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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TLR3 VE TLR5 GEN POLIMORFIZMLERININ SiZOFRENI iLE ILISKiSININ
ARASTIRILMASI

Oykiim GENC

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
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Tez Damismani: Dog. Dr. Sevim KARAKAS CELIK
Aralik 2020, 73 sayfa

Sizofreni, olusma nedeni ve patogenezi tam aydinlatilamamis, noropsikiyatrik bozukluktur.
Toplumun yaklasik %1°lik kismini etkiler. Sizofreninin etiyolojisinde TLR'lerin rolii hakkinda
bilgi eksikligi olmasma ragmen, TLR'lerin prenatal enfeksiyon, inflamasyon, obstetrik
komplikasyon, oksidatif/nitrozatif stres, norodejenerasyon ve biligsel rolii hakkindaki
calismalar, TLR’lerin sizofreni patogenezine katkida bulunabilecegini gostermektedir.
Bildigimiz kadartyla TLR gen polimorfizmleriyle sizofreni iligkiSini arastiran g¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢calismada sizofreni ile TLR3 ve TLR5 gen polimorfizmleri arasinda iligki

olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir.

Calismamiza sizofreni tanis1 konmus 140 hasta ve herhangi néropsikiyatrik hastaligi olmayan
104 saglikli birey katildi. TLR3 rs3775291 ve TLR5 rs1861172 gen polimorfizmleri MAF
degerine bakildiktan sonra PolyPhen 2.0, MirSNP ve SIFT veri tabanlar1 kullanilarak secildi.
Polimorfizmler polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (PCR-

RFLP) yontemiyle tespit edildi.



OZET (devam ediyor)

Sizofreniyle rs3775291 polimorfizmi arasindaki iliski incelendiginde CC, CG, GG genotipleri
sirasiyla sizofreni grubunda %61.4, %31.4, %7.1, kontrol grubunda CC, CG, GG genotipleri
sirasiyla %53.8, %37.5, %8.7 olarak bulundu. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamad: (p>0.05). Sizofreniyle rs1861172 polimorfizmi arasindaki iliski incelendiginde
AA, AG, GG genotipleri sirastyla sizofreni grubunda %30.7, %55.0, %14.3, kontrol grubunda
AA, AG, GG genotipleri sirastyla %33.7, %51.9, %14.4 olarak bulundu. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamad: (p>0.05).

Bu calisma sizofreninin rs3775291 ve rs1861172 polimorfizmleriyle arasindaki iliskinin
arastirtldigr ilk c¢alismadir. Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir. Sizofreninin etnik varyasyon gosterdigi diisiiniildiigiinde ¢alismanin baska

poplilasyonlarda tekrarlanmasi faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Sizofreni, Toll benzeri reseptér, TLR3, TLRS, Polimorfizm, rs3775291,
rs1861172

Bilim Kodu: 401.02.00
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Schizophrenia is a neuropsychiatric disorder whose cause and pathogenesis have not been fully
clarified. It affects approximately 1% of the society. Despite the lack of knowledge about the
role of TLRs in the etiology of schizophrenia, TLRs appear to belong to the pathogenesis of
schizophrenia in  studies of prenatal infection, inflammation, obstetrication,
oxidative/nitrosative stress, neurodegeneration, and cognitive role. To the best of our
knowledge, there are no studies investigating the relationship between TLR gene
polymorphisms and schizophrenia. In this study, it was aimed to determine whether there is a

association between schizophrenia and TLR3 and TLR5 gene polymorphisms.

140 patients diagnosed with schizophrenia and 104 healthy individuals without any
neuropsychiatric disease participated in our study. TLR3 rs3775291 and TLR5 rs1861172 gene
polymorphisms were selected by using PolyPhen 2.0, MirSNP and SIFT databases after
checking the MAF value. Polymorphisms were detected by polymerase chain reaction-

restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method.



ABSTRACT (continued)

When the association between schizophrenia and rs3775291 polymorphism was find, CC, CG,
GG genotypes respectively 61.4%, 31.4%, 7.1% in the schizophrenia group, and CC, CG, GG
genotypes respectively 53.8%, 37.5%, 8.7% in the control group. There was no statistically
significant difference between the two groups (p> 0.05). When the association between
schizophrenia and rs1861172 polymorphism was examined, AA, AG, GG genotypes
respectively 30.7%, 55.0%, 14.3% in the schizophrenia group, and AA, AG, GG genotypes
respectively 33.7%, 51.9%, 14.4% in the control group. There was no statistically significant
difference between the two groups (p> 0.05).

This study is the first study investigating the association between schizophrenia with rs3775291
and rs1861172 polymorphisms. After all; there was no statistically significant difference
between the groups. Considering the ethnic variation of schizophrenia, it will be useful to repeat

the study in other populations.

Keywords: Schizophrenia, Toll like receptor, TLR3, TLR5, rs3775291, rs1861172,
Polymorphism

Science Code: 401.02.00

Vi



TESEKKUR

Lisans egitimim boyunca engin bilgilerinden hayatimin her alaninda faydalandigim, yiiksek
lisans egitimim boyunca da her anlamda destegini hissettigim, her soruma sevgi ve ilgiyle

yaklasan sevgili danisman hocam Sayin Dog. Dr. Sevim KARAKAS CELIK ’e;

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliim Baskani Sayimn Prof. Dr. Ender BUYUKGUZEL’e ve
lisans egitimimize 151k olan, verdikleri egitimi temsil etmekten gurur duydugum degerli
hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Arzu EROL, Dr. Ogr. Uyesi Ibrahim ARMAN, Dr. Ogr. Uyesi Kerem
Mert SENSES, Dr. Ogr. Uyesi Tolga ACUN ve Aras. Gér. Utku Can ATILGAN a;

Tez ¢aligmam dahil olmak iizere yardimlarini ve bilgisini hi¢gbir zaman esirgemeyen, birlikte

calismaktan mutluluk duydugum Aras. Gér. Aycan CELIK ’e;

Yiiksek lisans egitimi siiresince birlikte olmaktan mutluluk duydugum arkadaslarim Ebubekir
AYHAN, Neslihan KORKMAZ, Merve OZCEP ve Melek KOCAK ’a;

Her kosulda yanimda olan destegini her anlamda hissettigim sevgisi ve varligiyla bana gii¢

veren sevgili Erdi AKAR’a;
Bugiin oldugum insan olmamu saglayan, sirtimi giivenle yasladigim maddi ve manevi her

kosulda destek olan canim ailem Abdullah GENC, Mine GENC ve Ars. Gor. Dr. Ezgi GENC
KOROGLU’na en igten tesekkiirlerimi sunarim.

vii






ICINDEKILER

Sayfa

(AN = 1 PP PUPPRRPRR I
(074 2 OO TO ORI iii
ABSTRAGCT ..ottt ettt sttt ettt e b et et e st et et e Rt e be st e b e R e e be st e s e nenbe e anearas Y
TESEKKUR ....coouiuiiitieiieeiceeceeeess s sesssssssssssessssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssassssnes vii
ICINDEKILER.........coiitetetiteecetee e es st et esesses et es st eae et s s st es st ses et en s ssassesssennsesntasans iX
SEKILLER DIZINT......ooiiiiiiieeieteiee ettt ea st eneneeens Xiii
CIZELGELER DIZINI ..ot XV
EK ACIKLAMALAR DIZINT ..ottt ettt ettt XVii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT........ooiiiirinrnisieeeese e Xix
1210) L0\ B T 128 £ 1
BOLUM 2 GENEL BILGILER .....cooiiiiiiieiincicincisescses ettt 3
2 B3 /) 224 23 ) R 3
B0 O B I 111 o PSP PPPPPPR 3
212 TATTRGE oottt ree e 3
2.1.3 EPIAEMIYOIO T vttt b 4
2.1.4 Sizofreni DSM-V Tant OIGUIETT ....c.ovvvevivieeerecececeeeeeeececeeeeeceeeseeseeeess s s 6
2.1.5 Sizofreni ICD-10 Tant OIGHLIETT ...ovvvvvrvivirieeececececeeeeeceeeceeeeee s 7
N O = /o] o | SO USSR SSUOSPRRSRS 7
2.1.6.1 Norokimyasal HIPOtEZIET .........c.coceiiiiiiiiiiiee e 8
2.1.6.2 NOrogelisimsel HIPOLEZ........cooviiiiiiiiiieieee s 9
2.1.6.3 Viroimmuinolojik HIPOtEZ .........coiviiiiiiiiiiiiiiii e 9
2.1.6.4 AMINOASITIET ..o e 10

2.1.7 S1zofrenide GENEIK ........cceiiiiiiiiiiiiiiiie e 10
2.1.7.1 Alle CalISMAATT......c.eeivieieiieiieeie e e e se e e sta e e s e sreesaeeneesneeeeens 11



ICINDEKILER (devam ediyor)

Sayfa

2.1.7.2 TKiZ CaAlISMALALT ....vveeeee ettt ettt 11
2.1.7.3 Evlat Edinme CalisSmalari............ccccoeiiiiiiieiiiiiii e ssee e eineee e 11
2.1.7.4 GENELIK GEGIS ...vvveveeiitieitie ettt ettt ettt et e e e et e et e s ste e saeeanbe e beeennee e 12
2.1.7.5 GENELIK V& CRVIC ....eiiviiiiiiiie ittt ettt ettt ettt et nne e 12
2.1.8 Sizofrenide Sigara KullanimiI.........cccccviiiiiiiiiiiiiiiie e 12
2.1.9 Sizofrenide KInik OZellKIET ........cccvoviviiiiieieeee ettt 13
2.2 TLR (TOLL BENZERI RESEPTOR) .....c.cocvivieieieiiecrceeteeeeeeeee e eses s en s 14
2.3 TOLL BENZERI RESEPTORLER VE SIZOFRENI........ccccovviieirerceeeeeeeeceeee. 15
2.4 TLR3 RS3775291 GEN POLIMORFIZMI ....ccocvoiiiiiiiiiinincinneecseee e 18
2.5 TLR5 RS1861172 POLIMORFIZML......c.cooviiiiiniiniiiiieiiineincseinssiissessne e 20
BOLUM 3 GEREC VE YONTEM .......cooviieetiiieeeeciseieeis st sssenesse e sesenssssss s essssss s ssssnseens 23
3.1 CALISMA DUZENI VE OLGU SECIMI ......cooooiiiiiiiiiiecceceeeeee e 23
3.2 KULLANILAN ARAC VE GERECLER ......cccviiiiiiiii i 23
3. 2.1 ALt V& CINAZIAT ....c.eeeee ettt ne e 23
3.2.2 Kimyasal MalZEMEIEr ..........cc.ooiiiiiie e 24
3.2.3 COZCIILOT ..eve ettt aea e 25
3.3 KULLANILAN YONTEMLER..........cooiiietiiietie ettt en st 26
3.3.1 Periferik Kandan DNA 1Z0laSyonu............cocceeviiiiuiveviiiiiiceeeeeecvee e 26
T 00 I I o =13 Y o OSSOSO 26

3.3 L2 PrOLOKOL ...ttt ettt b 26
3.3.2 1IN SHICO ANALIZ ...ttt 27
3.3.2.1 PolyPhen 2.0 (Polymorphism Phenotyping 2.0) ........ccccoceverineneninisieeiees 27
B.3.2.2 MITSINP ...ttt sttt ettt re e eer s 28
3.3.2.3 Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) ..o, 28
3.3.3 Primer Tasarimi ve Restriksiyon Enzimi S€¢imi.........cocovviiiiiiiiiiiiiiciiiiciecnn, 28
3.3.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) .......ccoiiiiiiieie e 29
3.3.5 Agaroz Jel EIEKIrOTOrezZi ........ccoveiuiiiiiiiiieeee e 31
3.3.6 Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ........ccccooiiiiiiiiiiiiec 32
3.3.7 Verilerin Degerlendirilmesi ..........ccecviiiiiiiiiiiiiicc e 32
3.3.7.1 TLR3 rs3775291(C/G,T) POliMOrfiZmi ........cccooovririnieiieiese e 32



ICINDEKILER (devam ediyor)

Sayfa

3.3.7.2 TLR5 151861172 (A,G) POliMOrfizmMi........cceiviiiiiieiicicceese e 34

3.3.8 Istatistiksel DeZerlendilrime ...........ccovvvevevieeeieieieieeeeeeeeee ettt 35

BOLUM 4 BULGULAR........ocoiticecteeeeeeeeete ettt es st sas et s s s sas s 37
4.1 HASTA-KONTROL GRUPLARININ OZELLIKLERI VE IN SILICO ANALIZ

SONUCLARIL ...ttt st sttt e s e st e e aeaseesreeteeneeareenne e 37

4.1.1 Hasta ve Kontrol Gruplarmin OZelliKIEr ............co.ccevvieveriererircieieeresece e 37

4.1.2 In Silico ANalizZ SONUGIATT .....cvviiiiiiiiiii s 38

4.2 HASTA VE KONTROL GRUPLARINDA TLR3 rs3775291 (TLR3 C/G,T) GEN
POLIMORFIiZMI GENOTIP VE ALEL DAGILIM SIKLIGININ
KARSILASTIRMASI ...ocovuiveeeeiesctsieseeies s eesetsseses s sssten st ses s st snessssenesssnsnensnsnes 39

4.3 HASTA VE KONTROL GRUPLARINDA TLR5 rs1861172 (TLR5 A/G) GEN
POLIMORFiZMi GENOTIP VE ALEL DAGILIM SIKLIGININ
KARSILASTIRMASI ...oovoveviieeiiscteieee s esisteneess s s sessss st s s tesssassnesessenesssnsnensnsnes 41

4.4 GRUPLAR KLINIK BULGULARIN VARLIGI ACISINDAN
KARSILASTIRILDIGINDA TLR3 rs3775291 (TLR3 C/G,T) GEN POLIMORFiZMi
SONUGLARL.......oitiieieteeeeteeteeseie e es sttt s et na st s e san e 42

4.5 GRUPLAR KLINIK BULGULARIN VARLIGI ACISINDAN
KARSILASTIRILDIGINDA TLR5 rs1861172 (TLR5 A/G) GEN POLIMORFiZMI

SONUGLARL........coetieieeieeieese e tes st s et s sttt 44
1210) LU B N A B (551N 47
BOLUM 6 SONUC VE ONERILER .........c.coomuiiuiieeieeessseeieeiesieeiesesesseeses s es s 55
KAYNAKLAR.......oooveeeeeeeeteeeeeeeees e ses s s sesess s s s s sesn st sn s esesn s 57
EK ACTKLAMALAR ....oovviiiriieeietieseeeseee s sesess s sesss s senssss st esss s sensennsansnsens 71
(@€ 200).Y, 8 £SO 73

Xi






SEKILLER DiZINi

No Sayfa

Sekil 2.1 Normal bireylerin (N) ve sizofreni hastalarinin (S) beyin aktivitelerindeki
azalmanin fMRG (fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme) ile gosterilmesi... 14

Sekil 2.2 Normal ve sizofren bireylerde lateral ventrikiillerin MRG (manyetik rezonans

gorintiileme) 11€ GOTUNTEST . ..civvvieiiirieiiiie it 14
Sekil 2.3 TLR3 geninin 4. kromozom tizerindeki yerlesimi. ...........cccoevereneiinininiicseceeen 18
Sekil 2.4 TLR3 sinyal yolunun gematik gOSTETIMI.......c.eeruviiiieriieiiieiiise e 19
Sekil 2.5 TLRS geninin 1. kromozomdaki yerle$imi.............ccvuiveriiriniienininiceceseee s 20
Sekil 2.6 TLRS SINYAIIESIMEST ....ceveeiiiieiiiiiieiiie et 21

Sekil 3.1 PCR’dan sonra elde edilen iiriinler %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek UV altinda
bant boyunun a) TLR3 rs3775291 polimorfizmi igin 700 bp (TLR3 F2 PCR
programi) b) TLR3 rs3775291 polimorfizmi i¢in 307 bp (TLR3 F1 PCR programi)

) TLR5 rs1861172 polimorfizmi i¢in 534 bp gorintilenmesi. ........coocvvvrvrveennnne 31
Sekil 3.2 TLR3 rs3775291 gen polimorfizminin enzim kesimi sonrast sonuglari. .................. 33
Sekil 3.3 TLR3 rs3775291 gen polimorfizminin enzim kesimi sonrast sonuglari. .................. 34
Sekil 3.4 TLR5 rs1861172 gen polimorfizminin enzim kesimi sonrast sonuglari. .................. 35

Xiii






CIZELGELER DIiZiNi

No Sayfa
Cizelge 2.1 Sizofreni hastalarinda bazi aminoasitlerin artis gostermesi saglikli grupla

karsilastirilarak VErilmIStir. ........cccveeiiiiiiie i 10
Cizelge 3.1 Calismada arastirilan gen polimorfizmlerinde kullanilan enzimler, kesim

[o2e] FedS] (S o PRSP PP 32
Cizelge 4.1 Hasta grubu OZIIKIETT ....c.vvvviviiiiiie e 37
Cizelge 4.2 TLR3 ve TLR5 geni PolyPhen 2.0 ve SIFT sonuglart ..........c.ceovvviniininiinnennnnn, 38
Cizelge 4.3 TLR3 ve TLR5 geni i¢in MirSNP sonuclart ..........cccceviiiiiiiiiiiieneic e 39
Cizelge 4.4 Sizofreni hastalar1 ve saglikli kontrollerde TLR3 geni rs3775291

polimorfizminin genotip ve alel dagilimlari............ccooooeiiiiiiiiiii e 40
Cizelge 4.5 TLR3 rs3775291 polimorfizminin sizofreni hastalar1 ve kontrol grubunda

dominant ve resesif modele gore genotiplerinin karsilastirilmasi...........cc.ceeee. 40
Cizelge 4.6 Sizofreni hastalar1 ve saglikli kontrollerde TLRS geni rs1861172

polimorfizminin genotip ve alel dagilimlari...........ccooveriiiiiiiien e 41

Cizelge 4.7 TLR5 rs1861172 polimorfizminin sizofreni hastalari ve kontrol grubunda
dominant ve resesif modele gore genotiplerinin karsilastirilmasi...........cc.ceeeee. 42

Cizelge 4.8 TLR3 rs3775291 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin baglangig¢
yas1 bulgusu g6z Oniine alinarak genotiplerinin ve alellerinin kontrol grubuyla
Karslastirilmast .......ooveiiiiiieie e 42

Cizelge 4.9 TLR3 rs3775291 polimorfizminin sizofreni hastalarinda ailede psikotik ve
benzeri bozukluk olup olmamasi durumu g6z 6niine alinarak genotiplerinin ve
alellerinin kontrol grubuyla karsilastirilmast .........ccccceeiiiiiiii 43

Cizelge 4.10 TLR3 rs3775291 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin baslangic
yasina gore dominant ve resesif modelde genotiplerinin karsilagtirilmast. ........ 43

Cizelge 4.11 TLR3 rs3775291 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin ailede
psikotik veya benzeri bozukluk olup olmamasina gore dominant ve resesif
modelde genotiplerinin karstlagtirtlmast. .........cocooviiieii 44

Cizelge 4.12 TLR5 rs31861172 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin baslangi¢
yasi bulgusu gz oniine alinarak genotiplerinin ve alellerinin kontrol grubuyla
Kars1lagtirlmast. ....eeiveeeiiie e 45

