olduum bilgilerin dogru olduunu beyan
ederim.

Tarih ve Imza

Adi Soyadi : Demet BULUT TARHAN
Ogrenci No : 3113010001
Anabilim Dal : Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Programi : Tibbi Biyolaji 30.03 ":_O“',
: DANISMAN ONAY]
UYGUNDUR.
{Dog. Dr. Nuray ALTINTAS)

Agklamalar

1-Tez Caligmas Orjinailic Raporu [TCOR), TURNITIN intihal Tespit Program kuflanima igin klsluL hesap alma hakk bulunan tez danigmantarn,
En:titilerde goravlendirilen personeller, Kitlphane we Dokimantasycn Daire Baskanhif’nda géreviendirilen kithiphaneciler tarafindan
ahir.

2-Zayfa sawis A00'den az olan tezler igin tez savunmasindan dnca ve bagarl olmas: durumunda dizeltmalerden sonra olmak Gzere 2 kez
TCOR alerur {400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlan sekiinde bElUnerek Turnitin veri tabanina yiklenmesi gerekmektedir. Bu gl
duumlarda benzerlik oraninin hesaplanmasina lliskin detayl forma, kitlphane web sayfasinda bulunan Turnitin kullanim kilavuzlarinin
altndan erigilebilir)

3-TCOR, tezin valmirca Kapsk Savfas, Girig, Ana Balimler ve Sonug bélimierinden olugan ksminin tek bir dosva ofarak intihal tespit
pregramina yiklenmesiile ahmr.

Pregrama yikleme yamlicken Dosya Baghdh (document ttle) olarak tex baghfimn tarmarm, Yazar Ad) (authar's first name) olarak &firencinin
ad, Yarar Soyad (authee's last name) olarak Bgrencinin soyadi bilgisi yaalir

do TURMITIN Intihal tespit progranmuna yilklenen dosysnin siireglenmesinde, llgili programdald filtreleme secenekler agafiidaki gekilde
ayarlanr: - Kaynakga haric, - Alevtilar harig, - 5 kelimeden daha az Griasme iceren metin kissmlan haric (Limit match size to 5 words)
S-ktefe bodh ayariar kismndan; “Udewleri suraye génder?” segenedi mutloka DEPC YOK § fon ge r: aksi
dururnda ayr tezin kinel zez ylklenmesi durumunds benzerik %100 pkacaktir ve depodan tezi silmek gok uzun sireg gerektirecektir,

6 Raparlama igemni tamamlandiktan sonfa, kaydediimis olan ekranin g8rintisind sag Gst kifsesinde yizdelik sayi olarak belirtilen “benzerlik
aram,” raporlamaya tabl tutulmusg ofan dosyamin "toplam sayfa saysr” ve raporiama igleminin yapddi "tarin” bilgisi, "Y{ksek LisansDektora
Tet Caligrnas: Orjinallik Raporu™ formunia igbenir.

T- Benrerlik aranide tim sorumiuluk Ggrenciye arttir.

8-Tez savanma sinavi sanrasinda beganh bulunan Sfrenc, tez savunma sinavi tarihl sonrasinda tezde yapilmig mubtemel degigikiikleri igeren
doaya kullarlarak aknems ldnci bir intihal raporundaki bilgiler kullanilarak hazirlanmis ve tez damgmani tarafindan onaylanarak imzalanmig
ikinei bir sek Lisans/Doktora Tez Calgmas Orjinaliik Japoru’nu Enstitlye teslim etmekle yikimindir.

9-"urnitin Haklonda Bilgiler: hitpy//kutuphane.chu edu.trfturnitin 9370.tr rtml
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10. OZGECMIS

Adi Demet Soyadi BULUT
(TARHAN)
Dogum Izmir Dogum 04.09.1988
Yeri Tarihi
Uyrugu TC Tel 05078418835
E-mail demet-
bulut88@hotmail.com
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugum Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Yiiksek Manisa Celal Bayar Universitesi, 2011- Devam etmekte
Lisans Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali
Lisans Manisa Celal Bayar Universitesi, 2007-2011
Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji boliimii
Lise Eskisehir Yunus Emre Lisesi 2002-2005

