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OZET

Son yillarda sizofreninin patofizyolojisinde serbest oksijen radikallerinin
¢ok 6nemli fonksiyonu olduguna dair bir hayli delil bulunmustur. Bu bulgulardan
hareketle bu galigma viicutta antioksidan sistemin 6nemli bir {iyesi olan mangan
stiperoksit dismutaz (Mn-SOD) geninin polimorfizmi (Ala-9Val) ile sizofreni
arasinda bir iligski olup-olmadifin1 aragtirmak amaciyla yapildi. Calismaya DSM-
IV tami kriterlerine gére sizofreni tanisi alan 153 hasta ve 196 saglikhh goniilld
alindi. Hasta ve kontrol grubu cinsiyet ve yas bakimmdan benzerdi. Calismada
Mn-SOD geninin fonksiyonel polimorfizmi olan Ala-9Val polimorfizmi ¢alisildi.
Hastalar sizofrenin klinik alt tiplerine gére 3 alt gruba [paranoid sizofreni (n=81),
disorganize gizofreni (n=32) ve rezidiiel sizofreni (n=35)], tardiv diskinezi tag1yip
(n=23) tapimamasmna (n=130) goére iki alt gruba, kullandiklar1 antipsikotik
ajanlarin klorpromazin esdegerligine goére iki alt gruba (300 mg/giin alt1 ve istii,
ayrica 400 mg/giin alt1 ve istil) ve aynca cinsiyetlerine gore de iki alt gruba
ayrildi.

Sizofreni ve kontrol gruplari arasinda allelik veya genotipik dagilim
acisindan 6nemli farkliliklar tespit edildi. Sizofrenide genomik dagilimlar
[Ala/Ala 14 (%9.2), Ala/Val 106 (%69.3) ve Val/Val 33 (%21.6)] kontrol grubuna
gore [sirasiyla 46 (%23.5), 83 (%42.3) ve 67 (%34.2)] anlaml sekilde farkli idi
(p<0.0001) (rakamlar hasta sayisim gostermektedir). Ayrica tardiv diskinezi olan
hastalarda Ala alleli diigiik siklikta bulundu. Fakat bu farklilik istatistiksel olarak

anlamli degildi (p>0.05).



Bulgularimiza gore toplumumuz i¢in Ala/Val genotipini tagimanin
sizofreniye yatkinlik olusturdugu sdylenebilir. Ayrica sonug¢larimiz —9Ala Mn-
SOD allelinin viicudun oksidatif strese karsi korunmasinda ve aym zamanda
sizofrenik bireylerin tardiv diskineziden korunmasinda yardimci bir faktor
olabilecegini  gostermektedir. Mn-SOD gen polimorfizmi sizofreninin
semptomatolojisini  (klinigini) etkileyebilecegi icin daha genis bir hasta
populasyonunda tardiv diskinezi ile iligkisinin aragtinlmasina gereksinim
bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Mangan siiperoksit dismutaz, gen polimorfizmi,

sizofreni.



ABSTRACT

There are great evidences in recent years that free oxygen radicals play an
important role in the pathophysiology of schizophrenia. The present study was
performed to assess whether there is genetic association between a functional
polymorphism (Ala-9Val) in the human manganese superoxide dismutase (Mn-
SOD) gene in schizophrenic patients (n=153) and healthy controls (n=196). The
patients and controls were divided into two groups according to their gender to
investigate the genomic polymorphism of Mn-SOD. Patients were also divided
into two groups according to their semptoms having tardive dyskinesia (n=23) or
not (n=130); three groups according to the subtypes of schizophrenia as paranoid
schizophrenia (n=81), disorganized schizophrenia (n=32), and residual
schizophrenia (n=35); two groups according to their antipsychotic drug doses as
chlorpromazine equivalent (more and less than 300 mg/day, more and less than
400 mg/day).

Significant differences in the allelic or genotypic distribution between
schizophrenics and controls were observed. Ala/Ala 14 (%9.2), Ala/Val 106
(%69.3), and Val/Val 33 (%21.6) genomic distrubition in schizophrenia was
different from those of controls (46 [%23.5], 83 [%42.3], and 67 [%34.2],
respectively) (p<0.0001) (digits represent the number of patients). Decreased Ala
allele was found among patients with tardive dyskinesia showing no statistically
significant differences (p>0.05).

These results suggest that —9Ala Mn-SOD allele may play a role in

protecting the body against oxidative stress in schizophrenia and susceptibility to



schizophrenia. According to our findings, it can be suggested that Ala/Val
genotype can make our population more vulnerable to schizophrenia. On the other
hand, -9Ala Mn-SOD allel seems to be a important factor to be protecting of the
body from oxidative stress and protecting of schizophrenic patients from tardive
dyskinesia. Since Mn-SOD gene polimorphism may affect the symptomatology
(clinic) of schizophrenia, the relationship between this polimorphism and tardive
dyskinesia needs to be studied in a larger cohort.

Key words: Manganese superoxide dismutase, gene polymorphism,

schizophrenia.