Cizelge 4.13 TLR5 rs1861172 polimorfizminin sizofreni hastalarinda ailede psikotik ve
benzeri bozukluk olup olmamas1 durumu gz dniine alinarak genotiplerinin ve
alellerinin kontrol grubuyla karsilagtirilmast.........cccccvviiiiiin e 45

Cizelge 4.14 TLR5 rs1861172 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin baslangig
yasina gére dominant ve resesif modelde genotiplerinin karsilastirilmasi. ........ 46

XV



CIZELGELER DiZiNi (devam ediyor)
No Sayfa

Cizelge 4.15 TLR5 rs1861172 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin ailede
psikotik veya benzeri bozukluk olup olmamasina gére dominant ve resesif
modelde genotiplerinin karsilastirilmasi. .........ccccveveevierieese e 46

XVi



Ek A: Etik Kurul Karar Formu

EK ACIKLAMALAR DIiZINi

XVii






SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

% - Yiizde

a . Alfa

B . Beta

Y : Gama

mM : Milimolar
g : Gram

ml - Mililitre

© : Derece

ul : Mikrolitre
ng : Nanogram
Tm . Erime sicaklig1
bp : Baz ¢ifti
mg : Mikrogram
dk : Dakika

U - Unit (birim)

KISALTMALAR

5-HT2A : Serotonin-2A Reseptdrii

A : Adenin

ARE : Antioksidan yanit elemanlar

BOS : Beyin Omurilik S1visi

bp : Base Pair (Baz Cifti)

BT : Bilgisayarlt Tomografi

C : Sitozin

CD16+ : Immiinoglobiilin G'nin Fc béliimii i¢in olan diisiik afiniteli reseptor

XiX
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CD4+
CD8+
CFS
CNS
DAMP
dH20
DNA
dNTP
DRD1
DRD2
DRD3
DRD4
DRD5
DSM-V
DSO
dsRNA
EDTA
fMRG
G

HIV
HSV
IBD
IFN1
IFNy
IKK
IL10
ILIRN
IL1p
IL2
IL2R
IL6
IRAK 1/4

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi (devam ediyor)

: Yardimer T hiicresi

. Sitotoksik T hiicreleri

: Kronik yorgunluk sendromu

: Merkezi sinir sistemi

: Hasarla iligkili molekiiler yap1
: Distile su

: Deoksiribo Niikleik Asit

: Deoksiniikleotit trifosfat

: Dopamin Reseptor D1

: Dopamin Reseptor D2

: Dopamin Reseptor D3

: Dopamin Reseptor D4

: Dopamin Reseptor D5

: Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitab1-5
: Diinya Saglik Orgiitii

: Cift sarmalli RNA

: Etilendiamin tetraasetik asit

: Fonksiyonel Manyetik Rezonans Goriintiileme
: Guanin

: Insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii
: Herpes Simplex Virtisii

: Inflamatuar bagirsak hastalig
- Interferon 1

- Interferon gama

. IkB Kinaz

: Interlékin 10

: Interlokin 1 reseptor

: Interlokin 1 beta

: Interlokin 2

: Interlokin 2 reseptorii

. Interldkin 6

: Interlokin-1 reseptorii ile iliskili kinaz 1/4
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IRF3
KEAP1
LPS
M.O.
MAF
MAPK
MgCl2
MHC
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: Niiklear Por Kompleksi
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BOLUM 1

GIRIS

Sizofreni klinik olarak; motor anomaliler, avoliisyon ve apati, biligsel bozulmalar, algilama
bozukluklari, iletisimde giicliikler, kisitlanmis duygusal disa vurum gibi bulgu ve belirtiler ile
kendisini gostermektedir. Pozitif belirtiler dogal islevlerde asirilisma olarak tanimlanmis;
haliisinasyon, sanri, davranis problemleri ve konusmada bozukluklar1 icermektedir. Dogal
islevlerin azalmasi veya kaybi seklinde tanimlanan negatif belirtiler ise; duygusal tepkilerde
azalma, aloji, toplumsal geri ¢ekilme, avoliisyon seklinde meydana gelmektedir (Isik 2006,
Karakus vd 2017).

Sizofreni genellikle genclik caglarinda baslayan, gidisati1 hastalara gore degisiklik gosteren,
cesitli belirtiler ve bulgular gdsteren bir hastaliktir. Biiyiik dl¢iide zihin giicti kaybina sebep

olan bu hastaligin etiyolojisi tam olarak belirlenememistir (Sadock and Sadock 2009).

Sizofreninin erkeklerde ve kadinlarda goriilme siklig1 yapilan epidemiyolojik caligmalarda ayni
oldugu goriilmiistiir. Ek olarak hastaligin baglama yasinin erkeklerde kadinlara gore daha erken
yaslarda oldugu, medeni hali bekar olan bireylerde olmayanlara gore daha sik goriildiigii, sosyal
ve ekonomik diizeyi daha az olan ailelerde goriilme sikliginda artis oldugu gorilmistiir (Sadock
and Sadock 2009).

Sizofreni hastalarimin %10-20” sinde hastalik tamamen diizelirken, %30 hastada ise hastalik
kismen diizelmektedir. Hastalarin en az yarisinda da belirtiler diizelmemekte veya durumlari

kotiilesmektedir (Lieberman 2018).

Sizofreni, etiyopatogenezi heniiz belirlenemeyen karmasik, kalitsal ve poligenik
noropsikiyatrik bozukluktur. Etiyolojik olarak iizerinde durulan teoriler nérogelisimsel ve
norodejeneratif teoriler, dogumda gelisen anomali ve intrauterin enfeksiyonlar,

ndrotransmitter, kalitsal teorilerdir (Li et al. 2015).



Bagisiklik sistemi islev bozukluklarimin sizofreni riskine ve patofizyolojisine katkida
bulundugu gosterilmistir. Antiniiklear antikorlarin artan prevalansi, artmig antihipokampal
antikor, anti-nikotinik asetilkolin reseptorii (nAChR) antikorunun artan serum seviyeleri, 1s1
soku proteinlerine kars1t artmis otoantikorlar gibi 6n bulgulara dayanarak, sizofreni
patogenezinde otoimmiin mekanizmalarin da yer aldig1 diisliniilmiistiir. Cok sayida in vitro ve
hayvan ¢alismalari, gebeligin erken evrelerinde dogum Oncesi enfeksiyona bagli immiino-
inflamatuar yanitlarin, nérogelisimin énemli asamalarini bozarak yavrularda sizofreni benzeri
davranis anormallikleri gelistirme riskini 6nemli Olgiide arttirdigini gostermistir. Prenatal
immiino-inflamatuar yanitlarin ndrotoksik etkilerini arttirmaya dahil olan biyokimyasal
stirecleri agiklayabilecek hipotezlerden biri oksidatif / nitrosatif stresdir. Her ne kadar pro-
inflamatuar sitokinler ve ROS/RNS (reaktif oksijen/reaktif nitrojen) nérogelisimsel hasarda rol
oynamis olsa da, bu tepkilerin indiiklenmesi bir reseptor ailesi, TLR'ler (Toll benzeri reseptor)
tarafindan baglatilmis gibi goriinmektedir. Bir¢ok calisma, TLR'lerin yetiskin beyninin yani sira
gelismekte olanlarda da ifade edildigini ve norogelisimde ©nemli bir rol oynadigini
gostermistir. TLR8 (Toll benzeri reseptor 8) aktivasyonunun neurit biiyliimesinin inhibisyonuna
neden oldugunu ve noronal apoptozu indiikledigini gosterirken, gebelik sirasinda TLR3 (Toll
benzeri reseptdr 3) aracilt bagisikligin indiiklenmesi, kortikal nérogenezi, sinaptik iletim ve
yavrulardaki davranig anormalliklerini inhibe ettigini gosteren c¢alismalar tarafindan
desteklenmektedir. TLR3 ve TLR2 (Toll benzeri reseptdr 2) aktivasyonu embriyonik ndronal
progenitor hiicre (NPC) proliferasyonunu inhibe eder. Buna ek olarak, TLR2'nin sistemik
uyarilmasinin, yenidoganlarda gri ve beyaz madde hacmini ve hipokampal néron yogunlugunu
azaltarak ve mikroglial hiicre sayisini artirarak neonatal beyin gelisimi {izerinde olumsuz bir
etki yarattig1 da gosterilmistir. Ek olarak sizofreni hastalarinin monositlerinde TLR3 ve TLR5'in
(Toll benzeri reseptor 5) mRNA ekspresyonunun asagi regiilasyonu da rapor edilmistir

(Venkatasubramanian et al. 2013).

Bu ilerlemelere ragmen, sizofrenide ¢esitli sistemik inflamatuar belirteclerin néroinflamasyona
muhtemel katkist netlestirilmemistir. Calismamizda sizofreni patogenezinde TLR gen
polimorfizmlerinin iligkisi arastirilarak sizofreniye yatkinligin aydinlatilmasi ve bundan sonra
yapilacak olan c¢aligmalara yonelik bilimsel bilgi birikiminin saglanmasi, tedavisi kolay
olmayan bu hastaligin hastada ve ailesinde meydana getirdigi manevi ve maddi yiikiin

hafifletilmesi, hastanin yasam kalitesini arttirmaya destek saglanmasi amaglanmustir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 SIZOFRENI

2.1.1 Tamim

Sizofreni, daha ¢ok genclik doneminde goriilen, davranig, algilama, diisiince, duygusal ve
biligsel islevlerde 6nemli bozukluklarin gézlendigi, hastanin toplumsal ve sosyal islevselligini,
meslek hayatin1 bozan psikolojik bir hastaliktir. Hastalik ¢ogunlukla tek basina gortilse de,
karmagik etiyolojili bozukluklar1 kapsar ve hastalarin klinik seyirleri, tedaviye verdikleri
yanitlar ve hastaligin seyri bireyler arasinda farklilik gosterir. Sizofreni hemen hemen tiim
toplumlarda ve cografi alanlarda goriillen 6nemli halk sagligi sorunlarindan biridir. Sizofrenin
diinyanin her yerinde yaklasik olarak benzer insidans ve prevalans oranlar1 gostermektedir.
2017 Diinya Saglik Orgiitii (DSO) bulgularina gére sizofreni, diinya capinda 20 milyon insani
etkileyen kronik ve siddetli bir akil hastaligidir (Roberts et al. 2019).

2.1.2 Tarihge

Cok eski tarihlerden beri sizofreni klinik belirti ve bulgularinin gériildiigiine dair birden fazla
yazili belge bulunmaktadir. M.O. (Milattan Once) 1400’lii yillarda yazilan Hint Veda
belgelerinde sizofreni hastalarina iliskin, kendini Peygamber ya da Tanri1 sanan, yasamlarini
bos bir bicimde siirdiiren, kendine bakimai ileri derecede azalmis ya da dinle asir1 sekilde mesgul

olan, ¢iplak dolasan, zehirleneceginden korkan kisilerden s6z edilmistir (Karakus vd 2017).

Ortacag doneminden 18. yilizyila dek bu kisiler seytani varliklar ve tanirinin gazabina ugramis
olarak goriilmiis, toplumdan dislanmis, dahasi iskence edilmis ya da 6liim cezasi verilmistir

(Isik 2006). 1793 yilinda Fransiz Philippe Pinel bu kisilerin biiyiik bir kismini “diisiinme



yeteneginin bozulmasi (demans) veya tamamen kaybedilmesi” olarak isimlendirdigi bir

siiflamaya sokmustur (Isik vd 2015).

1896 senesinde ruh doktoru olan Alman Emil Kraepelin o giine kadar ayr1 ayri “dementia
praecox, heberfreni ve katatoni” adlar1 altinda yer alan sendromlari, tanimlayici bir tutumla ele
alarak klinik 6zellikleri yoniinden “dementia praecox” baslig altinda birlestirilmesi gerektigini
digtinmiistiir. Calismalarin1i devamli gozden geciren Kraepelin psikiyatrik hastaliklar
sonlanmalarina gore, yeti kaybina yol aganlar (dementia praecox) ve yeti kaybina yol
acmayanlar (manik depresif psikozu) olarak iki esas grupta toplamistir. Klinik tablodaki
tanimladig1 bu esas ozellikler enkoherans, diisiincenin yapisinda bozulma, afektif kiintliik,
negativizm, haliisinasyonlar, sanrilar, stereotipler ve i¢gori yitimi seklindedir (Polat 2010).
Isvigreli bir ruh doktoru olan Eugen Bleuler 1911 senesinde yayinladigi “Dementia Praecox
veya Sizofreniler Grubu” adli kitabinda, sendromlarin erken yasta baslamasinin ve bunama ile
sonlanmasmin gerekli olmadigindan s6z etmistir. Alman doktor, hastaliga bireyin ruhsal
yasantisindaki ayrilmaya onem gostererek, Yunanca aklin ayrilmasi anlaminda kullanilan
“sizofreni” adin1 6nerdi ve gliniimiizde de bu ad kullanilmaktadir. Ayrica Bleuler sizofreninin
temel belirtilerini dort temel baslik altinda toplamis ve bunlara “4A Belirtisi” adini vermistir.
Bu dort temel belirti; “Ambivalans ve Affektif Bozukluk, Assosiyasyon Bozuklugu, Autizm
(otizm) ” seklindedir. Bu temel belirtilere Bleuler “birincil” olarak denmesi gerektigini
soylemistir ve sanri, motor bozukluklar, varsani, katatoni ise “ikincil belirtiler” olarak

denmesinin gerekliligini vurgulamistir (Karakus vd 2017, Ceylan ve Cetin 2005).

Sigmund Freud, sizofrenik fenomenleri regrese olma kavramiyla agiklamaya calismis ve
sizofrenik mekanizmalar1 nevrotik semptom olusumu kurami ile detaylandirmigtir (Fenichel

1974).

2.1.3 Epidemiyoloji

Zihinsel Bozukluklarin Tanis1 ve Istatistikleri, Dordiincii Bask1 (DSM - V) tan1 kriterlerine
gore, sizofreninin yasam boyu ortalama yayginligi %1'in biraz altindadir. Sizofreni hemen
hemen tiim toplumlarda en sik goriilen psikolojik bozukluklardan biri olmakla birlikte asil
siklig1 ve yayginligi hakkindaki bulgular degiskendir (Karakus vd 2017). Amerika’da yapilan
genis saha arastirmasinda sizofreninin bir senelik yayginligi %1 ve yasam boyu yaygimligiysa
%1.5 olarak degerlendirilmistir (Kéroglu vd 2007). Diinya ¢apinda her sene yaklasik olarak 2



milyon yeni hasta ortaya ¢ikmaktadir (Sadock and Sadock 2009). DSO verilerine gore Asya ve
Avrupa’da sizofreni goriilme sikligir %0.85°tir (Karakus vd 2017). Tiirkiye’de yapilan bir
arastirmada, sizofreninin yasam siiresince yayginligt 1000 kiside 8.9 olarak saptanmistir
(Binbay vd 2011). Hastaligin prevalansi {izerine en ayrintili ¢alisma Finlandiya'da yapilmis ve
%0.87 oraninda bulunmustur (Perild vd 2007).

Erkeklerde ve kadinlarda sizofreni goriilme siklig1 aynidir. Erkeklerde hastaligin baslangig yas,
kadinlara kiyasla genellikle daha erken yaslarda olmaktadir (Isik 2006). Erkeklerde 15-25 yas,
kadinlarda 25-35 yas en sik ortaya c¢iktigi yas araliklaridir (Ertan 2008). Kadinlarin 55-64
yaglar1 arasinda ikinci bir baglama siklig1 goriilmekle birlikte; sizofreni olgulart 45 yasindan

sonra ve 10 yasindan 6nce nadiren ortaya ¢ikmaktadir (Soygiir vd 2007).

Aileler tizerinden yapilan arastirmalarda anne ve babalar1 saglikli olan bireylerde hayat boyu
sizofreniye yakalanma olasilig1 %]1’ken, annesi ve babasi sizofreni tanis1 almig kisilerde bu
oranin %35 oldugu gosterilmistir. Annesinden veya babasindan en az biri sizofreni tanisi almis
kigilerdeyse bu oranin %13 oldugu gosterilmistir. Sizofreni hastaligina sahip kisilerin birinci
derece akrabalarinda sizofreni goriilme sikligi, genel toplumdaki bireylerin hastaliga

yakalanma sikligina kiyasla 10 kat artis gostermistir (Koroglu 2015).

Sizofreni icin yapilan ¢aligmalarda kis sonu ve bahar bas1 zamanlarinda doganlarda, yaz sonu
zamanlarinda doganlara oranla istatiksel anlamda risk artisi oldugu bulunmustur (Shenton et al.
2001). Ayrica hamileligin ikinci li¢ aylik siirecinde gegirilen viral enfeksiyonlarin sizofreni

gelistirme riskini arttirdig1 yapilan calismalar sonucunda saptanmistir (Koroglu ve Giileg 2007).

Ortalama yasam siiresi sizofreni hastalarinda, niifusun geri kalanindan daha kisadir. Mortalite
calismalar1 gdzden gegirilmis ve standart mortalite oraninin 2.6 oldugu goriilmiistiir. intiharin
hastaligin erken evrelerinde, kardiyovaskiiler ve diger hastaliklarin ilerleyen donemlerde

mortaliteye sebep oldugu bildirmistir (McGrath et al. 2008).

Sizofreni hastalarinda sigara kullaniminin fazlaligi, sagliksiz bir yasam tarzina sahip olma
olasiliklarinin artmasit ve antipsikotik ilaglarin obeziteyi arttiric1 etkileri, bu hastalarin
metabolik sendrom, diyabet, kardiyovaskiiler ve solunum rahatsizliklara bagli 6liimlerine sebep

olmaktadir (Hoang et al. 2011).



2.1.4 Sizofreni DSM-V Tam Olgiitleri

a)

b)

d)

Asagida yer alan belirtilerin en az ikisi bir aylik siirenin biiyiik bir kisminda bulunur. Bu
belirtilerden rakamla gosterilmis belirtilerden en az biri olmalidir.

1) Negatif belirtiler (sosyal aktiflikte azalma ya da katilmama).

2) Hezeyanlar

3) Haliisinasyonlar

4) Dagmik konusma (6rnegin; anlasilmaz ya da konudan saparak konusma)

5) ileri derecede dagmik davranis veya katatoni davranisi.

Hastaligin baslangicindan sonraki ¢ogu zaman i¢in, en temel alanlardan birinde veya daha
fazlasinda (is, iliskiler veya kisisel bakim gibi) islevsellik diizeyi, hastaligin baslangicindan
onceki diizeyden onemli Ol¢iide daha dusiiktiir. Hastalik gocuklukta veya ergenlikte
baslamissa, Kisiler arasi iligkiler, okul veya is fonksiyonlar1 beklenen seviyeye ulasamaz.
Bu hastaligin ilerleyen semptomlari en az alt1 ay siirer. 6 aylik evre, a tan1 6l¢iitiine dahil
olan, en az bir aylik (tedavi basarili olursa daha kisa siireli olabilmektedir) belirtileri
kapsamalidir ve prodromal ve rezidiiel belirti kademelerini kapsayabilir. Bu bozukluk,
prodromal ya da rezidiiel evreleri sirasinda, yalnizca negatif belirtilerle ya da bu hastaligin
‘a’ tani Olgiitlinde siralanan iki ya da daha ¢ok belirtinin arka plandaki formlariyla (6rnegin;
yadirganacak kadar olagana aykiri inanglar, olagandisi algisal inanglar) kendini
gosterebilir.