Is Deneyimi

Gorevi Kurum Siire (Yil-Yil)
Biyoloji MEB Sehit Seyhan Yilmaz 2018-Devam ediyor
Ogretmeni Mesleki ve Teknik Anadolu Lisesi,
Koycegiz, MUGLA
Biyoloji MEB Yenisehir Mesleki ve 2015-2018
Ogretmeni Teknik  Anadolu Lisesi, Silopi,
SIRNAK
Biyoloji Bil Dershanesi, [ZMIR 2015-2015
Ogretmeni
Biyolog Ozel Sissus Hastanesi, Cesme, 2012-2013
IZMIR
Yabanc Dilleri Okudugunu Konusma* Yazma*
Anlama*
Ingilizce Orta Orta Orta
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Yabancal Dil Sinav Notu

YDS UDS IELTS | TOEFL | TOEFL | TOEFL | FCE CAE CPE
IBT PBT CBT

Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 70,01 68,98 59,91
KPSS Puam 77,95

Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma
Becerisi

MS Office Programlari Iyi

*Cok 1y1, 1y1, orta, zayif olarak degerlendiriniz.

EK: Diger Bilimsel faaliyetler (yayin, kongre bildiri)

EK: 1 Diger Bilimsel faaliyetler (yayin, kongre bildiri)

POSTER

1. Altmtas N, Bulut D, Aksoy O, Ciddi S, Unver A, Altintas N. Kistik

Ekinokokkozis’in ekonomik 6nemine genel bir bakis. 6.Ulusal Hidatidoloji Kongresi

(Uluslararast Katiliml), 12-15 Eyliil 2012, Gaziantep.

2. Altintas N, Ciddi S, Aksoy O, Bulut D, Unver A, Altintas N. Manisa ilinde
Kistik Ekinokokkozis’in son 5 yildaki dagilimma iligkin bir ¢alisma. 6.Ulusal
Hidatidoloji Kongresi (Uluslararas1 Katilimli), 12-15 Eyliil 2012, Gaziantep.

3. Altintas N, Aksoy O, Bulut D, Ciddi S, Unver A, Altintas N. izmir ilinde Kistik
Ekinokokkozis’in son 5 yildaki dagilimma iliskin bir ¢aligma. 6.Ulusal Hidatidoloji

Kongresi (Uluslararas1 Katilimli), 12-15 Eyliil 2012, Gaziantep.
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ULUSAL VE ULUSLARARASI KATILIMLI KONGRE VE
SEMPOZYUMLARDA ALINAN GOREVLER

1. 6.Ulusal Hidatidoloji Kongresi (12-15 Eylil 2012), Gaziantep. Kongre
Diizenleme Kurulu Uyesi.

2. KONGRE-SEMPOZYUM: 6. Uluslararas1 Hidatidoloji Kongresi (12-15 Eyliil
2012), Uluslararas1 Katilimli Genotiplendirme Sempozyumu (19.06.2013), Kanser
Biyolojisi ve Genetigi Sempozyumu (31.03.2013).

KATILIM SERTIFiKALARI

1. Ulusal Hidatidoloji Kongresi (Uluslararas1) Katilimi, Gaziantep Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Parazitoloji, GAZIANTEP (12-15 Eyliil 2012).

2. Optimization Techniques for Western Blot, Immunoprecipitation, and
Immunohistochemistry, Kimera (27.04.2012).

3. Real-Time PCR Tabanli Gen Ekspresyonu, Mutasyon ve Metilasyon
Profilleme Semineri, QIAGEN (28.03.2012).

KURS SERTIFIKALARI

1. Laboratuvar Giivenligi Uygulamali Egitim, Celal Bayar Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ABD, MANISA (16.03.2012).

2. Arastirma Planlama Ve Analiz Yontemleri, Celal Bayar Universitesi, Tip
Fakiiltesi, T1bbi Biyoloji ABD, MANISA (07.03.2013-19.03.2013).

3. Elginkan Vakfi Ummehan Elginkan Mesleki ve Teknik Egitim Merkezi Milli
Egitim Bakanligi, Bilgisayar ve Ofis Programlar1 Kullanimi Sertifikas: (13.11.2012 —
18.12.2012).

4. Microsoft Office Programlari, MEB Onayl Bilgisayar Isletmenligi Sertifikas1

5. Pedagojik Formasyon Egitimi (10.07.2014)
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