3. GIRIS

3.1. Sizofreni

3.1.1. Sizofreninin tanimi

Sizofreni, varsam ve sanrilara eslik eden davramis bozukluklarinin
gorildiigl, kisinin kendine 6zgii bir ice-kapanim diinyasina ¢ekildigi ruhsal bir
bozukluktur. Erken yaslarda baslayarak hayat boyu devam eden, kotii seyirli ve
kisilik yikilmasi ile kendini gosteren bir hastaliktir (98). Semptomlan bakimindan
heterojen ozellikler gosterir ve yasam boyu yayginlig: yaklasik %1°dir (158). Cok
uzun zamandir sizofreninin ailesel gecis gosterdigi bilinmekteydi. Ancak
kalitimsal faktérlerin 6nemi yapilan ikiz, evlat edinme ¢alismalarindan elde edilen
bilgiler ile anlagilmistir. Aile, ikiz, evlat edinme c¢aligmalari sizofreninin
etiyolojisinde genetik faktorlerin varligim1 gostermektedir; fakat yapilan analizler
bu gecisin Mendelian modelini gostermekte yetersiz kalmaktadir. Bir diger
deyisle, kalihm sekli kompleks ve non-mendeliyandir. Sizofreninin ailesel
yiikliliiglinin bir gene mi, birka¢ gene mi, yoksa ¢ok daha fazla sayida gene mi
bagli oldugu sorusunun yanit1 da halen ¢ok agik degildir:

3.1.2. Sizofreninin alt tipleri

Sizofreninin alt tiplerine yo6nelik ilk ¢aligmalar c¢ok eski tarihlerde
yapilmustir. Kraepelin’s kitabinin 1899 baskisinda hebefreni, katatoni ve paranoid
demans olmak iizere 3 tipte hastalik tarif edilmistir: (147). Klasik tip sizofreninin
siniflandiniimas: i¢in zamanla hastalifa birbirinden farkli bakis agilari igeren
ozellikler ortaya atilmuistir. Bir grup aragtirici sizofrenleri negatif ve pozitif

semptom gostermelerine gore iki simufa aymrken daha bagka aragtiricilar



patofizyolojisine gore Tip I ve Tip II seklinde simflandirmiglardir (31). Bu sekilde
bir simflamadan sonra asil olarak akut ve kronik sizofreni smiflamasinda
hastalifin baglangig sekli ve klinik gidisati dikkate alinarak simiflandirmalara
gidilmigtir. Yukarida bahsedilen, semptomlarin &zelliklerine gére yapilan
siniflama zamanla yerini psikopatoloji, kisilik 6zellikleri, sosyal fonksiyonlardaki
lgtitler ve bozukluklara gore yapilan siniflamaya birakmistir. Akut bir baslangica
sahip sizofreni hastalifinin seyri Onciil bulgularla baslayana g6ére daha hafif
seyretmektedir. Hastanin yasi, cinsiyeti, baskin semptomlarin niteligi, ailede
bagka hastanin olup-olmamasi ve sosyal desteginin bulunup-bulunmamasi
" hastaligin seyrini etkilemektedir. Sizofreninin baslangici her zaman giiriiltiilii
belirtilerle olmayabilir, sinsi baslangigh da olabilir. Bu tip hastalarin taninmasi
nispeten daha zor olabilmektedir. Hastalifin belirti yelpazesi ¢ok genistir. Bir
belirtinin kiimelendigi hastalarin seyri ile bagka belirtilerin kiimelendigi hastalarin
tanis1 aym olmakla birlikte seyri farkli olabilir. Omek olarak paranoid alttip
disorganize alttipe gore daha iyi bir prognoza sahiptir. Amerikan Psikiyatri
Birliginin tam simflamasina gore, (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders IV) (DSM-IV) sizofreninin 5 klinik alttipi bulunmaktadir: paranoid,
disorganize, rezidiiel, farklilagmamis ve katatonik tip sizofreni (76).

3.1.3. Sizofreni hastahifimin etyopatogenezi ile ilgili ileri siiriilen
teoriler

Sizofreni i¢in giinlimiize kadar birbirinden farkli birgok patofizyolojik
teori ortaya atilmigtir, halen de vyeni teoriler {iretilmektedir. Merkezi
noérotransmitter sistemlerinde ve néropeptidlerde degisiklikler, viral enfeksiyonlar,

otoimmiin fonksiyon bozukluklari, anormal prostaglandin sentezi ve daha birgok



teori ileri siirlilmiistiir. Bunlarin iginde en ¢ok ¢alisilan ve asama olarak belli bir
diizeye gelinmis olan hipotez “dopamin hipotezi”dir. Yukarida sayilan
hipotezlerin higbiri sizofreninin etyolojisini ve ortaya ¢ikan bulgular tam olarak
izah edememektedir. Bunun da sebebi hastahiin etyopatogenezindeki
heterojenliktir (97). Daha da onemlisi sizofreni hakkinda bugiine kadar yapilan
norokimyasal ve noroendokrin calismalar toplu olarak degerlendirildiinde ¢ok
biiytik bir veri havuzunun olustufu ama bunlann sentezi yapildiginda derli toplu
herhangi bir teori ortaya ¢ikmadif goriilmektedir.

Literatiirde tedavi edilmemis sizofreni hastalarimin beyninde monoamin
metabolizmasinin bozulduguna dair bazi bulgular vardir (32,91,118). Bu
hastalarin beyin dokusunda dopaminerjik iletinin degistigi ileri siiriildiigiinden
Ozellikle prefrontal kortekste yogunluk gdsteren dopamin néronlarimin sizofreni
patogenezinde fonksiyon gorebilecegi  belirtilmigtir. Dopamin, tirozin
aminoasitinden elde edilen bir katekolamin oldugundan bu konudaki deneysel
caligmalar beyin tirozin dizeylerindeki degismelerin prefrontal korteksten idare
edilen bazi fonksiyonlar: etkiledigini g6stermektedir (149). Sizofeni hastalarinin
beyin-omurilik sivisinda (BOS) dopaminin metaboliti olan homovalinik asitin
(HVA) miktar1 olgtilmiis ve saghkli bireylerle karsilastinldifinda azaldig:
bulunmustur (160). Buna karsilik yapilan aragtirmalarda plazma HVA diizeyinin
sizofreni hastalarinda konrol grubuna gére &nemli 6l¢iide arttigi bulunmugtur
(148). Beyin omurilik sivisindaki HVA’nin beyinden kaynaklandifi gozoniine
alindiginda akla gelecek ilk olasilik merkezi dopamin metabolizmasinda azalma
(dolayistyla miktarinda artma) oldugudur. Diger bir deyisle bu hastalarda