Bipolar bozukluk, psikoz gosteren depresyon veya sizoaffektif bozukluk diglanir. Bunun
sebebi ya agik evre belirtileriyle es zamanli major depresyon ortaya ¢ikmamistir veya agik
evre bulgularinin oldugu zamanda duygudurum ataklar1 meydana gelmisse bile, bunlar
hastaligin agik ve sonraki siire¢lerinin toplam siiresinin az bir zamaninda goriilmiistiir.

Bu hastalik, bir maddenin (6rnegin; bagimlilik yapan bir madde, bir ilag) veya bagka bir
saglik sorununun fizyolojik belirtilerine baglanamaz.

Otizme isaret eden bir hastalik veya ¢ocuklukta baslayan bir iletisim bozuklugu hikayesi
varsa, sizofreni tanisi alabilmesi icin gerekli diger belirtilere ek olarak belirgin
haliisinasyonlar veya hezeyanlar da en az bir aylik siirede goriiliiyorsa, ayrica sizofreni

tanis1 da konur (Oztiirk ve Ulusahin 2015).



2.1.5 Sizofreni ICD-10 Tam Olgiitleri

a) Diislincenin sokulmasi, ¢ekilmesi, tekrarlanmasi, yayimlanmasi

Kontrol edilme, etkilenme veya edilgenlik hezeyanlar1 (beden hareketlerini, 6zel diistinceleri,

eylemleri veya duyulari etkileyen);

Kisinin davraniglarini yorumlayan, kendi aralarinda kigiyi tartisan veya bedenin belli

bolgesinden gelen seslere bagli haliisinasyonlar.

Tiimiiyle ihtimal dis1, kiiltiire uygun diismeyen, devamlilik gdsteren baska hezeyanlar. Ornegin,
dini ya da siyasi kimlige veya insan iistii gii¢ ve becerilere sahip olma (hava olaylarmi kontrol

etme, baska diinyalardan yabancilarla iletisim saglayabilme gibi)

b) Herhangi bir sekilde inat¢1 hezeyanlar, aylarca kesintisiz olarak her giin ya da afektle uyum

icermeyen gelip gecici veya asir yiiklii diistincelerle birlikte olmalidir.

Fikir akisinda kopukluk ve farkli diisiince sokulmalari, bununla birlikte olusan ¢agrisimlarda

neolojizm, enkoherans, uygun olmayan konusma.

Negatif belirtilere 6rnek olarak; duygusal tepkilerde kiintlesme, belirgin apati, konusma azligi,
uygunsuzluk. Katatonik davraniglara 6rnek olarak; stupor, mutizm, eksitasyon, bedeni belli bir
pozisyonda tutma, balmumu esnekligi, negativizm. Bu bulgular genellikle sosyal ¢ekilme ve

performans diistikligiine yol acar. Belirtiler depresyona veya noroleptik tedaviye bagl degildir.

Kisinin sizofreni tanisi almasi igin:
Yogunlukla a grubu belirtilerden en az 1 tanesi; eger belirtiler net degilse en az 2 tanesi veya b

grubu belirtilerden en az 2 tanesi; en az 1 aydir devam etmelidir (Oztiirk ve Ulusahin 2015).
2.1.6 Etiyoloji
[k tanimlamalardan sonra bir beyin hastalig1 olarak kabul edilen sizofreni, belirtilerin hastadan

hastaya farkliliklar gOstermesi sebebiyle tek bir hastaliga kiyasla bir sendrom olarak

degerlendirilmesine sebep olmustur. Beyin goriintiileme, nérokimya, ndropatoloji, kalitim gibi



alanlardan elde edilen bulgular sizofreninin etiyolojisine dair 6nemli bilgiler elde edilmesine

katki saglamistir (Soygiir vd 2007).

2.1.6.1 Norokimyasal Hipotezler

e Dopamin Hipotezi

Dopamin, postsinaptik dopamin reseptorlerine baglanir ve tirozinin noradrenalin sentezi
sirasinda olusur. DRD1 (dopamin reseptdrii 1), DRD2 (dopamin reseptorii 2), DRD3 (dopamin
reseptorii 3), DRD4 (dopamin reseptorii 4) ve DRDS (dopamin reseptorii 5) olmak iizere 5 ¢esit
dopamin reseptor geni vardir (Binbay vd 2011). Bu hipoteze gore sizofrenide dopamin
reseptorlerinde dopaminerjik hiperaktivasyon vardir ve bu etkinin ortadan kaldirilmasi i¢in
postsinaptik dopamin reseptorlerinin bloke edilmesi gerektigi ileri siiriilmiistiir (Keshavan et al.
2008).

e Serotonerjik Hipotez

Serotonin viicut ve beyinde haberlesmeyi saglayan norotransmitterlerden biridir. Serotonin bir
sinir hiicresinden digerine sinapslar yoluyla aktarilir. Sizofreni hastalarinin  bu
mekanizmalariin isleyisinde bir aksaklik oldugu goriilmiistiir. Hastalarin bir kisminda
serotonin diizeylerinde artma goriiliirken bir kisminda azalma gozlenmistir. Serotonin tip2
reseptorlerinin bloke edilmesi psikotik belirtilerin azalmasina yol agmustir (Igbal et al. 1993).

e Noradrenerjik Hipotez

Beyin omurilik sivis1 (BOS) ile ilgili yapilan ¢alismalarda sizofreni hastalarinin noradrenalin
diizeylerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Sizofreni hastalarinda plazma noradrenalin
diizeyleri yiiksek bulunmustur. Paranoid sizofreni hastalarinin idrar tahlillerinde de saglikli
bireylere gére daha yiiksek noradrenalin diizeyine sahip olduklar1 gériilmiistiir. Oliim sonrasi
incelenen limbik yapilar {izerindeki belli bolgelerde noradrenerjik artislar goriilmiistiir (Ceylan
1993).

e Glutamaterjik hipotez

NMDA (N metil D aspartat) glutamat reseptorii agonistleri sizofreni benzeri psikoz
olusturabilirler. D-serin bir NMDA reseptorii modiilatoriidiir; glisin ve sarkosin kullaniminin
negatif semptomlardaki tedavi edici etkisi glutamat hipotezini desteklemektedir. Oliim sonrasi
arastirmalarda sizofrenide prefrontal korteks ve hipokampiisteki NMDA reseptorlerinde
glutamaterjik etkinlikte bir aksaklik oldugu bildirilmistir (Keshavan et al. 2008, Lieberman
1999).



2.1.6.2 Norogelisimsel Hipotez

Bu hipoteze gore gelisimin erken donemlerinde yapisal farkliliklar meydana gelmektedir.
Norogelisime bagli farkliliklar, glia proliferasyonu ve gogiinde, aksonal ve dendritik
proliferasyonda, akson uglarinin miyelin kiliflanmasinda, apoptotik hiicre 6liimiinde ve sinaptik
uclarin sekillenmesinde meydana gelmektedir (Lieberman 1999). Neonatal donemde ventral
hippokampus lezyonu olusturulan farelerle yapilan bir calismada, prefrontal korteks
plastisitesinde ve gelisiminde farkliliklar olusmus, bu durum farelerin sizofrenide gozlenen

davranissal ve yapisal pek ¢ok farklilig1 sergilemesine neden olmustur (Lipska 2004).

2.1.6.3 Viroimmiinolojik Hipotez

Epidemiyolojik veriler grip ile sizofreni arasinda bir iliski oldugunu gostermistir. Ayrica
hamilelik sirasinda Toxoplasma gondii parazitiyle enfekte olmus kadinlarin ¢ocuklarinda

sizofreni benzeri bozukluklar gozlenmistir (Torrey and Yolken 2003).

Cesitli deneysel hayvan ve insan ¢aligmalari, erken gebelikte viriis, bakteri ve protozoanin
neden oldugu prenatal enfeksiyonlarin, dogum Oncesi inflamasyon, norogelisimsel
anormallikler, obstetrik komplikasyonlar ve cocuklarda sizofreni benzeri davranis degisiklikleri
icin glicli risk faktorleri oldugunu ileri stirmiistiir. Bazi TLR'ler hem bagisiklik hem de
bagisiklikla ilgili olmayan trofoblast ve desidua hiicrelerinde feto-maternal durumda baskin
ifadeye sahiptir; bu hiicrelerdeki sinyalleri bagisiklik fonksiyonlarint modiile eder ve gebeligin
sonucunu etkiler. Bununla birlikte, TLR'lerin enfeksiyonla siirekli aktivasyonunun, feto-
maternal bagisiklik sistemini, gebeligin sonucunu derinden etkiledigi ve yavrularda davranigsal
anormalliklere neden oldugu bilinmektedir. TLR sinyalinin plasenta ve fetiisii olumsuz
etkiledigi potansiyel mekanizmalardan biri, sitokinlerin ve anti-mikrobiyal faktorlerin
tiretilmesidir (Venkatasubramanian et al. 2013). Sizofreni hastalarinda IL2 (interlokin 2) ve
IFNy (interferon gama) gen ifadesindeki azalmaya bagli olarak immiin yanit yetersizligi
gdzlenirken, IL6 (interldkin 6) ve 1L10 (interldkin 10) gen ifadelerindeki artmaya bagli immiin
yanitinda artig1 goriiliir. Sizofreni hastalarinda IL1RN (interlokin 1 reseptor antagonisti) ve IL1f
(interlokin 1 beta) gibi sitokin genlerinde meydana gelen polimorfizm ile ventrikiil genislemesi

arasinda 6nemli bir iliski saptanmistir (Lang et al. 2007).



2.1.6.4 Aminoasitler

Aminoasitler dogrudan veya dolayli yoldan sizofreni patogenezinde rol alirlar. Fenilketoniiri
hastaliginda yiiksek fenilalanin seviyeleri dogrudan psikotik bir rol oynarken, dopamin onciilii
tirozin ise hiperdopaminasyona neden olarak dolayl1 yoldan sizofrenide rol alir (Oztiirk 2004).
Ayrica sizofreni hastalarinda asagidaki cizelgede (Cizelge 2.1) goriildiigi gibi bazi

aminoasitlerin konsantrasyonlarinda artis goriilmiistiir (Ceylan 1993).

Cizelge 2.1 Sizofreni hastalarinda bazi aminoasitlerin artis gostermesi saglikli grupla
karsilastirilarak verilmistir.

SIZOFRENI SAGLIKLI

ERKEK KADIN ERKEK KADIN
LizIN 206 186 189 161
ALANIN 392 355 320 346
VALIN 273 232 257 210
iZOLOSIN 77 64 68 53
LOSIN 171 141 159 120
FENILALANIN 64 57 60 52

2.1.7 Sizofrenide Genetik

Genetik yatkinligin sizofrenide dnemli rol {stlendigi diisiiniilmektedir. Etiyolojide 6ne ¢ikan
bir belirtec olan genetik etkiler, son derece karmagik yap1 gosterir ve DNA’da farklilik meydana
getirmemesine ragmen, epigenetik diizenlemeler gibi genetik olmayan faktorler yoluyla gen
ifadesini degistirerek hastaligin ortaya ¢ikmasina katki saglamaktadir. Caligsmalar belli
kromozom bdlgeleri iizerinde etkisi olan genlerin varligiyla iligkili tekrarlayan sonuglar elde
etmiglerdir. D3 ve 5-HT2A reseptorlerini kodlayan en az iki gen alelinin varlig1 yapilan bu
caligmalarda sizofreniye yatkinlig arttirdigi ileri siiriilen genler arasindadir (Koroglu ve Giileg
2007). Sizofreni aday genlerinin 1q, 2q, 59, 6p, 8p, 10p, 13q, 159, 189, 22q kromozom
bolgelerinde bulunduguna dair artan kanitlar vardir (Umut vd 2012).

25 yasindan once baglangi¢ gosteren sizofreni vakalarinda fetal evrede meydana gelen; toksemi,
hipoksi, asfiksi gibi perinatal anormaliler sonucunda gelisen travmalar ve oksijen yetersizligi
sizofreni riskini 1.3-2 kata kadar arttirmaktadir. Obstetrik komplikasyon hikayesi olan sizofreni

vakalarinda, daha erken sizofreni baslangi¢ yasinin oldugu, komplikasyon sayisi arttikga bu
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yasin daha erken yaslara ¢ekildigi, daha kronik bir gidisat gosterdigi ve negatif bulgularin daha
on planda oldugu yapilan arastirmalarda gosterilmistir. Sizofreni patogenezinde bu gibi
durumlarin genetik faktorlerle karsilikli iliski iginde oldugu diisiiniilmektedir (Kotlicka-
Antczak et al. 2001).

2.1.7.1 Aile Calismalari

Yapilan aile caligmalar sizofrenili bireylerin yakinlarinda hastalifin goriilme riskinin saglikli
bireylerin akrabalarina kiyasla yaklasik 10 kat arttigin1 gostermistir. Ancak bu, sizofreni
hastaliginin kesin olarak genetik oldugunu gostermemektedir. Cevresel etkenler de genetik yap1
iizerinde oldukca etkilidir (Kendler and Diehl 1993). Herhangi bir akrabasinda sizofreni
olmayan kisilerin hastaliga yakalanma riski %1°dir. Ailede sizofreni Gykiisii olanlarda ise bu
oran %2-70 arasinda bulunmustur. Ebeveynlerden biri hasta ise ¢ocuklarda goriilme oran1 %12-
14 iken ebeveynlerinin her ikisinin hasta oldugu durumlarda %40-60 arasindadir. Anne-baba
saglam; ancak ¢ocuklardan birinin sizofreni oldugu durumlarda diger kardeslerde goriilme
orant %8 dir. Birinci derece akrabalar ve ¢ift yumurta ikizleri arasinda sizofreni goriilme riski

%10-18 bulunmustur. Bu oran tek yumurta ikizlerinde %50-70’ tir (Tandon et al. 2008).

2.1.7.2 ikiz Cahsmalar1

Akrabalar arasinda hastalik riskinin yiiksek olmasiin nedeni ortak ¢evre ve ortak genlerdir.
Tek ve ¢ift yumurta ikizleriyle yapilan bir¢ok ¢alismada kardeslerin hastalanma oranlar1 farkli
oranlarda bulunsa da tek yumurta ikizlerinin hastalanma oranlarindaki yiikseklik biitiin

calismalarin ortak bulgusunu olusturmaktadir (Ceylan 1993).

2.1.7.3 Evlat Edinme Calismalar

Finlandiya’ da yapilan ¢alisma en kapsamli sekilde gostermistir ki, biyolojik ebeveynleri
sizofreni olup kendisi hasta olmayan bagka bir ailede yetistirilmis kisilerde sizofreni riski,
biyolojik ebeveynleri sizofreni olmayanlara gore daha yiiksek bulunmustur. Kisinin biyolojik
ebeveynleri sizofreni olmayip evlatlik verildigi ebeveynler sizofreni ise, bu kisilerin hasta olma
olasilig1 sizofreni olmayan ailede yetisenlere gére daha yiiksek degildir. Bu bulgulara bakarak,

eger genetik yatkinlik bulunmuyorsa ¢ocugu yetistiren ailenin hastalik riskini arttirmadigi,
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genetik yatkinlik olsa dahi aile ortaminin iyi olmasi durumunda hastaliga yakalanma riskinin

diistik oldugu soylenebilir (Ceylan 1993).

2.1.7.4 Genetik Gegis

Sizofreni hastaliginin kalitimi1 i¢in mendel kurallarina dayali otozomal dominant gen teoremi,
poligenik gecis ve multifaktoryel gecis gibi birden ¢ok genetik gecis kuram ileri siiriilse de
yapilan son c¢alismalardan elde edilen bulgular dogrultusunda, ¢ok genli ve ¢ok etkenli bir

gegisin oldugu diisiiniilmektedir (Tandon et al. 2008).

2.1.7.5 Genetik ve Cevre

Genetik ile ¢evre arasinda dinamik bir etkilesim vardir. Genetik ve gevresel etkenler olumsuz
yonde yan yana geldiginde kisi sizofreni olmaktadir. Genetik yatkinlik ¢evresel faktorlerle yan
yana gelmezse kisi sizofreni sinirinda kalmaktadir. Genetik yatkinlik olmadan c¢evresel

faktorlerin olumsuz etkisi sizofreniyi olusturmada yetersiz kalmaktadir (Ceylan ve Cetin 2005).

2.1.8 Sizofrenide Sigara Kullanimi

Toplumun sadece % 1 'lik bir kisminda sizofreni hastalig1 goriilebilmesine ragmen sizofreni
tanis1 alan bireylerde nikotin bagimliligr yayginligi % 58-92’dir. Genel toplumdaki sigara
kullanim orani ise, % 20-30 diizeyindedir (Spring et al. 2003).

Sizofreni hastalarinda sigara kullaniminin genel topluma gore daha yaygin oldugu konusunda
arastirmalar olmasina ragmen bu yiiksek yayginlik oraninin nedenleri héla tartigmalidir.
Farelerde kronik nikotin uygulamasinin, serotoninin konsantrasyonu ve biyosentezini azalttig
gosterilmistir. Akut nikotin uygulamasi ise dopaminde oldugu gibi serotonin salinmasinda da
artisa yol acabilmektedir. Bu bulgularla uyumlu olarak, 6liim sonrasi insan beyninde yapilan
arastirmalarda sigara kullanmayanlarinkiyle karsilagtirildiginda sigara kullananlarda
hipokampal yapida belirgin olarak daha diisiik serotonin ve daha yiiksek serotonin reseptor
yogunlugu saptanmistir. Bu sonuglara bakilarak sigara kullaniminin serotonin islevlerini
bozdugu ileri siiriilmektedir. Diger bir ¢calismada intihar davraniginin siddetinin, psikiyatrik
hastaligin kontrol altina alinmasinin etkilerinden sonra bile sigara miktar ile iligkili oldugu

bulunmustur (Weiser et al. 2004).
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2.1.9 Sizofrenide Klinik Ozellikler

Sizofreninin ayirt edilmesini saglayan baslica 6zelligi, bulgu ve belirtilerin, bir aylik siirecin
biliyilk bir ¢ogunlugunda goriilmesi ve bazi bulgularinsa en az alti ay siire boyunca
bulunmasidir. Belirti ve bulgular kisinin giinliik veya toplumsal isleriyle ilgili islevsellikte bariz
bir bozulmaya sebep olmaktadir. Hastalikta bilissel bozulmalar, motor bozukluklari,
karakteristik diisiince ve algi bozuklari, iletisimde giigliikler, avoliisyon ve apati, duygusal
kisitlilik ve duygu disa vurumunda azalmalar1 kapsayan ¢esitli sekillerde bulgu ve belirtiler
meydana gelmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarla hastaliktaki Klinik belirtiler;
gercegi degerlendirmenin bozulmasi ile olusan pozitif semptomlar, siradan islevlerde azalma

ile olusan negatif semptomlar seklinde meydana gelmektedir (Cetin 2010).