dopaminerjik hiperaktivite s6zkonusudur. Geleneksel antipsikotiklerin dopamin



reseptorlerinin blokaji {izerinden etki ettifi uzun zamandan beri bilinmektedir.
Ayrica D2 reseptor blokaji ile ilag etkinligi arasinda bir iligki bulundugunun
ortaya konmast ile sizofrenide dopamin teorisi kuvvet kazanmigtir. D2 reseptor
blokaj1 daima prolaktin sekresyonunun stimulasyonu anlami tagidigindan bu defa
da sizofrenide prolaktin eksikligi teorisi ortaya atilmistir. Glintimiize kadar hi¢bir
aragtirict prolaktinin antipsikotik etkinlige katki yaptign seklindeki bir ihtimali
ekarte edememistir (55). Diger taraftan N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptér
antagonistleri kullanilan gizofreni hastalarinda psikotik semptomlarin alevlenmesi,
sizofrenide glutamaterjik sinir iletisinde hipofonksiyon oldugu hipotezinin ortaya
atilmasina sebep olmustur (68). Buna ilave olarak ayrica sizofreni hastalarinin
hipokampiisinde glutamat reseptér alt tiplerinin ekspresyonunun degistigi
gosterilmigtir (96). Bu baglamda en son olarak ileri siriilen teorilerden biri,
sizofreni hastalarimin hipokampiisiinde glutamaterjik noronlarda herhangi bir
kayip degil de fonksiyonel bir adaptasyon oldugu yoniindedir (48). Sizofrenide
serotonerjik sistemde bozukluk oldugunu gostermek igin One siiriilen bulgular
sOyle siralanabilir:

a) Kronik sizofrenlerde, kanda ve trombositlerde serotonin miktarlarinda, BOS’ta
da 5- hidroksi indol asetik asit (5-HIAA) degerlerinde artig goriiltir. Akut ve
paranoid hastalarin BOS 5-HIAA degerlerinde ise diisme goriiliir.

b) Bilgisayarl: tomografide (BT) kortikal atrofi ve artmi§ ventrikiil beyin orant
(VBR) gosteren hastalarla ajitasyon halinde bulunan hastalar diigiik BOS 5-HIAA
degerlerine sahiptir.

¢) Sizofreni hastalarinda ve akrabalar gizofreni hastas: olup kendileri normal olan

kisilerde, BOS 5-HIAA degerleri ya yiiksek ya da diisiik bulunmaktadir (24).



Ayrnica sizofrenide noradrenerjik sistem ile GABAerjik sistem de etyolojide
suclanmaktadir.

Mitokondride sentez edilen ve hentiz fonksiyonu tam olarak bilinmeyen ve
glinlimiizde néronal patolojilerde miktarimin degistigi tesbit edilmis olan N-asetil
aspartatin diizeyi sizofreni hastalarinda diigiik bulunmustur. Bunun sizofreni ile
baglantis1 bulunan prefrontal fonksiyon anormallikleri ile iligkisi oldugu
disiiniilmektedir (157). Son yillarda sizofrenide membran anormallikleri ile iigili
birgok hipotez ortaya atilmis olup, bunlarla ilgiliilk ayrintili derleme Horrobin ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmigtir (56). Buna gore membran fosfolipidlerinde
azalma, fosfolipid yapilarinda bozulma ve bunlarin sonucu olarak membran
fonksiyonlarinda normale gore Onemli degismeler meydana gelmektedir.
Membran yapilarinda yapisal ve ozellikle de fonksiyonel proteinlerin c¢ogu
lipidlerin i¢inde gémiilit durumda oldugundan lipidlerle ilgili her tiirlii bozukluk
bu proteinlerin fonksiyonunu yerine getirememesine neden olmaktadir (56).

Beslenme aligkanliklari ve yasam tarzinin da diger birgok hastalik gibi
sizofreniye yatkinlik olusturabilecegi, en azindan sizofreni hastaligimin seyrinde
onemli etkileri olabilecegi savunulmaktadir (88). Farkli kiiltiirlerden gelen ve
farkly sosyo-ekonomik duruma sahip olan hastalarm hastalik seyrinin ve
sonuglarinin birbirinden farkli olmasi, diyet aligkanliklarinin bu hastaliga etki
ettigi teorisini kuvvetle desteklemektedir. Ozellikle esansiyel goklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) ve antioksidanlanin az alinmas: muhtemelen hastalik seyrini ve
tedavi sonuclarim negatif yonde etkilemektedir (87). Bu konu 6zellikle son

yillarda sizofreni tedavisinde antioksidan vitaminlerin kullanilmasi gerg¢egini

giindeme getirmistir.



3.2. Serbest radikaller ve antioksidan sistemler

Ortaklanmamis elektron tagiyan ve diger biyolojik materyallerle
reaksiyona girme egilimi tagiyan atom veya molekiillere serbest radikal adi
verilmektedir. Insan viicudunda biitiin hiicrelere hicbir zorlukla karsilasmadan
giren ve en ¢ok kullailma 6zelligine sahip olan molekiiler oksijen (O,), yapisi
itibariyle radikal olmaya ¢ok uygun oldugundan serbest radikal denilince aslinda
serbest oksijen radikalleri, daha genel bir tabirle reaktif oksijen tiirleri (ROS) akla
gelmektedir (60).