Sizofreni psikososyal etkenlere dayali bir beyin hastaligi olup, son zamanlarda BT (bilgisayarl
tomografi), MRG (manyetik rezonans goriintiileme), SPECT (tek foton emisyon bilgisayarli
tomografi), gibi beyin goriintiileme yontemleriyle hastalarin beyinlerinde meydana gelen
degisiklikler goriintiilenmeye baslanmistir (Bassitt et al. 2007, Chan et al. 2009). Sizofreni
hastalarinda beyin aktivitelerinde azalma, tiim beyin hacminde azalma, hipokampiiste yapisal
degisiklik (¢ogunlukla azalma seklinde goriiliir), kortekste azalma, lateral ventrikiil
genislemesi, amigdala ve parahipokampal girusta azalma, prefrontal bolgede degisiklik (daha
kiiciik sol ve sag prefrontal hacim), anormal temporal lob asimetrisi goriilmektedir (Bassitt et
al. 2007, Galderisi and May 2009). Sizofreni hastalarinda talamus, singulat girus ve bazal
ganglia hacimlerinde de azalma saptanmistir (McCarley et al. 1999). Ayrica sizofreni
hastalarinin beyinlerinde beyaz ve gri maddenin azaldigini gosteren pek c¢ok calisma
bulunmaktadir (Bassitt et al. 2007, Chan et al. 2009). Az da olsa bu durumlarin tam tersini

gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (Bassitt et al. 2007).
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Sekil 2.1 Normal bireylerin (N) ve sizofreni hastalarinin (S) beyin aktivitelerindeki azalmanin
fMRG (fonksiyonel —manyetik rezonans goriintileme) ile gOsterilmesi
(http://www.schizophrenia.com/family/disease.htm#significant 7.11.2020)

Sekil 2.2 Normal ve sizofren bireylerde lateral ventrikiillerin MRG (manyetik rezonans

gorilintiileme) ile goriintiisii (http://www.schizophrenia.com/family/disease.htm#
significant 7.11.2020)

2.2 TLR (TOLL BENZERI RESEPTOR)

Inflamasyon, enfeksiyon ve doku hasariyla miicadelede énemli koruyucu islevlere sahip
karmasik bir biyolojik siiregtir. Dogustan gelen bagisiklik sistemi, makrofajlar, mast hiicreleri,
dendritik hiicreler, dolasimdaki 16kositler gibi ¢esitli bagisiklik hiicrelerini igerir. Spesifik
olarak ylizeyde ifade edilen hiicre i¢i model tanima reseptérleri (PRR'ler) ile patojenleri veya
hiicre hasarin1 tanir ve enflamatuar tepkilere aracilik eder. Bu reseptorler yiiksek oranda
korunur. Mikrobik niikleik asitler, lipoproteinler ve karbonhidratlar gibi dogrudan veya dolayh
olarak patojenle iligkili molekiiler kaliplar1 (PAMP'ler) veya hasar gérmiis hiicrelerden salinan
konakgidan tiiretilmis hasara bagli molekiiler yapilar1 (DAMP'ler) tespit eder (Kawai and Akira
2010).
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TLR'ler, hiicrelerdeki en biiylik PRR ailelerinden biridir ve dogustan gelen immiin yanitlarin
indiiksiyonu icin ¢esitli mikrobiyal ligandlara ve hasarli hiicreler tarafindan salinan endojen
konake¢1 faktorlere karsi gerekli anahtar molekiiller olarak tanimlanmistir (Janeway and
Medzhitov 2002, Mogensen 2009, Akira et al. 2001).

TLR'ler, on fonksiyonel iiyeden (TLR1 — TLR10) olusan tip I transmembran proteinleridir ve
alt hiicresel lokalizasyonlara gore iki alt grupta simiflandirilir. TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 ve
TLR10'dan olusan bir grup yalnizca endoplazmik retikulum, endozomlar, lizozomlar ve
endolizozomlar gibi hiicre i¢i bolmelerde ifade edilirken, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6
genellikle hiicre yiizeyinde bulunur. Hiicre i¢i TLR'ler niikleik asit bazli PAMP'leri tanir ve
ozellikle viral tanimada uzmanlasir, hiicre yiizeyinde ifade edilen TLR'ler ise esas olarak
glikolipitler, lipopeptitler ve bakteriler, parazitler ve mantarlar dahil olmak tizere c¢esitli
organizmalarin flagellin gibi mikrobiyal membran bilesenlerini algilar (Kawai and Akira 2006,
Akira et al. 2001).

TLR'ler, cesitli bagisiklik hiicreleri tarafindan farkli sekilde ifade edilir. Bu bagisiklik
hiicrelerine 0rnek olarak dendritik hiicreler, CD8+ T hiicreleri, NK hiicreleri,
monositler/makrofajlar, B hiicreleri ve mast hiicreleri verilebilir. Bagisiklik hiicrelerine ek
olarak TLR'ler, vaskiiler endotelyal hiicreler, adipositler, kardiyak miyositler, bagirsak epitel

hiicreleri, plasenta gibi bolgelerde de ayrica gosterilmistir (Nishimura et al. 2005, Patni et al.
2009).

2.3 TOLL BENZERI RESEPTORLER VE SiZOFRENI

Cok sayida caligsma, TLR'lerin gelismekte olan beyinde oldugu kadar yetiskin beyninde de ifade
edildigini ve norogelisimde oOnemli bir rol oynadigini ortaya koymustur. Bu, TLR8
aktivasyonunun norit biiylimesinin inhibisyonuna neden oldugunu ve néronal apoptozu
indiikledigini, gebelik sirasinda TLR3 aracili bagisikligin indiiksiyonunun ise yavrularda
kortikal noérogenezi, sinaptik iletimi ve davranigsal anormalligi inhibe ettigini gosteren
caligmalarla desteklenmektedir. TLR3 ve TLR2 (Toll benzeri reseptor 2) aktivasyonu,
embriyonik ndronal progenitor hiicre (NPC) proliferasyonunu inhibe eder. Buna ek olarak,
TLR2'nin sistemik uyarilmasinin, neonatal gri ve beyaz madde hacmini ve hipokampal néron
yogunlugunu azaltarak ve mikroglial hiicre sayisini artirarak farelerde neonatal beyin gelisimi

lizerinde olumsuz bir etki yaptig1 da gosterilmistir. Deneysel hayvan c¢alismalarindan ortaya
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cikan veriler, TLR aktivasyonu yoluyla intra-uterin enfeksiyon/inflamasyonun norogelisim,
sinaptik plastisiteyi bozabilecegini ve perinatal beyin hasarina yol acabilecegini gostermektedir

(Yuan et al. 2010).

Sizofreni, etiyopatogenezi heniiz kesinlesmemis, karmasik, kalitsal ve poligenik bir
noropsikiyatrik bozukluktur. Sizofreniye yatkinlik ¢ok faktorlii olup, bagisiklik sistemi islev
bozukluklarinin da sizofreni riskine ve patofizyolojisine katkida bulundugu gosterilmistir
(Ganguli et al. 1994, Miiller et al. 1999, Debnath et al. 2011, Richard and Brahm 2012).
Antintikleer antikor prevalansinin artmasi, antihipokampal antikorun artmasi, serumda anti
nikotinik asetilkolin reseptdr (nAChR) antikorunun yiikselmesi, 1s1 soku proteinlerine (HSP'ler)
kars1 otoantikorlarin artmasi gibi 6n bulgulara dayanarak sizofreni patogenezinde otoimmiin
mekanizma diisiiniilmektedir (Ganguli et al. 1994). Ek olarak, makrofaj-T lenfosit teorisi ve
IL2R (interl6kin 2 reseptdr geni), /L6 min(interlokin 6) ve IL1f (Interlokin 1 beta) degismis
seviyelerini gosteren diger bir¢ok calisma, sizofrenide immiin aktivasyon / immiino-
inflamatuar yollara yonelik deneysel kanitlar saglamistir (Miiller et al. 1999). Bagisiklik
islevlerindeki bu tiir bozukluklar nedeniyle, enfeksiyonlarin bagisiklik sistemini aktive ettigi ve
siklikla otoimmiin ve/veya immiino-inflamatuar kosullara yol actig1 bilindiginden, bulasici
patojenler sizofreninin risk faktorleri olarak da kabul edilmektedir (DeLisi 1996, Yolken and
Torrey 2008).

Cok sayida in vitro ve hayvan caligmasi, prenatal enfeksiyonun erken gebelik sirasinda
indiikledigi immiino-inflamatuar yanitlarin, norogelisimin ©6nemli asamalarim1 bozarak
sizofreni benzeri davranig anormallikleri gelistirme riskini Onemli Olgiide artirdigim
gostermistir (Brown and Derkits 2010). Bu konuda yapilan ¢aligmalarda, prenatal enfeksiyona
yanit olarak iiretilen /LI, IL6 ve TNF-o'min (Tiimdr nekroz faktorii alfa), sicanlardan elde
edilen primer ndronal kiiltiirlerde kortikal néron dendrit gelisimini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi
bulunmustur (Gilmore et al. 2004). Prenatal enfeksiyon kapsaminda immiino-inflamatuar
yanitlarin nérotoksik etkilerini gli¢lendirmede yer alan biyokimyasal siire¢leri agiklayabilecek
ilgi ¢ekici hipotezlerden biri oksidatif/nitrozatif strestir. Bu, redoks diizensizliginin, asiri
ROS/RNS (reaktif oksijen/reaktif nitrojen) olusumunun dogum oncesi enfeksiyondan sonra
gelisen beyin lizerindeki zararl etkilerini gdsteren ¢ok sayida ¢alisma ile tekrarlanmistir (Do et
al. 2009). Pro-inflamatuar sitokinler ve ROS/RNS, norogelisimsel hasarda rol oynamasina
ragmen, bu yanitlarin indiiksiyonunun bir reseptdr ailesi olan TLR'ler tarafindan baslatildig:

goriilmektedir. Major histokompatibilite kompleksi (MHC), sitokinler ve benzerleri gibi diger
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bir¢ok immiin molekiilii ile TLR'lerin sadece feto-maternal bagisiklig1 diizenledigi degil, ayni
zamanda norogelisim sirasinda rolii oldugu da bilinmektedir (Debnath et al. 2013). Bununla
birlikte, TLR sinyali, enfeksiyonun yani sira IO&NS (artan oksidatif&nitrozif stres) yanitlarinin
hastalik patolojisine katkida bulundugu, esasen 6nemli bir yol olarak ortaya ¢ikmaktadir. Cesitli
TLR'ler arasinda, TLR3 ve TLR4'{in (Toll benzeri reseptor 4), bir dizi hiicre/dokuda (plasenta,
bagisiklik hiicreleri, diiz kas hiicreleri, beyin dokulari vb.) baskin ekspresyona sahip
olduklarindan, sistemik enflamatuar hastaliklarda giderek daha 6nemli hale gelmesi dikkate

degerdir (Kawai and Akira 2010).

Cesitli epidemiyolojik, deneysel hayvan ve insan ¢aligmalari, erken gebelikte viriis, bakteri ve
protozoanin neden oldugu prenatal enfeksiyonlarin, dogum 6ncesi enflamasyon, ndrogelisimsel
anormallikler, obstetrik komplikasyonlar ve cocuklarda sizofreni benzeri davranis degisiklikleri
icin giiclii risk faktorleri oldugunu ileri stirmiistiir. Baz1 TLR'ler, hem immiin hem de immiin
olmayan trofoblast ve desidual hiicrelerde feto-maternal olarak baskin ekspresyona sahiptir; bu
hiicrelerdeki TLR sinyalleri bagisiklik fonksiyonlarin1 modiile eder ve gebeligin sonucunu
etkiler. Bununla birlikte, TLR'lerin enfeksiyonla siirekli aktivasyonunun, feto-maternal
bagisiklik sistemini, gebeligin sonucunu etkiledigi ve yavrularda davranis anormalliklerine
neden oldugu bilinmektedir. TLR sinyalinin plasenta ve fetiisii olumsuz etkiledigi potansiyel
mekanizmalardan biri, sitokinlerin ve anti-mikrobiyal faktorlerin iiretilmesidir (Koga and Mor
2010).

TLR'ler ve sizofreni {lizerine yapilan bir ¢alismada, monositlerde TLR3 ve TLR5 mRNA
ekspresyonunun azaldig: bildirilirken, diger ¢alismalarda da TLR'lerin uyarilmasindan sonra
sitokin tlretiminin arttigi gosterilmistir. Bozulmus monosit fonksiyonuna, TLR3 ve TLR4
reseptor ekspresyonu artisinin eslik ettigi tespit edilmis ve prefrontal kortekse odaklanan
postmortem histolojik ¢aligmalarla da TLR4'{in buradaki rolii dogrulanmistir. Sizofreni ile
iligkili genetik lokuslarin kullanildig1r molekiiler yolak analizinde de sizofreni patogenezinde

TLR ile iliskili bagisiklik mekanizmalarinin 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (Crisafulli et al.
2015).
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2.4 TLR3 RS3775291 GEN POLIMORFiZMi

TLR3, 2001 yilinda kesfedilmistir ve bagisiklik sisteminde gorev alan Toll benzeri reseptorler
ailesinin reseptorlerinden biridir. insanlarda 4. kromozomun 4q35 bélgesinde lokalizedir

(Alexopoulou et al. 2001).

pli.2
al3

Sekil 2.3 TLR3 geninin 4. kromozom iizerindeki yerlesimi. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
7098 07.11.2020)

Dizi bilgisi asagidaki gibidir;
(gnl|JdbSNP|rs3775291|allelePos=501|totalLen=1001|taxid=9606|snpclass=1|alleles="A/C/G'|m
ol=Genomic|build=151)
TGGGATCTCGTCAAAGCCGTTGGACTCCAAGTTAAGGATGTGGAGGTGAGACAG
ACCCTTTAGGAAATAAATGGGACCACCAGGGTTTGCGTGTTTCCAGAGCCGTGCT
AAGTTGTTATGCTGCAAATCGAGAATTTCTAGTTTCTCAAGACCCTCCAACATGTC
ATCATTTATGTTGGCTATGTTGTTGTTGCTTAGATCCAGAATGGTCAAGTTACGAA
GAGGCTGGAATGGTGAAGGAGAGCTATCCACATTTTTAAGGGCCACCCTTCGGAG
CATCAGTCGTTGAAGGCTTGGGACCAAGGCAAAGGAGTTCCTAGTCAGCTGCAG
GTACTTGTTGTAGGAAAGATAGATTTCGAAAATATTTTCTAGACCTCTCCATTCCT
GGCCTGTGAGTTCTTGCCCAATTTCATTAAGGCCCAGGTCAAGTACTTCTAGGTG
GCCCAACCAAGAGAAAGCATCACTCTCTATTTTTGAGATTTTATTCTTGGTTAGGT
TGAVTATGTGTAAGGGAGAATGAGCAAGTGATACAAATGTTTCATTTGTCAAAGT
TCGCAAACTTGTAAAGGAGTTGGATAGACTTAAGTATTTCAGGTTTATCAATCCT
GTGAACATATTGCTTTTTATGCCTGGAATATCATTATCTTCCATGTTAAGGTGCTC
CAAACATTTTAGCCACTGAAAAGAAAAATCATCAATCTTGGGGAGTGAGGCAAG
GGAAATACTTTGTTTAGTAAAAGACCGTTTCAAATTCAGGTACCTCACATTGAAA
AGCCCGTGCAAAGAGTGAGAAAACAAATGCTGTATATTATTATACTCTAGGAAG
AAATATTCTAGTTGTGGAAGCCAAGCAAAGGAATCGTTACCAACCACATTTAAGT
TGTTGTAGGAAAGATCGAGCATAGTGAGATTTGTCCACTTTAGTCCCAAGAAAGT
TGTATTGCTGGTGGTGGACAGCTGGCTGTTACTCAGAGACAGATTCCGAATGCTT
GTGTTTGCTA
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/%207098%2007.11.2020
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/%207098%2007.11.2020

Bu dizide V, G, A ya da C niikleotidlerini ifade eder. Polimorfizm meydana geldiginde G

alelinin yerini A ya da C almaktadir.

TLR3 ligandlan: viral,

Sitoplazma dsRNA, Poly(1:C)

Oksidatif Stres
Sinyalleri

|

KEAP1({ NRF2

NFxB IRF3
IKBat l
IRF30
" (NRFY NFxB IRFBQ--:
s l . SSTAT
L i"/ )
Oksidatif&Inflamatuar Yanstlar Anti;'iral Yanatlar

Sekil 2.4 TLR3 sinyal yolunun sematik gésterimi (MacDowell et al. 2016).

TLR3 sinyal yolu, inflamatuar tepki ve dengeleme mekanizmalar1 Sekil 2.4’te sematik olarak
gosterilmistir. TLR3, endozomal bolmelerde ifade edilir ve viral dsSRNA'y1 (¢ift zincirli RNA)
ve sentetik analog poli (I:C)'yi (Poliinosinik:polisitidilik asit) tanir. TLR3 sinyal yolunun
aktivasyonu, cekirdege translokasyon yapan ve IFN1'i (Interferon 1) serbest birakarak antiviral
bir yanit olusturan IRF3'ii (interferon diizenleyici faktor 3) fosforile eder. Ote yandan, IKK (IkB
Kinaz) tarafindan inhibe edici alt birim IkBa'nin degradasyonu uyarilir, NFkB'nin aktive olmasi
ve cekirdege translokasyonu kolaylagir. Bu durumu dengeleyici mekanizma, PPARYy
(Peroksizom proliferator ile aktive olan reseptor gama) ve NRF2 (Niikleer faktor eritroid 2 ile
ilgili faktdr 2) aktivasyonunu igerir. Inhibitér NRF2 proteini KEAP1'e (Kelch benzeri ECH ile
iliskili protein 1) baglidir ve oksidatif stres sinyalleri NRF2’de konformasyonel degisiklige
neden olarak bu proteinin ¢ekirdege translokasyonunu miimkiin kilar. NRF2 antioksidan ve
antiinflamatuar enzimlerin gen transkripsiyonunu tesvik eden ARE (antioksidan yanit
elemanlar1) adi verilen spesifik DNA dizilerine baglanir. PPARy, NFkB'nin (Niikleer faktor
kapa B) ekspresyonunu ve aktivitesini azaltir (MacDowell et al. 2017).
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2.5 TLR5 RS1861172 POLIMORFIiZMi

TLR5 ya da Toll benzeri reseptor 5, Toll benzeri reseptorler ailesinin iiyesi olan bagigiklik
sisteminde gdrev alan bir gendir. Insanlarda 1. kromozomda 221.35 - 221.38 lokasyonlarinda

bulunur (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7100 (07.11.2020)).

1
c 3]
Had

Pas
pI&. 12

Sekil 2.5 TLR5 geninin 1. kromozomdaki yerlesimi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7100
07.11.2020)

Dizi bilgisi asagidaki gibidir;
(gnljdbSNP|rs1861172|allelePos=501totalLen=1001|taxid=9606|snpclass=1|alleles="A/G'|mol
=Genomic|build=151)
AAGTTATCATTTTGGGGTCCTCTCTGGAGGTTTTTTTTTTCTTTTTGCTACTATGAA
AACAACATAAATCTCTCAATTTTCGTATCAACACCATGTTCTGTCTCACTAACCTC
CAAATGGAAAATAATAGATCTAGAAAATTGCAACTGCCCTTAGAGGTTTCCAGTC
TCCATTGATTTTCTTTCAGATCCAATAATACCGTTCTGTCCTGCTGTGTTGATTATG
GAATGTATCCTAATCATGGGAAGGGCACCTTGGGAGAAGTTGCAGATGGCTGAC
GTGCTTTCTCTAGCATTCAGCTAAAAAATGGGATGGTCCATGATTCTGCGTTCTCT
GTGTTCTGCAAAACAACATTAAGTAGAAAACAAACAGAAGCAGAGGCACATTTC
CTTCTTTTGCCACAGAAACAATGCCACTGTTGAGTGCAAGTCACACTTTGTCTCAT
AGATAAGAGGTGGCCCCAAAGAAGCTGGGATGAATGAGTCACTACCTGTCTTGT
GRCTGTACTGCACTTCATGTTCTTACCTTCGGCTTCTCCAGGTCTCGCCCTAGTGA
GCCAAGAACTTTCTCTCACATGCTGCCTTTATTTAAGCCTGGCCTTCAAGACCTTC
CATGATTTATCACCAACCTACCTTTTCAGCTTTGTTTCCTAGCACACCTCATTGAT
CAGCTGCTCAGGCTGTTGCATGAAGAACATGGACTTTGCACACAGATCCTGGGTT
GAGTTCTGAGTCAGCTGTGTATTAGCCATGTAACCTTGGCCTTGGTATGCCCTTGC
TGGACCTACATTTTCTCACGTAACAGCATCTATGTCATAGAATTCCTGTGAAAATT
AAATTGGCCAAGGATGTCAGGGCTTCTCAGATCTTTTCCTTCGTTGCCCTAATGAC
CACAAGAGAACACATACACTGAAGGCCTCCTGGGGGGCAGTTGCAATTTCACTG
AAGTTGTATTTTTTTATCTTAAATGAAATCTATGTGTATTTTCCATTCTGTTCTTTT
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7100

Bu dizide R, A veya G niikleotidlerini ifade eder. Polimorfizm olmasi durumunda A alelinin

yerini G aleli almaktadir.

Flagellin

Hiicre dist

Hiicre i¢i \

SOVOSOVOVORN

Gel; Ekspresyénu
Cekirdek

K&L/ 5

Sekil 2.6 TLRS sinyallesmesi (Chellapa and Dey 2014).

Pro-inflamatuar
sitokinler

TLR5 sinyallesmesi Sekil 2.6’da sematize edilmistir. TLR'ye Flagellin baglanmasi1 adaptor
proteini MyD88'i (Miyeloid farklilagsma birincil yanit1 88) bu komplekse baglar. Bu da IRAK-
1/4 (Interlokin 1 reseptorii ile iliskili kinaz 1/4) ve TRAF-6'nin (TNF reseptorii ile iliskili faktor
6) aktivasyonuna yol agar ve sonug olarak proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
indiikleyen NFkB aktive olur (Chellapa and Dey 2014).
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Losin agisindan zengin tekrarlara sahip bir hiicre dis1 alan, bir transmembran alan1 ve bir hiicre
ici Toll/IL-1 reseptor (TIR) alanindan olusan TLR5, hiicre yiizeyinde bulunan evrimsel olarak
korunmus tip I transmembran reseptorlerinin bir iiyesidir. Dogal bagisiklikta ve kazanilmig
bagisiklikta gorev alir. TLRS'in, monositler, makrofajlar, bazofiller, nétrofiller, lenfositler, NK
(dogal oldiiriicti) hiicreleri, dendritik hiicreler, endotelyal hiicreler ve epitel hiicreleri dahil
olmak iizere cesitli hiicrelerde mevcut olabilecegi bildirilmigtir. TLR5, hiicre dis1 alanla
flagellini tanir ve hiicre i¢i TIR alanina baglanan molekiillerini uyarir; bu, MAPK ve NF-xB
sinyal yolunu etkinlestirir ve ayrica pro - inflamatuar sitokinler, kemokinler dahil olmak {izere

cesitli genlerin ekspresyonuna yol agar (Xu et al. 2019).
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

3.1 CALISMA DUZENI VE OLGU SECIMi

Bu tez ¢alismasia, SBU Bursa Yiiksek Ihtisas Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Ruh
Sagligi ve Sinir Hastaliklar1 boliimiine basvurup sizofreni tanis1 almig toplam 140 hasta birey
(hasta grubu) ve herhangi bir kronik, psikiyatrik veya norolojik hastaligi bulunmayan, rutin
kontrolleri igin bagvuran 104 saglikli birey (kontrol grubu) katilmistir. Biilent Ecevit
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
18/09/2019 tarihinde ¢alisma Oncesi etik kurul onayr alinmistir. Bilgilendirme yapilmasinin
ardindan tiim gruplarin rutin kontrol i¢in verdikleri kanin 2ml’si EDTA’l tiiplere alinmistir.
PureLink® Genomic DNA Mini Kit ile periferik dolagimdaki 16kositlerden DNA izolasyonu
yapilmustir. Elde edilen DNA’lar analiz edilene kadar -20 °C’de saklanmustir. Oncelikle uygun
primerler tasarlanarak TLR3 rs3775291 ve TLR5 rs1861172 gen polimorfizmlerinin
genotiplenmesi i¢in PCR ile diziler ¢ogaltilmistir. Sonrasinda secilen restriksiyon enzimleri ile
kesim reaksiyonu yapilmistir ve agaroz jel elektroforezi metoduyla analiz edilmistir.

Istatistiksel olarak elde edilen veriler degerlendirilmistir.

3.2 KULLANILAN ARAC VE GERECLER

3.2.1 Alet ve Cihazlar

e Mikropipet seti (Thermo Scientific — Finnpipette, Sartorius, Isolab)
e Etiiv (Niive EN 500)

e Mikrodalga Firin (Altus ALMD 17B)

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific EC 300XL)
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e Hassas Terazi (Rad-Wag)

e Thermal Cycler (BIO-RAD T100™)
e Manyetik Karigtiric1 (Niive MK 418)
e Buzdolabi (Altus)

e Buzdolab1 (Bosch)

e Minisantrifiij (Isolab)

e Vorteks (Niive NM 110)

e Termal Blok (Inovia UHB-1)

e Mikrosantrifiij (Niive NF 048)

e Spektrofotometre (Mecasys-Optizen)
e Elektroforez Tanki (JUNYI®)

e Jel Dokiimantasyon Sistemi (Vilber Lourmat Bio-Print ST4, Cedex, France)
e Otoklav (Niive)

3.2.2 Kimyasal Malzemeler

e PureLink Genomic DNA Mini Kit (invitrogen by life technologies)
e Trizma base (Sigma T1503)

e Asetik Asit (Merck — UN 2789)

e Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma 3341160)

e Ethidium Bromide (EtBr) (Sigma E-7637)

e dH20 (distile su) (Eczacibasi)

e Orange G (Sigma — 07252-25G)

e Gliserol (Aklar Kimya)

e Ethanol Absolute (>%99.9) (Isolab chemicals UN1170)

e Agaroz (life technologies)

e Disodyum EDTA (Na2EDTA) (Thermo Scientific — 17892)
e 25 mM MgCl; (Thermo Scientific)

e 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific GeneRuler 100bp)
e 10X Taq Buffer (+(NH4)2SO2, -MgCl,) (Thermo Scientific)
e 2mM dNTP Mix (Thermo Scientific)

e Dimetil siilfoksit (DMSO) (VMR Life Science)
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e Primerler (Oligomer — 100nmol)

e Taq DNA Polimeraz 5U/ul (Thermo scientific)

e HpyCHIV restriksiyon enzimi (Thermo Scientific)
e Hpya8lI restriksiyon enzimi (Thermo Scientific)

e Ddel restriksiyon enzimi (Thermo Scientific)

3.2.3 Cozeltiler

e 50X Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) Tamponu
37.2 g Na,EDTA
242 g Tris baz
57.1 ml asetik asit

dH20 ile 1000 mI’ye tamamlanir. Bir gece boyunca manyetik karistiricida homojen bir ¢ozelti

elde edilmesi saglanir.

e Elektroforez Yiiriitme Tamponu
Hazirlanan 50X TAE’den 20 ml alinir, distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. Bu sekilde 1X’lik

TAE yiiriitme tamponu hazirlanir.

e Orange G Cozeltisi
60 ml Gliserol
2.232 g Na2EDTA
200 mg Orange G
40 ml dH20’da ¢oziiliir.

e 9% 3’liikk Agaroz Jel Cozeltisi
6 g Agaroz
200 ml 1X TAE Tamponu
10 pl Ethidium Bromide
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e 90 1.5°luk Agaroz Jel Cozeltisi

3 g Agaroz
200 ml 1X TAE Tamponu
10 pl Ethidium Bromide

3.3 KULLANILAN YONTEMLER

3.3.1 Periferik Kandan DNA izolasyonu

3.3.1.1 Prensip

Periferik kanda bulunan hiicreler niikleaz1 inhibe eden guanidin HCI varliginda, proteinlerin
degredasyonunda goérev alan proteinaz K ile inkiibe edilir. Bu inkiibasyon neticesinde
hiicrelerin parcalanmasi saglanir. Spin kolona yerlestirilmis silika tabanli membrana agiga
¢ikan genomik DNA baglanir. Genomik DNA bu 6zel matriksteki fiberlere baglanir;
kontaminasyona yol acgabilecek hiicresel ajanlardan ve ortamdaki diger molekiillerden
arindirmak i¢in yikama ve santrifiij islemleri uygulanir. Bu islem i¢in 6zel bir inhibitor
uzaklastirici tampon ve yikama tamponu kullanilir. Daha sonra disiik yogunluktaki tuz

elisyonu ile fiberlere baglanan genomik DNA bu yapidan ayristirilir.

3.3.1.2 Protokol

DNA izolasyonu kontrol ve hasta gruplarindan alinan kanlarin 2 ml’si ile PureLink® Genomic
DNA Mini Kit (invitrogen by life technologies) kullanilarak iiretici firmanin asagidaki

protokoliine gore yapilmistir.

1. Su banyosu ya da 1s1 blogu 55 °C'de hazirlanir.

2.200 pL taze veya donmus kan 6rnegi steril bir mikrosantrifiij tiiptine konulur.

3. Tiipte bulunan 6rnegin tlizerine 20 puL Proteinaz K eklenir.

4. Ornegin iizerine 20 pL RNase A eklenir, karismas1 amaciyla kisaca vortekslenir ve 2 dakika
oda sicakliginda inkiibasyonu gergeklestirilir.

5. PureLink® Genomic Lysis Binding Buffer 200 pL eklenir ve homojen bir ¢ozelti elde etmek
amaciyla iyice vortekslenir.

6. Proteinlerin parcalanmasini indiiklemek i¢in 55 °C'de 10 dakika inkiibasyona birakilir.
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7. Lizatin Gistiine 2 ml %96-100 etanol eklenir, homojen bir ¢zelti eldesi igin 5 saniye boyunca
vortekslenir.

8. Paketten bir toplama tiipii ve bir PureLink® Spin Column'u (spin kolon) ¢ikartilir.

9. Etanol ve PureLink® Genomic Lysis Binding Buffer ile hazirlanan lizat (~ 640 pL)
PureLink® Spin Kolonu'na konulur.

10. 1 dakika boyunca 10.000 x g'de oda sicakliginda santrifiij islemi gergeklestirilir.

11. Toplama tiipii atilir ve spin kolon kitle beraber verilen temiz bir PureLink® toplama tiipiine
yerlestirilir.

12. Etanol ile hazirlanmis 500 uL Wash Buffer 1 kolona konulur.

13. 1 dakika boyunca 10.000 x g'de oda sicakliginda santrifiij islemi gergeklestirilir.

14. Toplama tiipii atilarak spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirilir.

15. Etanol ile hazirlanmis 500 L. Wash Buffer 2 kolona eklenir.

16. Kolon 3 dakika maksimum hizda oda sicakliginda santrifiijlenir. Toplama tiipii atilir.

17. Steril bir 1.5 ml mikrosantrifiij tiiptine Spin kolon yerlestirilir.

18. 200 pL PureLink® Genomic Elution Buffer kolona eklenir.

19. Oda kosullarinda 1 dakika inkiibasyondan sonra kolon 1 dakika maksimum hizda oda
sicakliginda santrifiijlenir. Tiip saflastirilmis genomik DNA igerir.

20. ikinci bir eliisyon asamasi 200 pL Elution Buffer kullanilarak gergeklestirilir. Kolon 1.5
dakika maksimum hizda oda sicakliginda santrifiijlenir.

21. Tipiin i¢ine akan genomik DNA’y1 igeren buffer DNA’nin saklanacagi mini santrifiij

tiiplerine aktarilir. Bu sekilde -20 °C'de uzun siire saklanabilir.

3.3.2 In Silico Analiz

In silico analizler PolyPhen 2.0, Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) ve MirSNP

veritabanlar1 kullanilarak gerceklestirildi.

3.3.2.1 PolyPhen 2.0 (Polymorphism Phenotyping 2.0)

PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), amino asit varyasyonlarinin basit fiziksel ve
karsilagtirmali degerlendirmelerini kullanarak bir insan proteininin yapisi ve islevi lizerindeki

etkisini tahmin etmektedir. Bu tahmin tiirti, fenotipi karakterize eden sekans, filogenetik ve

yapisal bilgiler 6zelliklerine dayanmaktadir. Bu program, nsSNP'leri, pozisyona 6zgili bagimsiz
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sayim (PSIC) skoruna dayanarak, iyi huylu, muhtemel (probably) zarar verici ve olasilikla

(possibly) zarar verici olarak siniflandirir.

3.3.2.2 MirSNP

miRNA'lar, gen ekspresyonunun post transkripsiyonel regiilatorleri olarak gérev alan, kodlama
yapmayan, yaklasik 22 niikleotitten olusan, tek iplikli endojen RNA'lardir. Bu RNA’larin
islevini yerine getirememesi pek ¢ok patolojik olaya sebep olmaktadir. miRNA’lar
transkripsiyondan sonra mRNA’larin 3' UTR bdlgeleriyle baz eslesmesi meydana getirerek
mRNA’larin yikilmasina yol agmakta ya da translasyonunu inhibe etmektedir. miRNA
kodlayan genlerde meydana gelen tek niikleotid polimorfizmleri (miRSNP) ve mRNA’larin
mMiRNA’ya baglanan 3°’UTR’lerinde olusan polimorfizmler, miRNA- mRNA arasi etkilegimi
ve hedef gen transkripsiyonunu etkilemektedir. miRNA-mRNA baglanma bolgelerindeki
SNP'leri ¢evrimigi veritabant olan MirSNP (http://bioinfo.bjmu.edu.cn/mirsnp/search/)

gostermektedir.

3.3.2.3 Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT)

SIFT (http://sift.jcvi.org/) araci, bir aminoasit siibstitiisyonunun (yer degisimi) protein
fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini tahmin eder. Homoloji tabanl bir programdir. Protein
gelisimi protein fonksiyonu ile iligkilidir. Bu program, SIFT skoru <0.05 ise zararli ve SIFT

skoru > 0.05 ise tolere edilebilir etkiyi gosterir.

3.3.3 Primer Tasarim ve Restriksiyon Enzimi Secimi

NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi)’in kisa genetik varyasyonlarin bilgilerini toplamak i¢in
olusturdugu dbSNP wveri tabaninda (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) polimorfizmlerin rs
numaralart taranarak dizi bilgileri saglandi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs3775291,
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/snp/rs1861172). Bu diziler, mevcut kesim bolgeleri ve restriksiyon
enzimlerinin  bilgisini  ¢ikarmayr  saglayan online bir arag olan NEB Cutter
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) adresine kopyalandiktan sonra polimorfizmi taniyan enzimler
belirlenerek iglerinden diziyi en az lokustan kesenler secildi. Daha sonra enzimlerin diziyi tek
bolgeden kesebilecegi niikleotid araliklart belirlenerek bu diziyle uygun primer tasarlanmasi

calismalar gerceklestirildi. Primer tasariminda esas olarak Primer 3 programini kullanan NCBI’in
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primer tasarlama aract Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ve
PerlPrimer uygulamalarindan yararlanildi. Bulunan primer ciftlerinden %GC ve Tm orani uygun
olanlar, kendileri ve birbirleriyle komplementer baz eslesmesi yapmayanlar belirlenerek online
primer Ozellikleri hesaplayicist olan OligoCalc (Oligonucleotide Properties Calculator http:/

biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) aracinda kontrolii saglandi.

3.3.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Izolasyonu gerceklestirilen DNA’larin kalitesi ve saflign 260 ve 280 nm dalga boylarinda
spektrofotometrede dlgiilerek degerlendirildi ve PCR’da kullanilabilecek sekilde ayarlandi (25-
50 ng). PCR yontemiyle TLR3 ve TLR5 gen amplifikasyonlar: gergeklestirildi. Kullanilan

forward ve reverse (ileri ve geri) primer dizileri asagidaki gibidir:

TLR3

F1:5 GAG ATT TTA TTC TTG GTT AGG CTG 3’
R: 5 TGC ACG GGC TTT TCA ATG TG ¥’

F2:5 GGG TTT GCG TGT TTC CAG AG 3’

TLR5
F: 5" GGG AGA AGT TGCAGATGGCT ¥
R: 5> AAT GTA GGT CCA GCA AGG GC 3’

Her bir 6rnek i¢in toplam 25 pl reaksiyon hacminde PCR ortam1 hazirlandi. Reaksiyon tiipiine
15.7 ul dH20, 2 ul MgCly, 2.5 ul ANTP mix, 2.5 ul KCI1 tamponu, 0.5 ul primerler, 0.3 ul Taq
polimeraz enzimi ve 3 ul DNA konuldu. “Biorad T100™ Thermal Cycler” cihazi ile
amplifikasyonlar agagidaki programlarda gerceklestirildi.

TLR3 F1 PCR PROGRAML:

95 °C 3 dakika....... (Ilk Denatiirasyon) -

95 °C 1 dakika........... (Denatiirasyon) -

35 Dongu

61 °C 1.5 dakika...(Primer Baglanmas1) _/
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72 °C 1 dakika.................. (Uzama)

72 °C 7 dakika.............. (Son uzama)

TLR3 F2 PCR PROGRAMI:

95 °C 3 dakika....... (Ilk Denatiirasyon)

95 °C 1 dakika........... (Denatiirasyon) ~

62 °C 1.5 dakika...(Primer Baglanmasi) > 35 Dongi

72 °C 1 dakika.................. (Uzama) -~

72 °C 7 dakika.............. (Son uzama)

TLRS PCR PROGRAMI:

95 °C 3 dakika....... (ilk Denatiirasyon)

95 °C 1 dakika........... (Denatiirasyon) ~

62 °C 1.5 dakika...(Primer Baglanmas1) > 35 Dongi

72 °C 1 dakika.................. (Uzama) -~

72 °C 7 dakika.............. (Son uzama)

Amplifikasyon sonucunda elde edilen iiriinler %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra UV

altinda goriintiilendi ve bant boylar1 (sirayla 700 bp, 307 bp ve 534 bp) kontrol edildi (Sekil
3.1).
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C——— . — , Marker

Marker

Marker

(@) (b) (©)

Sekil 3.1 PCR’dan sonra elde edilen iiriinler %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek UV altinda
bant boyunun a) TLR3 rs3775291 polimorfizmi i¢in 700 bp (TLR3 F2 PCR
programi) b) TLR3 rs3775291 polimorfizmi i¢in 307 bp (TLR3 F1 PCR programi)
) TLR5 rs1861172 polimorfizmi i¢in 534 bp goériintiilenmesi.