3.2.1. Viicutta serbest radikal kaynaklari

Insan viicudunda serbest radikallerin fizyolojik kosullarda olusturuldugu
birgok mekanizma ve metabolik yol vardir (Sekil 1). Bunlar kisaca &zetlenecek
olursa;

a) Mitokondrial elektron transport zinciri (103): Normal elektron akisi
esnasinda en son olusan {irtin su’dur (Reaksiyon 1, R.1).

0,+4H" +4¢ —» 2H,0 R.1)
Halbuki elektronlarin elektron transport zincirinden kagip molekiiler oksijenle
direkt olarak reaksiyona girmesi siiperoksit radikalini olugturur (R. 2).
Oy+e —» 0,"R2)

Mitokondrial solunum zincirinde akan elektronlann yaklagik olarak %1-
2’si bu sekilde toksik bir iiriinii olugturmak {izere sizintiya ugrar (18). Siiperoksit
radikallerinin tiretimi ve salimmu i¢ mitokondri membranindan sitozolik tarafa
dogru olur. Bununla beraber, mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) aktivitesinin
olduke¢a yiiksek olmasina bagh olarak mitokondrideki stiperoksit diizeyi denge

halinde tutulur ve yalmzca hidrojen peroksit, mitokondri membranimi gecerek
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mikrozomal ve

mitokondrial elektron H,0 + 20,
transport zincirleri A
X0
CAT
SOD GSH-Px
solunum 0, H,0 : 2H,0
—» U 20 2
patlamasi f > / \ >
/ H' Fe*? GSH GSSG
prostaglandin GSH-Re
sentezi
tNOS
Arjinin—» NO* Fenton NADP NADPH+H"
\ Reaksiyonu
4 ¢ Pentoz fosfat yolu
ONOO" Ve ONOOH T ‘OH+ OH __y Membranlarda
H PUFA hasar
NOz. ¢
Lipid peroksidasyonu i
MDA salinimi

Subselliiler yapilara /

hasar

Sekil 1. Viicuttaki oksidan sistemlerin isleyisi ve buna kars1 antioksidan sistemin etkileri
O,": superoksit radikali, O,: molekiiler oksijen, H':hidrojen iyonu, proton, H,O: su, SOD:
siiperoksit dismutaz, CAT: katalaz, H,O,: hidrojen peroksit, GSH-Px: glutatyon
peroksidaz, GSH: indirgenmis glutatyon, GSSG: yiikseltgenmis glutatyon, GSH-Red:
glutatyon rediiktaz, NADPH+H": indirgenmis nikotinamid adenin dinukleotid fosfat,
NADP": yiikseltgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, Fe**: ferrdz demir, OH:
hidroksil iyonu, ‘OH: hidroksil radikali (viicutta bulunan en toksik serbest oksijen
radikali), tNOS: total nitrik oksit sentaz (neuronal NOS, endotelial NOS ve indiiklenebilir
NOS), NO'": nitrik oksit radikali, ONOO": peroksinitrit, MDA: malondialdehit (membran
fosfolipidlerinin peroksidasyonundan sonra elde edilen en son iiriin), NO,": nitrit, PUFA:
¢oklu doymamis yag asidi, XO: ksantin oksidaz. (Akyol O. ve ark., Prog Neuro-
Psychopharmacol Biol Psychiatry 2002; 26:995-1005 makalesinden almarak adapte
edilmigtir).




sitoplazmaya ulagabilir (25).

b) Mikrozomal elektron transport zinciri: Endoplazmik retikulumda
ozellikle ksenobiyotiklerin metabolizmalari esnasinda ve diger endojen
maddelerin metabolizmas1 esnasinda yan {iriin olarak serbest radikaller iiretilir.
Burada elektronlarin kacak yaptigi en 6nemli yapr NADPH sitokrom P450
rediiktaz enzimidir (129).

¢) Miks fonksiyonlu oksidazlar: amino asit oksidaz, sitokrom oksidaz,
monoamin oksidazlar, ksantin oksidaz (89) en Onemlileridir. Bunlardan 6zellikle
ksantin oksidaz piirin katabolimasinin en son iki reaksiyonunu katalizleyen enzim
olarak baz1 6zel durumlarda fazla miktarda O, iiretir.

d) Solunum patlamasi: Nétrofiller fagositoz esnasinda, membran ve
sitoplazmalarinda  bulundurduklarnr NADPH oksidaz ve myeloperoksidaz
enzimleri ile hem serbest oksijen radikalleri hem de asirt okside edici HOCI gibi
ajanlan treterek kargilastiklari virus, bakteri, mantar gibi ajan patojenleri yok
ederler. Bu islemler esnasinda hem ana hem de ara iirtin olarak ¢ok fazla miktarda
ROS olusur.

e) Prostaglandinlerin sentezi: Prostaglandinlerin sentez edildigi hem
lipooksijenaz hem de siklooksijenaz ana metabolik yollarinda farkl basamaklarda
ROS iiretilir.