3.3.5 Agaroz Jel Elektroforezi

Ilk olarak 242 g Tris baz, 37.2 g Na;EDTA ve 57.1 ml glasiyel asetik asit bir cam sise igerisine
konularak bir gece boyunca manyetik karigtiricida ¢6ziinmesi saglanarak 50X’lik TAE
tamponu hazirlandi. Daha sonra elektroforez islemi i¢in kullanilmak {izere 1X’e seyreltmek
amaciyla 50X’lik TAE’den 20 ml alinarak distile suyla 1000 ml’ye tamamlandi. Agaroz jel
hazirlanirken ve jelin yiiriitiilmesi esnasinda tampon olarak hazirlanan bu ¢ozelti kullanildi.
PCR sonrasinda veri tabanlari kullanilarak secilen primerlerin dogru bdlgeyi cogaltip
¢ogaltmadigini kontrol amaciyla iiriinler agaroz jelde yiiriitiildii. Uriinlerin TLR3 igin 700 bp ve
307 bp, TLR5 i¢in 534 bp’lik tek bant igermesi beklenmekteydi. Bunun tespiti i¢in %1.5’luk
agaroz jel hazirlandi. 1X TAE tamponundan 200 ml ve 3 g agaroz bir erlen igerisine alind1 ve
homojen bir goriiniim olusuncaya kadar mikrodalgada isitilarak erimesi saglandi. Sicak olan
jelin tablaya ve taraklara zarar vermemesi amaciyla kabarcik olusturmadan hafifge karistirilarak
sogumasi beklendi. 10 mg/ml’lik EtBr’den 10 pl eklenerek homojen olarak karismasi saglandi;
hazirlanan tablaya dokiildii ardindan taraklar takildi. Hazirlanan jel donduktan sonra taraklar
cikarilarak igerisinde 1X TAE tamponu konulmus olan elektroforez tankina yerlestirildi. PCR
amplikonlari tizerlerine 10 pl Orange G boyasi eklenip pipetaj yapilarak jeldeki kuyucuklara
yiiklendi. Bant boyutlarin1 kiyaslayarak tespit etmek igin referans DNA bantlar1 igeren 100
bp’lik DNA Ladder kullanildi. Amplikonlar 120 voltta 40 dk. yiiriitiildii. Yiriitme sonunda

agaroz jel, jel dokiimantasyon sistemi (Vilber Lourmat Bio-Print ST4, Cedex, France)
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yardimiyla UV altinda goriintiilendi. DNA Ladder ile karsilastirilarak elde edilen bantlarin
boyutlar1 yaklasik olarak degerlendirildi ve dogrulandi.

3.3.6 Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Cizelge 3.1 Calismada arastirilan gen polimorfizmlerinde kullanilan enzimler, kesim bolgeleri

GEN SNP RS | RESTRIKSIYON ENZIM KESIM | ENZIM
NUMARASI | ENZiMi BOLGESI INKUBASYON
KOSULLARI
TLR3 rs3775291 Ddel (F2 ile ilk | 5’C"TNAG-3’ 16 saat 37°C’de
CIGT asamada G/A | 3°’-GANT”C inkiibasyon
doniigiimii bakildi.)
TLR3 rs3775291 Hpy8l (F1 ile son | 5-GT”NAAC-3’ 16 saat 37°C’de
CIG, T asama olarak C aleli | 3°>-CAMNATC-5’ inkiibasyon
tespiti yapildi.)
TLR5 rs1861172 HpyCHIV 5’-ACATAGT-3’ 16 saat 37°C’de
AIG 3’-RCATAGT-5’ inkiibasyon

PCR sonrasi elde edilen iiriinlerin, se¢ilen uygun restriksiyon enzimleriyle ve bunlarin optimum
calisma sicakliklariyla inkiibasyonu gergeklestirildi. Bu reaksiyon, 5U restriksiyon enzimi ve
enzime uygun 1X tampon, 10-15 ul PCR iiriinii ile 25 pl hacimde gergeklestirildi. Kullanilan
enzimler ve reaksiyon kosullar1 Cizelgede 3.1°de gosterilmistir. Enzim kesiminden
sonra%3’liikk agaroz jel hazirlandi ve 6rnekler yiiklendi. Elektroforez islemi 120 voltta 50 dk.
ylriitiildi. DNA Ladder’a gore bant boyutlar1 degerlendirildi.

3.3.7 Verilerin Degerlendirilmesi

3.3.7.1 TLR3 rs3775291(C/G,T) Polimorfizmi

TLR3 rs3775291 polimorfizminde normal alel olan C, G veya T ile degisebilmektedir. Ug farkli
alel tespit edilmeye caligildig1 i¢in iki restriksiyon enzimi, iki forward (ileri) ve bir reverse (geri)
primer kullanilmistir. Ddel enzimi G alelinde kesim yapmaktadir. Hpy81 enzimi ise C alelini

tanimaktadir. 307 bp’lik PCR {irlinii G alelini i¢eriyorsa Ddel enzimiyle 285 bp ve 22 bp olmak
tizere kesim gergeklesmistir. 700 bp’lik PCR firtinii C aleli igeriyorsa Hpy81 kesimi sonucu 700
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bp’lik iiriin 416 bp, 172 bp ve 112 bp olmak {izere kesilmistir. Genotipleme yaparken gozlenen

bantlar ve bunlara gore belirlenen genotipler asagida verilmistir (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3).

Marker

Ik kuyuya DNA Ladder (Marker) yiiklenmistir. Numaralandirilmis her kuyucukta farkli birer
bireye ait Ddel restriksiyon {irlinleri bulunmaktadir. 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 11 numaral1 6rnekler
285+22 bp bant boylarina sahip oldugundan C aleline, 4 ve 9 numarali 6rnekler yalnizca 307
bp bant boyuna sahip oldugundan G aleline sahiptir.

Sekil 3.2 TLR3 rs3775291 gen polimorfizminin enzim kesimi sonrasi sonuglart.
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[k kuyuya 100 bp DNA Ladder (marker) yiiklenmistir. Numaralandirilmis her kuyucukta farkli
birer bireye ait Hpy8lI restriksiyon iiriinleri yiiklenmistir. Tiim bireylerde 528+172 bp bant boyu
gozlenmistir. Gruplar C aleline sahiptirler. Gruplarda T aleline rastlanmamustir.

Sekil 3.3 TLR3 rs3775291 gen polimorfizminin enzim kesimi sonrasi sonuglari.

3.3.7.2 TLR5 rs1861172 (A,G) Polimorfizmi

PCR sonrasi elde edilen 534 bp uzunlugundaki amplifikasyon iiriinii %1.5’lik agaroz jel
elektroforezi ile goriintiilendikten sonra HpyCHIV enzimi ile kesilmesi i¢in 16 saat 37 °C’lik
kuru blokta inkiibe edildi. Enzim kesimi sonras1 %3’liik agaroz jelde 120 V gii¢ ile yaklasik 50
dakika yiiriitiildii. Marker (DNA Ladder) ile karsilastirilarak belirlenen bantlara gore
genotiplerin su sekilde olmasi beklenmekteydi; 373+287+161 bp AG aleli, 287+161+86 bp AA
aleli, 373+161 bp GG aleli. Genotipleme sonucunda AG, AA ve GG genotipli bireyler
gozlemlenmistir (Sekil 3.4).
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[k kuyuya DNA Ladder (marker) yiiklenmistir. Numaralandirilmis her kuyucukta farkl birer
bireye ait restriksiyon iriinleri bulunmaktadir. 1, 6 ve 8 numarali 6rnekler 287+161+86 bp bant
boyu bulundurdugundan AA genotipli, 2 ve 4 numarali 6rnekler 373+161 bp bant boyu
bulundurdugundan GG genotipli, 3, 5 ve 7 numarali 6rnekler 373+287+161 bp bant boyu
bulundurdugundan AG genotipli olarak gbzlenmistir.

Sekil 3.4 TLR5 rs1861172 gen polimorfizminin enzim kesimi sonrasi sonuglari.
3.3.8 Istatistiksel Degerlendirme
Yapilan vaka kontrol calismasinda sizofreni hastalar1 ve saglikli kontroller arasindaki
polimorfizmlerin genotip frekanslarin1 karsilastirmak igin y2 (ki-kare) testi kullanild.
Polimorfizmler ve sizofreni arasindaki iligki lojistik regresyon analizi yoluyla modellendi.
Genotipler arasindaki sizofreni riskini karsilagtirmak i¢in OR degeri ve %95 giiven araligi

hesaplandi. p<0.05 degeri, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Istatistiksel analiz SPSS
18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) paket programi kullanilarak gerceklestirildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 HASTA-KONTROL GRUPLARININ OZELLIKLERiI VE IN SILICO ANALIZ
SONUCLARI

4.1.1 Hasta ve Kontrol Gruplarimin Ozellikleri

SBU Bursa Yiiksek Ihtisas Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Ruh Saghg ve Sinir
Hastaliklar1 boliimiine bagvurup sizofreni tanis1 konulmus toplam 140 hasta birey (hasta grubu)
ve herhangi bir kronik, psikiyatrik ya da norolojik hastaligi olmayan, rutin kontrolleri i¢in

basvuran 104 saglikli birey (kontrol grubu) ¢alismaya dahil edilmistir.

Hasta grubu ailede daha once psikotik veya benzer bir bozukluk vakasi olup olmamasina (aile
Oykiisii var/aile Oykiisii yok) ve sizofreni baslangi¢c yasina gére 25 yas Oncesi hastalik tanisi
alanlar erken baslangich, 25 yas sonrasi hastalik tanisi alanlar ge¢ baslangicli olarak

gruplandirilmistir. Hasta grubu 6zellikleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Hasta grubu 6zellikleri.

Gec Erken Aile OyKkisii Aile OyKkiisii
Hastalar Baslangich Baslangich Var Yok
(n=140)

119 (%85) 19 (%13.6) 25 (%17.8) 115 (%82.1)
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4.1.2 In Silico Analiz Sonuclari

Sizofreni toplumda sik goriilen bir hastaliktir. Mindr alel frekans1 (MAF) bu sebeple 0.05-0.95

araliginda tutulmustur. Bu aralikta TLR3 ve TLR5 ig¢in missense etki gosteren gen

polimorfizmlerinin PolyPhen 2.0 sonuglarina ve SIFT skorlar1 Cizelge 4.2°’de ve 3’UTR

varyant1 gosteren TLR3 ve TLRS gen polimorfizmleri ve bu varyantlarin miRNA baglanmasina

etkileri de Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.2 TLR3 ve TLR5 geni PolyPhen 2.0 ve SIFT sonuglari

Gen Ad1|Gen ID SNP Alel MAF |Aminoasit SIFT Polyphen
(ENSEMBL) Degisimi Degisimi Sonucu 2.0 Sonucu
rs3775291  |C/G,T 0.232 |Losin/ Zarar Verici |Zarar Verici
Fenilalanin
ENSG00000164342(rs3775290  |C/A T 0.272  |Fenilalanin/ Tolere Tolere
Losin
rs73873710 |C/G,T 0.055 |Fenilalanin/ Tolere Zarar Verici
TLR3 Losin
rs28524783 |T/C 0.463 |- - -
rs10025405 |A/G 0.4 - - -
rs2310394 |T/A, G 0192 |- - -
rs13137589 |A, G 0.353 |- - -
rs1519312 |G, A 0.367 |- - -
rs35103715 |G/C, T 0.278 |- - -
ENSG00000187554rs45528236 |G/T 0.238 |- - -
TLRS
rs1861172 |A/IG 0.331 |- -

TLR3 igin rs3775291 polimorfizmi PolyPhen 2.0 sonucunun ve SIFT skorunun etkisine gore

zarar vericidir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.3 TLR3 ve TLR5 geni igin MirSNP sonuglari

MAF Alel Etki
Gen | SNP
Degeri Azaltica Arttiricl Yaratic Kiria
rs3775291 0.232 C/G, T
rs3775290 0.272 CIA/T
rs7387310 0.055 C/IGT
rs28524783 0.463 TIC
TLR3 | rs10025405 0.4 A/G
rs2310394 0.192 TIA, G
rs13137589 0.353 A G
rs1519312 0.367 G A
rs35103715 0.278 GIC, T
rs1861172 0.331 A G hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
3616-5p 143-5p 449b-3p 4704-3p
hsa-miR- hsa-miR-573 | hsa-miR- hsa-miR-513b
519a-3p 4691-3p
hsa-miR-
519b-3p
hsa-miR-
TLRS 519¢c-3p
rs45508499 0.238 C,T hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-4459
1913 4493 hsa-miR-
hsa-miR- 4695-5p
324-3p hsa-miR-665
hsa-miR-
361-3p

TLR3 ve TLR5 MirSNP sonuglarina bakildiginda, TLRS i¢in rs1861172 polimorfizminin hsa-

mir-143-5p miRNA’smin baglanmasini arttirici etkisi sebebiyle sizofreni patogenezinde etkili

olabilecegi diistintilmiistiir (Cizelge 4.3).

4.2 HASTA VE KONTROL GRUPLARINDA TLR3 rs3775291 (TLR3 C/G,T) GEN
POLIMORFIiZMi GENOTIP VE ALEL DAGILIM SIKLIGININ KARSILASTIRMASI

Sizofreni hastalar1 ve kontrol grubu rs3775290 gen polimorfizmi ac¢isindan incelendiginde hasta

grubunun 86’sinin (%61.4) CC genotipinde, 44 {inlin (%31.4) CG genotipinde, 10’unun (%7.1)

GG genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunun ise 56’sinin (%53.8) CC genotipinde,
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39’unun (%37.5) CG genotipinde, 9’unun (%8.7) GG genotipinde oldugu saptandi. Genotip
dagilimlar1 agisindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p=0.494, OR=0.724; Cl= 0.277-1.892). Alel dagilimlar1 agisindan incelendiginde
de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.250; OR=0.785; %95 CG
=0.519-1.186, Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Sizofreni hastalar1 ve saglikli kontrollerde TLR3 geni rs3775291 polimorfizminin
genotip ve alel dagilimlari.

. Kontrol grubu Sizofreni hastalari o o
SNP Genotip n=104 (%) n=140 (%) P degeri | OR (% 95 GA)

0 0

cC 56 (%53.8) 86 (%61.4) Referans
9 9 0.494

CG 39 (%37.5) 44 (%31.4) 0.724 (0.277-

rs3775291 GG 9 (%8.7) 10 (%7.1) 1.892)
(TLR3 C/G,T) Alel
C 151 (%72.6) 216 (%77.1) Referans
0.250
G 57 (%27.4) 64 (%22.9) 0.785 (0.519-1.186)

Hasta ve kontrol grubu arasinda dominant model kullanilarak genotip dagilimlar1 karsilastirildi.
Dominant modelde CC genotipi i¢in homozigot bireyler; CG ve GG genotipini tagiyan bireyler
ile karsilastirildi. Hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p=0.235; OR=0.733; CI=0.438-1.225, Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda resesif
model kullanilarak da genotip dagilimlar1 karsilastirildi. Resesif modelde GG genotipi igin
homozigot bireyler, CC ve CG genotipini tasiyan bireyler ile karsilastirildi. Hasta ve kontrol
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.846; OR=0.812; CI1 =0.318—
2.076, Tablo 4.5).

Cizelge 4.5 TLR3 rs3775291 polimorfizminin sizofreni hastalar1 ve kontrol grubunda dominant
ve resesif modele gore genotiplerinin karsilastiriimasi.

SNP . Kontrol Grubu Sizofreni hastalar: P o
rs3775291 Genotip n=104 (%) n=140 (%) degeri OR (%95 GA)
CcC 56 (%53.8) 86 (%61.4) Referans
OD Model 0.235
CG+GG 48 (%46.2) 54 (%38.6) 0.733 (0.438-1.225)
CC+CG 95 (%91.3) 130 (%92.9) Referans
OR Model GG 9 (%8.7) 10 (%7.0) 0.846 | 0812 (0.318-2.076)
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4.3 HASTA VE KONTROL GRUPLARINDA TLR5 rs1861172 (TLR5 A/G) GEN
POLIMORFiZMi GENOTIP VE ALEL DAGILIM SIKLIGININ KARSILASTIRMASI

Sizofreni hastalar1 ve kontrol grubu rs1861172 gen polimorfizmi agisindan incelendiginde hasta
grubunun 43’iiniin (%30.7) AA genotipinde, 77 sinin (%55) AG genotipinde, 20’sinin (%14.3)
GG genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunun ise 35’inin (%33.7) AA genotipinde,
54’{inlin (%51.9) AG genotipinde, 15’inin (%14.4) GG genotipinde oldugu saptandi. Genotip
dagilimlar1 agisindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p=0.875, OR=1.085; Cl= 0.485-2.426). Alel dagilimlar1 a¢isindan incelendiginde
ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.756; OR=1.060; %95 AG
=0.736-1.526, Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Sizofreni hastalar1 ve saglikli kontrollerde TLR5 geni rs1861172 polimorfizminin
genotip ve alel dagilimlari.

. Kontrol grubu izofreni hastal ..
SNP Genotip iy Firofren bastalart | p degeri | OR (% 95 GA)
0, 0,
AA 35 (%33.7) 43 (%30.7) Referans
0, 0,
1<1861172 AG 54 (%51.9) 77 (%55.0) 0.875 108
(TLR5 A/G) GG 15 (%14.4) 20 (%14.3) (0.485-2.426)
Alel
A 124 (%59.6) 163 (%58.2) Referans
0.756 1.060
0, 0,
G 84 (%640.4) 117 (%41.8) (0.736-1.526)

Hasta ve kontrol grubu arasinda dominant model kullanilarak genotip dagilimlar: karsilastirildi.
Dominant modelde AA genotipi i¢in homozigot bireyler, AG ve GG genotipini tagiyan bireyler
ile karsilastirildi. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p=0.626; OR=1.144; CI=0.665-1.969, Cizelge 4.7). Hasta ve kontrol grubu arasinda resesif
model kullanilarak da genotip dagilimlart karsilastirildi. Resesif modelde GG genotipi i¢in
homozigot bireyler, AA ve AG genotipini tasiyan bireyler ile karsilagtirildi. Hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p=1.0; OR=0.989; Cl =0.480—
2.039, Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7 TLR5 rs1861172 polimorfizminin sizofreni hastalari ve kontrol grubunda dominant
ve resesif modele gore genotiplerinin karsilastirilmasi.

SNP . Kontrol grubu Sizofreni hastalar: .. o
rs1861172 Genotip n=104 n=140 P degeri | OR (% 95 GA)
AA 35 (%33.7) 43 (%30.7) Referans
OD Model 0.626 | 1.144(0.665
AG+GG 69 (%666.3) 97 (9%69.3) ' 144 (0.665-
1.969)
AA+AG 89 (%85.6) 120 (%85.7) Referans
OR Model GG 15 (%14.4) 20 (%14.3) 1.0 0.98290(3%?80-

4.4 GRUPLAR KLINIK BULGULARIN VARLIGI ACISINDAN
KARSILASTIRILDIGINDA TLR3 rs3775291 (TLR3 C/G,T) GEN POLIMORFiZMi
SONUCLARI

Sizofreni tanisi alan hastalar; hastaligin baslangic yasi ve ailede sizofreni ve benzeri psikotik
bozukluk olup olmamasi durumuna gore gruplandi. rs3775291 gen polimorfizmi igin geg
baslangi¢li sizofreni hastalarinin 73’1 (%61.3) CC genotipinde, 38’1 (%31.9) CG genotipinde,
8’inin de (%6.7) GG genotipinde oldugu saptandi. Erken baslangigl sizofreni hastalarinin ise
12’sinin (%63.2) CC genotipinde, 5’inin (%26.3) CG genotipinde, 2’sinin (%10.5) ise GG
genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunun ise 57’sinin (%53.8) CC genotipinde, 40’ min
(%37.7) CG genotipinde, 9’unun (%8.5) ise GG genotipinde oldugu saptandi. Genotip
dagilimlar1 agisindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p=0.344). Alel dagilimlar1 agisindan incelendiginde de benzer sekilde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p=0.323, Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 TLR3 rs3775291 polimorfizminin gizofreni hastalarinda hastaligin baslangi¢ yasi
bulgusu gbz Oniine alinarak genotiplerinin ve alellerinin kontrol grubuyla

karsilagtirilmasi
SNP Genotip Kontrol grubu Gee Erken P degeri

Baslangich Baslangich

cC 57 (%53.8) 73 (%61.3) 12 (%63.2)

CG 40 (%37.7) 38 (%31.9) 5 (%26.3) 0.344

rs3775291 GG 9 (%8.5) 8 (%6.7) 2 (%10.5)
(TLR3 C/G,T) Alel
C 154 (%72.6) 184 (%77.3) 29 (%76.3) 0.323
G 58 (%27.4) 54 (%22.7) 9 (%23.7) '
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rs3775291 gen polimorfizmi i¢in ailesinde sizofreni ve benzeri psikotik bozuklugu olan
sizofreni hastalarinin 15’inin (%60) CC genotipinde,7’sinin (%28) CG genotipinde, 3’iiniin
(%12) GG genotipinde oldugu saptandi. Ailesinde sizofreni ve benzeri psikotik bozukluk
Oykiisii olmayan sizofreni hastalarinin ise 71’inin (%61.7) CC genotipinde, 37’sinin (%32.2)
CG genotipinde, 7’sinin (%6.1) GG genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunun ise
56’sinin (%53.8) CC genotipinde, 39’unun (%37.5) CG genotipinde, 9’unun (%8.7) GG
genotipinde oldugu saptandi. Genotip dagilimlart acisindan incelendiginde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.225). Alel dagilimlari agisindan incelendiginde

de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.205, Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 TLR3 rs3775291 polimorfizminin sizofreni hastalarinda ailede psikotik ve benzeri
bozukluk olup olmamasi durumu g6z oniine alinarak genotiplerinin ve alellerinin
kontrol grubuyla karsilastirilmasi

Aile OyKisii Aile OyKisii

SNP Genotip Kontrol grubu v Yok P degeri
cc 56 (%53.9) 15 (%60) 71 (%61.7)
CG 39 (%37.5) 7 (%28) 37 (%32.2) 0.225
rs3775291 GG 9 (%8.7) 3 (%12) 7 (%6.1)
(TLR3 C/G,T) Alel
C 151 (%72.6) 37 (%74) 179 (%77.8)
G 57 (%27.4) 13 (%26) 51 (%22.2) 0:205

Gruplar arasinda genotip dagilimlari dominat ve resesif model esas alinarak da incelendi.
Gruplara bu bulgular yoniinden bakildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel agidan anlaml

fark saptanmadi (Cizelge 4.10, Cizelge 4.11).

Cizelge 4.10 TLR3 rs3775291 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin baslangig
yasina gore dominant ve resesif modelde genotiplerinin karsilagtirilmas.

) Kontrol Geg Erken
SNP Genotip P degeri
rs3775291 grubu Baslangich Baslangich
cC 57 (%538) | 73 (%613) | 12 (%63.2)
OD Model CG+GG 49 (%46.2) | 46 (%38.7) 7 (%36.8) 0.240
CC+CG 907 (%9L5) | 111 (%933) | 17 (%895)
OR Model GG 9 (%8.5) 8 (%6.7) 2 (%10.5) 0.931
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Cizelge 4.11 TLR3 rs3775291 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin ailede psikotik
veya benzeri bozukluk olup olmamasina gore dominant ve resesif modelde
genotiplerinin karsilastiriimasi.

SNP ] Aile OyKkisii Aile OyKkisii
Genotip Kontrol grubu
rs3775291 Var Yok P degeri
cc 56 (%53.8) 15 (%61.4) 71 (%61.7)
0.239
OD Model CG+GG 48 (%46.2) 10 (%40) 44 (%38.3)
CC+CG 95 (%91.5) 22 (%88) 108 (%93.9)
OR Model 0.472
GG 9 (%8.7) 3 (%12) 7 (%6.1)
45 GRUPLAR KLINIK BULGULARIN VARLIGI ACISINDAN

KARSILASTIRILDIGINDA TLR5 rs1861172 (TLR5 A/G) GEN POLIMORFiZMi
SONUCLARI

Sizofreni tanist alan hastalar; hastaligin baslangic yasi ve ailede sizofreni ve benzeri psikotik
bozukluk olup olmamasi durumu olmak tizere iki gruba ayrildi. rs1861172 gen polimorfizmi
sizofreni hastalarinda hastaligin geg¢ baslangi¢ yasina gore kontrol grubu agisindan incelendiginde
hasta grubunun 36’sinin (%30.3) AA genotipinde, 67’sinin (%56.3) AG genotipinde, 16’sinin
(%13.4) GG genotipinde oldugu saptandi. rs1861172 gen polimorfizmi sizofreni hastalarinda
hastaligin erken baslangi¢ yasina gore kontrol grubu agisindan incelendiginde hasta grubunun
6’smm (%31.6) AA genotipinde, 9’unun (%47.4) AG genotipinde, 4’iniin (%21.1) GG
genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunun ise 36’smin (%34) AA genotipinde, 55’inin
(%51.9) AG genotipinde, 15’inin (%14.2) GG genotipinde oldugu saptandi. Genotip dagilimlar
acisindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.566
Cizelge 4.12). Alel dagilimlan agisindan incelendiginde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmadi (p=0.587 Cizelge 4.12).

44



Cizelge 4.12 TLR5 rs31861172 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin baslangi¢ yasi
bulgusu g6z Oniine alinarak genotiplerinin ve alellerinin kontrol grubuyla

karsilastirilmasi.
. Geg Erken ..
SNP Genotip Kontrol grubu Baslangic Baslangi P degeri
AA 36 (%34) 36 (%30.3) 6 (%31.6)
AG 55 (%51.9) 67 (%56.3) 9 (%47.4) 0.566
(ﬁ_lggﬂ/?é) GG 15 (%14.2) 16 (%13.4) 4 (%21.1)
Alel
A 127 (%59.9) 139 (%58.4) 21 (%55.3)
0.587
G 85 (%40.1) 99 (%41.6) 17 (%44.7)

rs1861172 gen polimorfizmi sizofreni hastalarinda ailede sizofreni ve benzeri psikotik
bozukluk olmasi durumuna gore kontrol grubu agisindan incelendiginde hasta grubunun 9’unun
(%36) AA genotipinde,14’liniin (%56) AG genotipinde, 2’sinin (%8) GG genotipinde oldugu
saptandi. rs1861172 gen polimorfizmi sizofreni hastalarinda ailede sizofreni ve benzeri psikotik
bozukluk olmamasi durumuna goére kontrol grubu agisindan incelendiginde hasta grubunun
34’{niin (%29.6) AA genotipinde, 43’liniin (%54.8) AG genotipinde, 18’inin (%15.7) GG
genotipinde oldugu saptandi. Kontrol grubunun ise 35’inin (%33.7) AA genotipinde, 54’liniin
(%51.9) AG genotipinde, 15’inin (%14.4) GG genotipinde oldugu saptandi. Genotip
dagilimlar1 acisindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p=0.542, Cizelge 4.13). Alel dagilimlar1 agisindan incelendiginde ise gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p=0.624, Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 TLR5 rs1861172 polimorfizminin sizofreni hastalarinda ailede psikotik ve benzeri
bozukluk olup olmamasi durumu g6z oniine alinarak genotiplerinin ve alellerinin
kontrol grubuyla karsilastirilmasi

. . Aile Oykiisii
SNP Genotip Kontrol grubu Aile OyKkiisii Var Yok P degeri
0
AA 35 (%33.7) 9 (%36) 34 (%29.6)
AG 54 (%51.9) 14 (%56) 43 (%54.8) 0.542
rs1861172
GG 15 (%14.4) 2 (%8) 18 (%15.7)
(TLR5 A/G)
Alel
A 124 (9%59.6) 32 (%64) 131 (%57) 0.624
G 84 (%40.4) 18 (%36) 99 (%43) '
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Gruplar arasinda genotip dagilimlari dominat ve resesif model esas alinarak da incelendi.

Gruplara bu bulgular yoniinden bakildiginda da gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli

fark saptanmadi (Cizelge 4.14, Cizelge 4.15).

Cizelge 4.14 TLR5 rs1861172 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin baslangi¢
yasina gore dominant ve resesif modelde genotiplerinin karsilastirilmasi.

SNP Genoti Kontrol b Geg Basl Erken P Degeri
enoti ontrol grubu e¢ Baslangig egeri
rs1861172 P g & Baslangic &
AA 36 (%34) 36 (%30.3) 6 (%31.6)
OD Model 0.629
AG+GG 70 (%66) 83 (%69.7) 13 (%68.4)
AA+AG 91 (%85.8) 103 (%86.6) 15 (%78.9)
OR Model 0.664
GG 15 (%14.2) 16 (%13.4) 4 (%21.1)

Cizelge 4.15 TLR5 rs1861172 polimorfizminin sizofreni hastalarinda hastaligin ailede psikotik
veya benzeri bozukluk olup olmamasina gére dominant ve resesif modelde
genotiplerinin karsilagtirilmasi.

SNP y Aile OyKkiisii Aile OyKkisii
Genotip Kontrol grubu P degeri
rs1861172 Var Yok
AA 35 (%33.7) 9 (%36) 34 (%29.6)
OD Model 0.513
AG+GG 69 (%66.3) 16 (%64) 81 (%70.4)
AA+AG 89 (%85.6) 23 (%92) 97 (%84.3)
OR Model 0.784
GG 15 (%14.4) 2 (%8) 18 (%15.7)
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BOLUM 5

TARTISMA

Sizofreni, ¢ok yonlii patofizyolojiye sahip, karmasik ve fenotipik olarak heterojen bir
noropsikiyatrik bozukluktur (Owen et al. 2016). Sizofreni genellikle, haliisinasyonlar, sanrilar,
rahats1z edici duygular ve sosyal geri ¢ekilme gibi klinik semptomlar igerir. Ozellikle immiin,
metabolik ve endokrin sistemlerde bozulmalarin patogenezde rolii oldugu disiinilmiistiir
(Emsley et al. 2013). Sizofreni ile ilgili patofizyolojik calismalar, dopaminerjik ve
glutamaterjik norotransmisyon bozukluklarina odaklanmistir. Mevcut antipsikotik ilaglar
oncelikle norotransmiter dengesizliklerini hafifletir, ancak ¢ogu hastanin mevcut tedavi

rejimleriyle semptomlar yagamaya devam edebildigi goriilmiistiir (Chakos et al. 2001).

Farkli ¢aligmalar, bagisiklik sistemindeki diizensizlikler ile sizofreni patogenezi arasinda bir
baglanti oldugunu gostermistir (de Baumont et al. 2015). Erken gelisim evrelerinde akut
inflamasyonun ndronal gelisime engel olarak beyin disfonksiyonuna yol agtig1 6ne siiriilmiistiir
(Knuesel et al. 2014). Mikrobiyal enfeksiyon, programlanmis hiicre 6liimii, doku hasar1 ve
metabolik stres, immiin aktivasyonu tetikleyerek inflamatuar yanitlar1 baslatmaktadir (Jin and
Flavell 2013). PRR'ler, yabanci patojenlerden iiretilen PAMP'leri tantyan ve DAMP'ler ile
etkilesimler yoluyla endojen stres sinyallerini tespit eden savunma molekiillerinin ilk hattidir
(Kawai and Akira 2010). Baslica PRR'ler arasinda TLR'ler, C tipi lektin reseptorleri, retinoik
asitle indiiklenebilir gen 1 (RIGI) benzeri reseptorler, Nod benzeri reseptorler (NLR'ler) ve

sitosolik DNA sensorleri gosterilmistir (Takeuchi and Akira 2010, Zohaib et al. 2016).
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TLR'ler tip | transmembran proteinleridir ve insanlarda on fonksiyonel iiyeye (TLR1-TLR10)
sahiptirler (Akira et al. 2001). TLR'ler, insan merkezi sinir sisteminde biiyiik 6l¢iide ifade olur,
beynin gelisimi ve homeostatik islevlerinde ¢ok onemlidir (Kaul et al. 2012). Noérojenez,
aksonal biiyiime ve sinaptik yeniden modelleme dahil olmak {izere bir dizi ndroplastisite ile
ilgili siire¢, TLR sinyallesmesinden etkilenir. TLR sistemi regiilasyonundaki degisimlerin
ndroinflamasyona neden oldugu, noroplastisiteyi modiile ettigi, o6grenmeyi ve hafizay1

etkiledigi gosterilmistir (Okun et al. 2011).

Bu tez kapsaminda PCR-RFLP yontemi kullanilarak, TLR3’iin rs3775291 (C/G, T) ve TLR5’in
rs1861172 (A/G) polimorfizmlerinin sizofreni ile iliskisi arastirilmistir. Literatiirde bu iki
polimorfizmin sizofreni ile iliskilerinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Her iki
polimorfizm de NCBI-dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ 10.12.2020) veri tabanini
kullanarak genlerle ile iligkili MAF (mindr alel frekansi) degerlerine gore sizofreni toplumda
stk goriildiigiinden %5-%95 arasinda tutularak secilmistir. Bunun yani sira TLR3 rs3775291
polimorfizmi PolyPhen 2.0 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ 07.11.2020) ¢evrimigi veri
tabani kullanilarak, TLR5 rs1861172 polimorfizmi ise MirSNP
(http://bioinfo.bjmu.edu.cn/mirsnp/search/ 07.11.2020) veri tabani kullanilarak segilmistir. TL3
1$3775291 polimorfizmi PolyPhen 2.0 sonuglarina gore olasilikta zarar verici, SIFT sonuglarina
gore de hasar verici olarak bulunmustur. TLR5 rs1861172 polimorfizmi mirSNP sonuglarina
gore farkli miRNA’larin baglanmasini degistirdigi tespit edilmis olup hsa-mir-143-5p iizerinde
yiikseltici/baglanmayi arttiric etkiye sahip oldugu dikkat ¢ekmigtir.

Hsa-mir-143-5p,  hsa-mir-143’tin ~ olgun  hali  olup  (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=MI10000459 02.12.2020) son ¢alismalar, miR-143in no6ronal
farklilasma ve gelisimde rol oynadigini gostermistir. Ayrica miR-143"{in susturulmasinin kan-
beyin bariyerinin biitiinliiglinii metamfetamin gibi maddelerin etkilerine kars1 korudugunu
gostermigstir. Sizofrenide de etkisi bilinen dopamin reseptorlerinden dopamin 2 reseptoriiniiniin
de dogrudan hsa-mir-143 tizerinde etkisi oldugu bildirilmistir (Wang et al. 2019). Bu bilgiler
g6z oniinde bulunduruldugunda TLR5 rs1861172 polimorfizminin hsa-mir-143-5p iizerindeki
giiclendirici etkisi, bu polimorfizmin sizofreni yatkinligini etkileyebilecegini diigiindiirtmiistiir.
Ancak TLR5 rs1861172 polimorfizmi ile sizofreni arasinda anlamli bir iliski bulunmamuistir. Bu
durum TLR5 rs1861172 polimorfizmi ile TLR5 ekspresyonunda meydana gelen degisimin

bagka hiicresel mekanizmalarla tolere edilmesinden kaynaklaniyor olabilecegi gibi ¢alisilan

48



popiilasyon kaynakli da olabilir. Farkli popiilasyonlarda yapilacak ¢alismalar konunun

aydinlatilmasinda faydali olabilir.

TLR3'iin birgok yonden beyin fonksiyonunu etkiledigi gézlenmistir. TLR3'lin klasik antiviral
aktivitesi beyni ¢esitli norotropik viral enfeksiyonlardan korur, 6rnegin Herpes Simpleks virtisii
(HSV) ve Bat1 Nil viriisii (WNV) (Carty et al. 2014). Antiviral enfeksiyondaki roliine ek olarak,
TLR3 aktivasyonunun, noéral progenitdr hiicre proliferasyonunu ve dorsal kok gangliyon
noronlarinin aksonal biiyliimesini negatif olarak diizenleyerek norogelisimde de rol aldig
goriilmiistiir (Cameron et al. 2007, Lathia et al. 2008). Erken gelisim asamasinda viriis bulasi
veya sentetik bir dsSRNA olan poli (I: C) uygulamasi yoluyla TLR3 aktivasyonu, otizm veya
sizofreni gibi bir psikiyatrik bozukluk gelistirme olasiligini arttirmistir (Majidi et al. 2016).
TLR3 aktivasyonu ile indiiklenen periferik immiin yanitlarin noronal gelisim ve beyin

fonksiyonunun diizenlenmesinde rol oynadig: da 6ne stiriilmiistiir (Choi et al. 2016).

Yapilan bir ¢alismada TLR3 (Leu412Phe) rs3775291 polimorfizminin, IRF3 ve NFkB'nin
azalmig aktivasyonu ile iliskili oldugu ve IFN1 iiretiminin azalmasina neden olarak viral
proliferasyonu tesvik ettigi gOriilmiistir. Bu durumun gosterdigi sonug; TLR3
sinyallesmesindeki patofizyolojik faktorlerin anlasilmasiyla norolojik bozukluklarin 6nlenmesi
miimkiin olabilecegidir. Ciinkii TLR3'd hedeflemek, sitokinleri tek tek baskilamaktan ¢cok daha
verimli olabilir. Asilar, TLR aktivatorleri ile desteklenirse daha etkili olabilir ya da TLR3'lin
inhibisyonu, inflamatuar bozukluklara yol acan asir1 aktif dogal immiin yanitlarla miicadele
edebilir. TLR polimorfizmlerinin kapsamli analizi, daha iyi Onleyici stratejiler tasarlamada

degerli bilgiler saglayabilecektir (Verma et al. 2017).

Phe412 varyanti énemli hastalik fenotipleriyle iligkilendirilmistir. Alelik sikliginin astimli
popiilasyonlarda ve enteroviriis ile enfekte hastalarda anlamli olarak daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Cho ve arkadaslarinin yaptiklart ¢aligmada, TLR3 rs3775291'in mindr alelinin,
saglikli yenidoganlarda poli I:C stimiilasyonuna yanit olarak /F"Ny liretiminde azalma gosterdigi
belirlenmistir. Ayn1 ¢aligmada, heterozigot veya homozigot Phe412 varyantina sahip
yenidoganlardan alman kordon kani mononiikleer hiicrelerin, bu varyanta sahip olmayan
hiicrelere gore daha az IF'Ny lirettigi gosterilmis ve ayrica, l16sinden fenilalanine bir degisikligin
TLR3'lin islevini dnemli 6lgiide degistirdigi gosterilmistir (Cho et al. 2013). Ancak bizim
calisgmamizda sizofreni ile TLR3 rs3775291 polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki

bulunamamistir. Bu durum, protein yapisindaki 16sin fenilalanin degisikligin TLR3 islevini
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etkilese de bu etkinin sizofreni patogenezinde rol oynadigi ileri siiriilen immiin mekanizmay1

harekete gecirecek diizeyde olmayabilecegi ile agiklanabilir.