Bunlarin disinda ayrica bazi kiigiik molekiillerin oto-oksidasyonu (tiyoller,
katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler, antibiyotikler gibi) ROS olusumuna
katkida bulunabilmektedir. Son olarak kisilerin maruz kaldig: baz1 eksojen ajanlar

da viicutta ROS olusumuna sebep olmaktadir. Bunlar (stres, radyasyon,
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antineoplastik ajanlar, ksenobiyotikler, bagisiklik yapan bazi maddeler, hiperoksi,
pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, anastezik maddeler, sigara dumam vb.)
serbest radikallerin eksojen kaynaklar1 olarak da adlandirilmaktadir (111).

Insan viicudunda fizyolojik olarak veya maruz kalinan anormal kosullara
bagli olarak patolojik bir sekilde liretilen bu serbest radikalleri her seviyede
engelleyebilecek antioksidan sistemler bulunmaktadir. Bu antioksidanlar etki etme
tiplerine gore; baskilayic1 antioksidanlar (vitaminler, flavonoidler, mannitol,
trimetazidin), yok edici antioksidanlar (mitokondri, sitoplazma ve hiicre disi
alanda gorev yapan antioksidan enzimlerin hepsi), zincir kirici antioksidanlar
(fenoller ve aromatik aminler) ve tamir etkisine sahip antioksidanlar olmak iizere
siniflandirilabilir. Genel olarak bakildiginda endojen ve eksojen kaynakli enzim
olmayan antioksidanlardan bazilari sunlardir: glutatyon (B-alanil sisteinil glisin),
A, C ve E vitaminleri, bilirubin, tirik asit, ¢ift bag ve redoks potansiyeline sahip
grup tasiyan amino asitler, seruloplazmin, laktoferrin, transferrin, albumin,
hemoglobin, taurin, pirtivat, glukoz, melatonin, oksipurinol, ve son olarak demir
selatorleri olan karnozin ve homokarnozin.

3.2.2. Serbest radikalleri yok edici enzimatik sistemler

Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.9): Dért protein alt {initesinden olugan bir
antioksidan enzimdir. Bu tetramerik yapilarin herbiri aktif bolgelerinde selenyum
elementi tasir ve aktif katalizde bu element prostetik grup olarak Onemli
fonksiyon goriir. Viicudun biitin doku ve hiicrelerinde bulunmakla birlikte
organlara gore farkliliklar mevcuttur: karacigerde en yiiksek aktivitede, akciger,
kalp ve beyinde daha az aktivitede, kasta ise en az aktivitede oldugu saptanmistir.

Hiicre iginde sitoplazmada ve mitokondride daha yogun olarak bulunur. Ilk kez
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memeli eritrositlerinde, daha sonra da hayvan dokularinda varligi gosterilmistir
(140). Viicutta hidrojen peroksitin (H;O,) detoksifikasyonunda (R.3) ve ayrica
lipid hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda gérev alir. Koenzim olarak
glutatyonu (GSH) kullanir.

H,0,+2GSH ~———® 2H,0+ GSSG (R.3)

Katalaz (EC 1.11.1.6): Dort adet alt liniteden olusmus glikoprotein
yapisinda bir hemoproteindir. Prostetik grup olarak her bir alt iinitenin aktif
merkezinde heme grubuna bagh bir Fe™ atomu tasir. Karaciger, bobrek ve
eritrositte ¢ok yiiksek aktivitede, beyin, kalp, iskelet kas1 ve destek dokusunda
daha az aktivitede oldugu tespit edilmistir. Hiicrenin 6zellikle peroksizom
partikiilleri ve mitokondrilerinde, daha az yogunlukta ise sitoplazma ve
endoplazmik retikulumunda bulunur. Ozellikle H,O, miktarimn agir1 arttig
durumlarda devreye girerek biiyiik bir spesifiklikle bu molekiilii suya ¢evirir (7)
(R.4). Siganlarin sinir hiicreleri ile yapilan in vitro deneylerde katalaz aktivitesinin
sinir biiylime faktorii ile indiiklendigi bulunmustur (61).

2H,0p —» 2H,0+0; (R4)

Glutatyon rediiktaz (EC 1.6.4.2): Glutatyon peroksidazin reaksiyonu
esnasinda olusan okside glutatyonu (GSSG) redikte glutatyona (GSH)
doniigtiirerek direkt degil de dolayli olarak antioksidan etki gosteren bir enzimdir.
Bu katalizi gerceklestirirken koenzim olarak NADPH kullanir (R.5).

GSSG + NADPH+H* ——®  2GSH +NADP" (R.5)

Glutatyon-S transferaz (EC 2.5.1.18): Ksenobiyotiklerin degisime

ugratilarak viicuttan uzaklastiriimasinda, membrandan aminoasitlerin transferinde



ve enzimatik antioksidan sistemde Onemli fonksiyonlar goriir. Selenyum
icermeyen ve lipid peroksitlere kars antioksidan etkinlik gdsteren bir enzimdir.

3.2.3. Siiperoksit dismutaz enziminin biyolojik fonksiyonu ve alt
tipleri

Ik kez 1939 yilinda sigir eritrositlerinden mavi renkli bir bakir proteini
izole edilerek buna “hemokiiprein” adi verildi. Daha sonra insan eritrositlerinden
benzer bir protein izole edilerek buna da “eritrokiiprein™ adi verildi. Baglangi¢ta
bunlarin enzimatik bir aktivite gosterdigi tespit edilemedi. Daha sonra yapilan
baz: arastirmalarda beyin, karaciger gibi dokulardan da aymt protein izole edildi.
En son 1969 yilinda kesfedilen bu ilging proteinlerin aslinda siiperoksit
radikallerini hidrojen peroksite ¢eviren ve oldukga yiiksek aktivite gGsteren bir
enzim oldugu bulundu ve katalizledigi reaksiyona ithafen (siiperoksitleri
dismutasyona ugrattifi i¢in) sliperoksit dismutaz adi verildi (94). SOD, stiperoksit
radikallerini direkt olarak hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene gevirmektedir
(R.6).