TLR'lerin enfeksiyon yoluyla feto-maternal bagisiklik sisteminde siirekli aktivasyonunun,
gebeligin  sonucunu etkiledigi ve yavrularda davranis anormalliklerine neden oldugu
gosterilmistir (De Miranda et al. 2010, Abrahams et al. 2004). TLR sinyalinin plasenta ve fetiisii
olumsuz etkiledigi potansiyel mekanizmalardan biri, sitokinlerin ve anti-mikrobiyal faktorlerin
iretilmesidir (Koga and Mor 2010). Bir ¢ok c¢alismada, plasental TLR aktivasyonunun,
preeklampsi de dahil olmak iizere c¢esitli obstetrik komplikasyonlarla iligkili oldugu
gozlenmistir. Preeklampsi, sizofreni i¢in Onemli risk olusturan en yaygin obstetrik
komplikasyonlar arasinda yer almaktadir (Pineda et al. 2011, Koga and Mor 2010, Chatterjee
2012). TLR3 genindeki polimorfizmlerin Cin Han popiilasyonunda preeklampsi ile iliskili olup
olmadigini arastiran bir ¢aligmaya 987 hasta ve 1227 saglikli gebe kadin katilmis ve TLR3
rs3775291 ve rs3775296 polimorfizmleri ile preeklampsi arasindaki iligki incelenmistir. Bizim
caligmamizla benzer sekilde bu ¢alismada da rs3775291 ve rs3775296'nin genetik dagiliminda

vakalar ve kontroller arasinda énemli bir fark tespit edilmemistir (Chen et al. 2015).

Bir baska ¢aligmada ise Kibris popiilasyonunda Multipl skleroz (MS) tanis1 alan hastalar, TLR3
polimorfizmleri agisindan saglikli kontrolle kiyaslandiginda rs3775291 (Leu412Phe)
polimorfizmi i¢in gruplar arasinda alel dagilimi agisindan onemli bir farklilik oldugu
gozlenmistir (p=0.021). Bu durum TLR3 missense mutasyonu rs3775291 ile MS arasinda olasi
bir iligkiyi gostermis (Deeba et al. 2019) olup rs3775291 polimorfizminin patogenezinde

inflamasyonun etkin oldugu merkezi sinir sitemi hastaliklarindaki 6nemine isaret etmektedir.

Hem hayvan caligmalar1 hem de klinik ¢alismalar, sizofreni ve bipolar hastalikta stresin
bagisiklik tepkisini etkileyebilecegini gdstermistir. Tekrarlanan sosyal yenilginin sebep oldugu
stresin, dalak makrofajlarinin bakterisidal aktivitesini ve TLR2 ile TLR4 ekspresyonunu
arttirdig1 bildirilmistir. Aktive olan bu hiicrelerde TLR aktivitesinin sitokin salinimini arttirdigi
goriilmiistiir. Ayrica plazma sitokinlerinin sizofreni ve bipolar hasta kohortunda yiiksek oldugu
gosterilmistir ve bu durum bu hastalarda TLR aktivitesindeki artisin sebebinin sitokinlerle

baglantili oldugunu agiklamistir (McKernan et al. 2011).

Bipolar hastalig1 ile TLR4 geninin promotdr, ekson ve 3’ UTR'sinde bulunan genetik

polimorfizmler arasindaki iliski de incelenmistir. Hem promotor TLR4 rs1927914 A hem de 3’
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UTR TLR4 rs11536891 T alellerinin bipolar hastaligi ile iligkili oldugunu bulunmustur. Bu
sonu¢ TLR4 ekspresyonunda potansiyel transkripsiyonel ve post transkripsiyonel degisikliklere

isaret edebilecegi one siiriilmiistiir (Oliveira et al. 2014).

Kore popiilasyonunda ise sizofreni ile TLR2 rs3804099 ve rs3804100 polimorfizmleri
arasindaki iliski arastirilmistir. Caligsma icin 208 sizofreni hastasi ve 305 saglikli kontrol grubu
secilmistir. Bu calismada da bizim c¢alismamizla benzer sekilde TLR2 genotip ve alel
frekanslar ile sizofreni arasinda bir iliski olmadig1 gosterilmistir (Kang et al. 2013). TLR
polimorfizmleri ile sizofreni arasindaki iliskinin anlasilabilmesi i¢in ¢alismalarin farkli

poptilasyonlarda daha ¢ok sayida bireyle tekrarlanmasi gerekmektedir.

Sizofreni hastalariin monositlerinde TLR3 ve TLR5'in mRNA ekspresyonunun down
regiilasyonu da bildirilmistir. Bu bulgular, sizofrenide TLR'ye bagli bozulmus, monosit aracili
dogal bagisiklig1 gostermistir (Chang et al. 2011). TLR'lerin taninmasi, MyD88’i ardindan B
hiicrelerini aktive eder. Ardindan NFkB ve MAPK yolaklari aktiflesir, bu da 6zellikle I1L1, IL6,
IL8 ve TNFa gibi inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonuna yol agar (Zhao et al.
2019). Sizofreni hastalarinin tam kani ile yapilan in vitro bir ¢alismada, farkli TLR agonistleri
(TLR2, TLR4, TLR8, TLR9 agonistleri) uygulanmis sizofreni hastalari hiicrelerinden, saglikli
bireylerin hiicrelerine gore daha yiiksek oranda IL1p, IL6 ve TNF-a, IL8 salinim1 gézlenmistir
(McKernan et al. 2011). Yapilan baska bir ¢aligmada ise sizofrenide IL2 ve 1L12 gibi Thl
sitokinlerinin azaldig1, IL10 gibi Th2 sitokinlerinin arttig1 goriilmiistiir (Kim et al. 2002). Ayrica
sizofreni hastalarinda beyin omurilik sivisinda, IL6, IL12, TNF-a, IL1S ve IFNy qgibi
proinflamatuar sitokinlerin arttig1 da bildirilmistir (Na et al. 2014). Sizofreni patogenezinde
sitokinlerin bu rolii g6z Oniline alinarak sizofreni ile c¢esitli sitokin gen polimorfizmleri

arasindaki iliski de arastirilmistir.

IL1p ve NRG1, merkezi sinir sisteminin gelisiminde 6nemli bir role sahiptir. 113 Finli sizofreni
hastasinda ve 393 saglikli kontrolde 7L/ -511 ve NRG1 SNP8NRG221533 polimorfizmleri
incelendiginde sizofrenide /LI ve NRG1 genleri arasinda bir etkilesim oldugu ayrica ILIp -
511 polimorfizminin de sizofreni baslangi¢ yasi ile iliskisi oldugu goriilmiistiir (Hanninen et al.
2007). Farkli olarak IL1 geni ile sizofreni arasindaki iligkiyi arastiran bagka bir bagka calismada
ILIRA, ILla -889 C/T ve IL1f +3953 C/T polimorfizmleri arastirilmis, genotip ve alel
dagilimlar acisindan sizofreni hastalari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmamistir (Saiz et al. 2006).
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Japan popiilasyonunda da IL2 ve IL4 polimorfizmlerinin sizofreni ile iligkisi arastirilmistir. 1L2
(rs2069772, rs2069763, 2069762) ve IL4 (rs2243250, rs2227282, rs2243267, rs2243283)
polimorfizmleri ile sizofreni arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki bulunmamistir. Bu
calisma, IL2 ve I1L4 polimorfizmlerinin Japon popiilasyonunda sizofreni patogenezine katkida
bulunmadigini géstermistir (Watanabe et al. 2008). Ancak Alman popiilasyonunda Schwarz MJ
ve arakadaglari tarafindan yapilan ¢alismada IL2 (rs2069762) -330 TT genotipinin ve IL4
(rs2243250) -590 CC genotipinin sizofreni ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Schwarz et al.
2006).

Tiirkiye'nin Dogu Anadolu Bolgesi Elazig ili popiilasyonunda sizofreni tanisi almisg 171 hasta
ve 168 saglikli kontrolde IL10 promoter bolgesindeki -1082 (rs1800896), -819 (rs1800871) ve-
592 (rs1800872) pozisyonlarindaki polimorfizmler incelendiginde, -592 A/C polimorfizminin
(p = 0.048) hem allelik hem de genotipik frekanslarinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
oldugu bildirilirken (Ozbey vd 2009), Polonya popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada ise
sizofreni hastalarinda IL10 (rs6676671, rs1800890, rs1800871, rs1800896 ve rs1800872) ve
ILI0RA (rs2229113 ve rs3135932) genlerindeki polimorfizmler analiz edildiginde, IL10 ve
IL10RA polimorfizmleri ile sizofreni arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir (Kapelski et al.
2016).

Benzer sekilde /FNy (+874 A/T) gen polimorfizmi ile sizofreni arasindaki iliski Tunus
popiilasyonunda incelendiginde sizofreni hastalarinda TT genotip ve T alel frekanslarinin
arttig1 gosterilirken (Jemli et al. 2017), Frydecka D ve ark. tarafindan Polonya’da yapilan
calismada [IFNy (+874 A/T) gen polimorfizmi ile sizofreni arasinda anlamli bir iliski
bulunamamistir (Frydecka et al. 2013).

Sitokin gen polimorfizmleri ile sizofreni arasindaki iligkiyi arastiran bu ¢alismalar arasindaki
bu farkhiliklar sizofreninin etnik varyasyon gosterdigini ve ¢alismanin farkli popiilasyonlarda

tekrarlanmasi gerektigi fikrimizi desteklemistir.

Bizim c¢alisgmamizdan farkli olarak TLR polimorfizmlerinin baska hastaliklarla da iliskileri
bulunmustur. TLR3 rs11721827 rektal kanseri, TLR3 rs3775292 ve TLR4 rs11536898 kolon
kanseri ile iliskilendirilmistir (Slattery et al. 2012). TLR3 ekson 299698 T/G, 293248 A/A ve
299698 T/T SNP'leri, Japon popiilasyonunda Stevens-Johnson sendromu ile iliskili
bulunmustur (Ueta et al. 2007). TLR3 rs1879026 (G/T), Hepatit B viriisii ile enfeksiyonun artan
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prevalansiyla baglantili bulunmustur ve bu durum TLR3 genindeki genetik varyasyonlarin
Hepatit B enfeksiyonunun sonucunu etkileyebilecegini diisiindiirmiistiir (Al-Qahtani et al.
2012). rs13126816 ve rs3775291 TLR3 SNP'leri, insan herpes simpleks viriisii tip 2
enfeksiyonlarinin azalan insidansi ile iliskilendirilmistir, bu da bu SNP’lerin varliklarinin
direng saglayabilecegini diistindiirmiistiir (Svensson et al. 2012). TLR3 geninin promoter
bolgesindeki 705 A/G alelindeki polimorfizmin, Hindistan popiilasyonundaki bireyleri Hepatit
C ile enfeksiyona yatkin hale getirdigi bulunmustur (Medhi et al. 2011). Buna Karsilik, Alman
hastalarda rs5743305 promoter polimorfizmi ve rs3775291 SNP ile kronik hepatit C'nin klinik
parametreleri arasinda herhangi bir iliski bulunmamistir (Askar et al. 2009). Bu calismalar,
TLR3 gen varyasyonlarinin, konak¢inin farkli bulasici ve inflamatuar hastaliklara duyarliligini
degistirdigini gostermistir (Medvedev 2013). TLR5'in ligand baglama alanindaki bir
polimorfizm olan 392 STOP, Legionella pneumophilanin neden oldugu pndémoniye
duyarliligin artmas ile iliskilendirilmistir. Ayrica, bu polimorfizm yakin zamanda erken
dogmus bebeklerde bronkopulmoner displazi ile iliskilendirilirken, Crohn hastalig1 ile negatif
korelasyon gostermistir (Hawn et al. 2003). TLR5'te rs10737416, TLR6'da rs6531656 ve
TLR10'da 1s337629 polimorfizmleri, Fin popililasyonunda hematopoietik kok hiicre
transplantasyonundan sonra akut graft versus host hastaligi olusumu ile iliskilendirilmistir

(Sivula et al. 2012).

Bizim c¢aligmamiza benzer olarak ndropsikiyatrik hastaliklarla TLR polimorfizmleri arasindaki
iliski farkli popiilasyonlarda arastirilmistir. Alzheimer hastaligi ile TLR2 rs1898830, rs11938228,
rs3804099, rs3804100, rs7656411 polimorfizmleri arasindaki iligski Cin Han popiilasyonuda, 785
bireyin katildigi bir vaka-kontrol ¢alismasinda arastirilmistir. Kontrol grubuna kiyasla hasta
grubunda genotip ve alel frekanslarinda anlamli bir sonug elde edilememistir (Yu et al. 2011).
Parkinson hastalig1 ile TLR9 rs187084 ve rs352140 polimorfizmlerinin iligkisini aragtiran bagka
bir calismaya 380 hasta, 380 saglikli birey katilmistir. Cin Han popiilasyonunda gergeklestirilen
bu ¢alismaya gore TLR9 polimorfizmlerinden yalnizca rs352140 hasta bireylerde kontrol grubuna
kiyasla anlamli bulunmustur (Zhu et al. 2016). Yunan popiilasyonunda Parkinson hastaligiyla
TLR9 -1237 T/C (rs5743836) ve TLR2 -194, -174 del (rs111200466) polimorfizmlerinin iliskisi
arastirilmigtir. 215 hasta, 118 saglikli bireyle karsilastirildiginda TLR9 -1237 T/C genotipleri ve
alelleri igin istatistiksel olarak 6énemli bir fark bulunmamistir. TLR2 -196, -174 del polimorfizmi
ile ilgili olarak, del/del genotipi ve del aleli, kontrollere kiyasla hasta grubunda daha fazla
olmasina ragmen bu sonug da istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p = 0.087) (Kalinderi et
al. 2013).
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TLR3 ve TLR5 polimorfizmleri siklikla viral enfeksiyonlarla iliskilendirilmistir. Geligimin
erken evrelerindeki enfeksiyonlar, ¢ocukluk ¢agi travmalari, ailede noropsikiyatrik bozukluk
Oykiisii gibi durumlarla ilgili artan kanitlar g6z Oniinde bulunduruldugunda TLR’ler ile
sizofreni arasindaki iliskiyi arastiran farkli etnik popiilasyonlarda daha biiyiik 6rneklem sayisi
iceren caligmalarin hastaligin  patogenezinin aydinlatilmasina katkida bulunabilecegi

diistiniilmektedir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Sizofreni, niifusun yaklasik % 1'ini etkiler, ancak etiyolojisi tam olarak anlasgilamamistir.
Sizofreni belirtileri ‘pozitif’, ‘negatif” ve ‘bilissel’ kategorilere ayrilabilir. Bu belirtiler
genellikle haliisinasyonlar, sanrilar, rahatsiz edici duygular ve sosyal geri ¢ekilme gibi klinik
semptomlari igerir. Sizofreni her toplumda goriilmektedir. Hastaligin baslangici, genellikle
erken ergenlik yillarinda baglar. Hayat boyunca goriilme sikligi insan hayatinin herhangi bir
zamaninda baglamak {izere genel popiilasyonda %0.5-1'dir. Kadinlar ve erkekler arasinda
hastaligin siklig1 bakimindan biiyiik bir fark goriilmemekle birlikte kadinlarda baslangig yasi
(26-32), erkeklerdeki baslangi¢ yasindan (20-28) daha ge¢ olmakta ve genellikle erkeklere gore
hastaligin seyri daha iyi bir gidis gostermektedir. Erken yaslarda baslayan sizofreni

tizerinde kalitimin daha 6nemli bir etken oldugu diisiiniilmektedir.

Sizofreni psikozunda dogustan gelen bagisiklik sisteminin aktivasyonuna dair artan kanitlar
vardir ve sitokinlerin rolii yaklasik yirmi yil 6nce 6nerilmistir. Cok sayida ¢alismanin analizi,
anti-psikotik ilk atak psikozunun ve akut psikotik niiksiin, /LIS, IL6, TNFo gibi artmis
proinflamatuar sitokin serum diizeyleriyle iliskili oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica sizofreni

hastalarinin serebrospinal sivisinda /L1 ve IL6 diizeylerinin ylikseldigi bildirilmistir.

Dogustan gelen bagisiklik, spesifik olmayan homeostatik yanittir. Yanit, memeli hiicrelerinde
degil, PAMP’lar1 saptayan, patern tanima reseptorleri olan TLR ailesi tarafindan baglatilir. Bu
paternler, CNS homeostazin1 diizenleyebilen ve hatta patolojiyi tesvik edebilen karmagik bir
proinflamatuar kaskadi tetikler. Toll-benzeri reseptorler, immiin hiicrelerde ve farkli tiplerde
CNS hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir. Bu yaygin dagilim, TLR'lerin patojen ile
iligkili olmayan CNS hastaliklar1 veya yaralanmalarinda, hasarli dokulardan salinan DAMP’leri

taniyarak diger rolleri oynadigini gosterir.
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Bu reseptorler, insanlarda on iiyeden (TLR 1-10) olusur ve hem bakterilerin hem de viriislerin
cesitli bilesenleri tarafindan aktive edilir, Ornegin TLR4, gram-negatif bakterilerde
lipopolisakkaridi baglar ve TLR7, virlislerin yan1 sira tek iplikli RNA'y1 (ssRNA) baglar.
Hiicresel baglamda, bunlar hem hiicre zarinda (TLR 1, 2, 4, 5 ve 6) hem de hiicre i¢i
endozomlarda (TLR 3, 7, 8 ve 9) bulunur. TLR'ler ¢esitli hiicre tipleri iizerinde bulunur ve
mukozal yilizeylerde (6rnegin, kolonik ve bronsiyal epitelyum) ve ayrica periferal kandaki

monositik hiicrelerde yiiksek sayida bulunur.

Yapilan bir ¢alismada sizofreni hastalarmin monositlerinde TLR3 ve TLR5'in mRNA
ekspresyonunun down regiilasyonu bildirilmistir. Bu bulgular sizofrenide TLR bagimli monosit
aracili dogal bagisiklig1 gostermektedir. TLR'ler aktive oldugunda, proinflamatuar sitokinlerin
iretimini saglayan bagisiklik ve glial hiicrelerde karmagik bir hiicre i¢i haberci kaskadi
baglatirlar. TLR'ler konservatif olarak periferik immiin regiilasyonda yer almazlar, ancak
saglikli ve hastalikli beyindeki 6grenme, bellek, ndroplastisite, duygudurum diizenlemesi,
cesitli noroinflamasyon ve norodejenerasyonda Onemli bir rol oynarlar. Sizofreninin
etyolojisinde TLR'lerin potansiyel rolii hakkinda bilgi eksikligi olmasina ragmen, TLR'lerin
prenatal enfeksiyon, inflamasyon, obstetrik komplikasyon, oksidatif/nitrozatif stres,
norodejenerasyon ve bilissel rolii hakkindaki birgok ¢alisma, TLR sisteminin sizofreni
patogenezine katkida bulunabilecegini gostermektedir. Calismamizda sizofreni ile TLR3
rs3775291 (C/G, T) ve TLR5rs1861172 (A/G) gen polimorfizmleri arasindaki iliski aragtirilmig

olup elde edilen sonuglar asagida siralanmistir:

1. TLR3rs3775291 (C/G, T) gen polimorfizmi i¢in genotip (p=0.494) ve alel frekanslari
(p=0.250) ag1sindan sizofreni hastalar1 ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunamamustir.

2. TLR5rs1861172 (A/G) gen polimorfizmi i¢in genotip (p=0.875) ve alel frekanslar1 (p=0.756)
acisindan sizofreni hastalar1 ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulunamamustir.

Yaptigimiz bu g¢alisma sonucunda rs3775291 ve rs1861172 polimorfizmlerinin sizofreni
patogenezinde etkin bir roliiniin olmadigin1 géstermistir. Sizofrenide rs3775291 ve rs1861172
polimorfizmlerinin etkisinin arastirildigi ilk ¢alisma olmasi nedeniyle galismanin daha g¢ok
saylda hasta ve saglikli bireyle tekrar edilmesi faydali olacaktir. Ayrica aragtirmanin farkli etnik

gruplarda da tekrarlanmasi onerilmektedir.
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