20,"+2H° ————»  H,0,+ 0, (R.6)

Okaryotlarda SOD enziminin 3 adet izoenzimi vardir. Bunlar tagidiklan
prostetik grup olan metallere ve lokalizasyonlarina gére; Cu,Zn-SOD, Mn-SOD
ve ekstraselliiler SOD (EC-SOD) seklinde simiflara ayrilirlar. Bunlarn disinda
Okaryotlarda bulunmayip prokaryotlarda bulunan Fe-SOD mevcuttur. Fe-SOD ve
Mn-SOD enzimleri amino asit sira ve sayist ve ayrica ilic boyutlu yapisi
bakimindan birbirine ¢ok benzer, diger SOD izoenzimleri yapisal olarak farkldir
(113,114). Omegin P. Shermanii’nin igerdigi SOD’un bir monomeri 22.6 kDa

olup 201 amino asitten olugmaktadir ve demir ile mangan formu birbirinin



tamamen aymsidir (132). Cu,Zn-SOD izoenzimi genellikle hiicrenin
sitoplazmasinda bulunur ve bazi aragtiricilar tarafindan SOD1 olarak da
adlandirilmaktadir. Ayrica lizozomlarda, mitokondrinin membranlar arasi
boslugunda ve niikleusta da bulunur. Molekiil kiitlesi 32 kDa olan Cu,Zn-SOD’un
iki alt tinitesi ve bunlarin her birinin aktif merkezinde katalizi gegeklestirmek
lizere birer adet Cu ve Zn atomlari vardir. Bu enzimin geni insanlarda 21.
kromozomda (21q22 bélgesinde) lokalizedir (23). Siyaniir ile inhibe olabilir, 1s1ya
kars1 nisbeten daha dayamkhdir. EC-SOD temel olarak hiicre dist sivida
stiperoksit temizleyici olarak gorev yapan bir enzimdir (3). Bu enzim baz
kaynaklarda SOD3 olarak adlandirilmakta olup insanlarda 4. kromozom iizerinde
(4p-q21 bolgesinde) lokalizedir. Bazi omurgalilarda bulunan SOD izoenzimlerinin
birbirine yakinhik ve uzakliklarmma gére olusturulmus soy agaci Sekil 2’de
gorilmektedir. Bu sekle gore, her {i¢ izoenzimin ve bu izoenzimlerin bulundugu
tirlerin yakinlik ve uzakliklarm bir hayli farkliliklar arzetmektedir. Anaerobik
mikroorganizmalardaki SOD genellikle Fe-SOD izoenzimidir. Bu enzim azid ile

inhibe edilmekte fakat H,O, ile aktive olmaktadir (19).

3.2.4. Mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) enziminin 6zellikleri

3.2.4.1. Enzim proteininin 6zellikleri

Baz: arastiricilar tarafindan SOD2 olarak da adlandirilan insan Mn-SOD
enzimi homotetramerik bir molekiil olup her bir alt {initesi 222 amino asitten
olusmaktadir (Sekil 3). Once sitoplazmada sinyal sekansi igeren prekiirsdr bir
molekiil olarak sentezlenmekte, daha sonra mitokondri i¢ine girerek bu sinyal

sekansini kaybetmektedir (162).
\
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] Gen  Jisim Tiirler . ‘Erigin Numaras
S0D3 |insan Homo sapiens 14733172
‘ be1S0OD3 |Tavsan. |Oryclolagus cuniculus 267878
l é SOD3  |Fare” Wus nusctilus u38261
SOD3  {Sian Rattus norvepicus £984567
SOD1 _ ISilidomuzu fCavia.porcelus U3e844
rﬁ:som Insan FHomo: sapiens AY049787
145001 [Swan _|Raiius norvegicus 8394327
4S0D1_{Fare s musculus” M35725
SOD1 |imek _|Bositaurus MB1128
SOD1 _ |Geyik:.  {Cervus elaphus Ugazag
SOR1  |Tavean. _ {Oryttolagus cutictlus 222644
SCD1 {Av Equus caballiss U38856
SODY |Tavuk  {Gallus gallus U28407
SOD2 jlrisan Hdmo saplens M36603
SOD2 At Equis caballus ABGO01893
SQD2  {irek Bos taurus ‘S6781¢
SOD2 _{Fare [Mus musculus Z1885;
L—'_ SOD2  {Skan {Rattus'norvegicus Y0D487
SOD2 [Tavik [Gallusgallis AF329270

Sekil 2. Siiperoksit dismutaz (SOD) gen ailesinin su ana kadar bilinen ve arastirilan
vertebrahlara ait degisim agac1 ve aralarindaki iliski. Aag, 6zel bir analiz tiirii ile
olusturulmustur. Bir sekansi dierine baglayan horizontal ¢izgilerin uzunlugu
sekanslar arasinda tahmin edilen genetik mesafenin orantisal gosterimidir. (Zelko IN
ve ark. Free Radic Biol Med 2002; 33:337-349 makalesinden modifiye edilerek
ahinmigtir.)
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Sekil 3. Insan Mn-SOD proteininin amino asit sirasi (Gen bankas! erisim numarasi
X07834). Her satirdaki aminoasit siras1 seklin sag tarafindaki rakamlarla belirlenmistir.
Koyu renge boyanmis kisimlar Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Penicillium
chrysogenum, aspergillus fumigatus, Ganoderma microsporum, Onchocerca volvulus
gibi bazi prokaryot, mantar ve parazitlerden elde edilen Mn-SOD proteininde ayni
pozisyonda ayni amino asitin oldufunu gostermektedir. Ok isareti sol taraftaki sinyal
Ozgii bir dizidir, prokaryotlarda bulunmamaktadir. Proteinin metal baglama yerleri amino
asitlerin iist kismina konan bir yildizla gosterilmistir (sirasiyla H, H, D ve H amino
asitleri). Tiirlerin hepsi bir arada diigiiniildiigtinde aralarinda gok az benzerlik bulunsa da
ikili kargilasgtirmalarda benzerlik yiizdesi oldukc¢a artmaktadir. (Bu sekil Diez B ve ark.
Curr Genet 1998;33:387-394 makalesinden modifiye edilerek alinmagtir).

Mn-SOD’un sinyal peptidinin uzunlugu 24 aminoasit uzunlugunda olup

mitokondri iginde olgun enzim haline déniigmektedir. Sinyal dizisi ayrildiktan



sonra geriye kalan olgun aktif enzimin aminoasit sayist 198’e diismektedir.
Genetik polimorfizm ¢aligmalari; bu sinyal peptidin -9 pozisyonunda bulunan
ticlii kodonun T niikleotidinin C ile yer degistirmesi sonucu mitokondrial hedef
dizisi (MTS) olarak da adlandirilan sinyal dizisinde yer alan valin amino asitinin
(GTT, Val) yerine alanin (GCT, Ala) amino asitinin gegtigini gstermektedir. Bu
Ala/Val polimorfizmi saglikli Japon bireylerinde ¢alisilmis olup bireylerin
%85’inin valin alleline sahip oldugu gosterilmistir (52,138). Bu degisiklik
proteinin ikincil yapisini degistirebilir ve bu proteinin mitokondriye transportunun
azalmasina yol agabilir. Thr58Ile seklinde amino asit degisikligi gésteren diger bir
varyasyon tanmimlanmis olup bu degisikligin de Mn-SOD’1n in vitro aktivitesini
degistirebilecegi ileri stirtilmiistiir (172). Ayrica yine bu degisikligin Mn-SOD’un
tetramerik yapisiin stabilitesini bozabilecegi, bunun da enzim aktivitesini
diistirebilecegi, diger baz1 arastiricilar tarafindan ileri siiriilen goriislerden biridir
a17).

3.2.4.2. Mn-SOD ggninin yapisi

Insanlarda, siganda ve farede Mn-SOD geninin yapisi tamamen ortaya
konulmustur (28,174). Her bir tiirde yapica ve siraca belirgin bir korunma
goriilmektedir. Mn-SOD geninin fiziksel yapis1 5 ekson ve 4 intron icermektedir
(Sekil 4). Insan Mn-SOD geninin amino asit dizisi ile beraber niikleotid dizisi de
tam olarak aydinlatilmis olup toplam olarak 1026 baz ¢iftinden olusan niikleotid
dizisi Sekil 5’te gosterilmistir. Genomik Southern blotting teknikleri insan (155),
murin ve sigir tiirlerinde bir adet Mn-SOD geninin bulundugunu gdsterse de bu
say1 siganlarda her bir haploid genom i¢in ikidir. Biitiin tlirlerde promoter bolge

aym Ozellikleri paylasir. Tamimlanmis upstream TATA veya CAAT kutulan



yoktur. Bununla beraber GC niikleotidlerinden zengin bdlgeler bu 4 tiiriin

hepsinde bulunmaktadir. Bu tip genler tipik olarak “housekeeping” genler olabilir.

Yine her 4 tirliin hepsinde promoter bolgede Sp-1 ve AP-2 konsensus

sekanslarinin multipl kopyalar1 bulunmaktadir.
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Sekil 4. Mn-SOD geninin genomik organizasyonu. Bu enzimin mevcut
aminoasit yapist diger SOD izoenzimleri ile 6nemli bir homoloji
gostermemektedir. Her bir ekson ve intronun ¢api alt kisimlarda yazilan
rakamlar ile gosterilmigtir (rakamlar niikleotid baz ¢iftlerini belirlemektedir).
Sekildeki kutular eksonlari, yan ¢izgi ile belirtilmis kisimlar ise intronlar
temsil etmektedir. Intronlarin arasinda koyu renk ile gosterilen bolgeler ise
enzim proteinini kodlayan niikleotid dizilerini temsil etmektedir. (Ho YS ve
ark. Am J Respir Cell Mol Biol 1991; 4:278-286 makalesinden modifiye

edilerek alinmigtir).
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CAGCATGTTG
AGGCAGAAGC
TCATGCAGCT
CCAGGAGGCG
GGTGGTCATA
AGTTGCTGGA
TGTTGGTGIC
GCTTGTCCAA
AGCACGCTTA
CTCGGAGAAT
AGCTCTTTAT
TTCTTGATGT
TGTTATTGGG
AGAGCTAAAT
GGGATGCCTT

AGCCGGGCAG
ACAGCCTCCC
GCACCACAGC
TTGGCCAAGG
TCAATCATAG
AGCCATCAAA
CAAGGCTCAG
ATCAGGATCC
CTACCTTCAG
GTAACTGAAA
GACTGTTTTT
TGCTTAGTCA
CAAGTGATTG
TACAATTGTC
TCTAGTCCTA

TGTGCGGCAC
CGACCTGCCC
AAGCACCACG
GAGATGITAC
CATTTICTGG
CTGGACTTTG
GTTGGGGTTG
ACTGCAAGGA
TATAAARATG
GATACATGGC
GTAGTGGTAT
CTTATTTCAT
ARAATAGTAR
ATTTATAAAA
TTCTATTGCA

CAGCAGGCAG
TACGACTACG
CGGCCTACGT
AGCCCAGATA
ACAAACCTCA
GTTCCTITGA
GCTTGGTTTC
ACAACAGGCC
TCAGGCCTGA
TTGCAAAAAG
AGAGTACTGC
AMACAACTTA
ATGCTTTGTG
CCATCAAARA
GTTATAGAAA

CTGCCTCCGG
GCGCCCTGGA
GAACAACCTG
GCTCTTCAGC
GCCCTAACGG
CAAGTTTAAG
AATAAGGAAC
TTATTCCACT
TTATCTAAAA
TAAACCACGA
AGAATACAGT
ATGTTCTGAA
TGATTGAATC
TATTCCATCC
ATCTAG

TTTTGGGGTA
ACCTCACATC
AACGTCACCG
CTGCACTGAA
TGGTGGAGAA
GAGAAGCTGA
GGGGACACTT
GCTGGGGATT
GCTATTTGGA
TCGTITATGCT
AAGCTGCTCT
TAATTTCTTA
TGATTGGACA
ATATACTTTG

TCTGGGCTCC
AACGCGCAGA
AGGAGAAGTA
GTTCAATGGT
CCCARAGGGG
CGGCTGCATC
ACAAATTGCT
GATGIGTGGG
ATGTAATCAA
GAGTATGTTA
ATTGTAGCAT
CTAAACATTT
TTTTCTTCAG
GGGACTTGTA

Sekil 5. Insan Mn-SOD geninin toplam niikleotid dizisi. C: sitozin, A: adenin, G:
guanin, T: timin. Gen toplam olarak 1026 adet baz ¢ifti ihtiva etmektedir. (Gen
bankasi niikleotid sekansi erisim numarasi: X07834).
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3.2.4.3. Mn-SOD geninin kromozomal lokalizasyonu

Baslangicta insan/fare hibritleriyle yapilan genetik analizlerde Mn-SOD
geninin 6. kromozomda lokalize oldugu bulundu (30), daha sonra floresan in situ
hibridizasyon ve somatik hiicre hibrit haritalamasi kullanilarak genin 6q25
sublokalizasyonuna sahip oldugu belirlendi (28). Insanlarda bu kromozomal
lokalizasyon aym zamanda sizofreni i¢in aday gen biolgesi olarak bildirilmektedir
(100). Mn-SOD geninin canli igin ne kadar 6nemli oldugu, genin biitiinliigiiniin
bozulmas: ile farelerin ndrodejenerasyona ve kalp hasarina bagli olarak &lmesi
sonucunda anlagilmistir (77).

3.2.4.4. Mn-SOD’un transkripsiyonel regulasyonu

Mn-SOD enzimi birgok hiicre ve dokularda diger enzimler ile
kiyaslandiginda hem nisbi olarak daha fazla sentez edilmekte hem de hiicresel ve
cevresel faktorlerle siki bir sekilde regiile edilmektedir. Bilgisayar analizleri ve
foot-printing 6l¢iimleri ile, insan Mn-SOD geninin proksimal promoter bélgesinde
birgok Spl ve AP2 transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma bélgesi bulundugu
ortaya konulmustur. Bu iki transkripsiyon fakt6r proteini Mn-SOD ekspresyonu
i¢in zit etkilere sahiptir: Spl elementi transkripsiyonu pozitif olarak etkilerken
AP2 proteinleri promoter aktiviteyi 6nemli 6l¢iide baskilamaktadir (176).

- Mn-SOD ekspresyonunu arttiran (upregulation) stimuluslar: interlokin-1,
-4, -6, TNF-q, lipopolisakkaritler ve interferon-y farkli doku ve hiicrelerde Mn-
SOD’un potent aktivatorleridirler. Sitokin ile uyarilabilen ekspresyonu arttirici
eleman (enhancer), insan Mn-SOD geninin 2. intronunun i¢inde 236 bg¢ dizisi
seklinde yer almaktadir (123). Bu bslge NF-xB, C/EBP ve NF-1 transkripsiyon

faktorleri i¢in baglanma bolgeleri igerir. TPA gibi protein kinaz C’yi stimiile eden
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ajanlar Mn-SOD ekspresyonunu CREB-1/ATF-1 gibi faktérlerin aktivasyonu
lizerinden arttirnirlar (69). Ilging olarak vinblastin, taxol ve vincristin gibi
mikrotlibiil {izerinden aktivite gdsteren antikanser ilaglar protein kinaz C’yi aktive
ederek Mn-SOD ekspresyonunu arttirirlar (34). Ayrica yiiksek konsantrasyonda
hiicreler igin bir hayli toksik olan Mn iyonlarinin insan meme kanserinde Mn-
SOD ekspresyonunu indiikledigi bulunmustur (150).

- Mn-SOD ekspresyonunu azaltan (downregulation) stimuluslar: Birgok
kanser tlirinde Mn-SOD ekspresyonu intron bdlgelerinin belli sekanslarinin
metilasyonu yolu ile (59) ve Mn-SOD geninin 5' flanking sekans: ile etkilesime
giren AP2 transkripsiyon faktériiniin arttirilmasi yolu ile azaltilabilir (176).

- Mn-SOD enziminin transkripsiyon sonrasi (posttranskripsiyonel)
regulasyonu: Mn-SOD ekspresyonu sadece transkripsiyon asamasinda degil, diger
birgok proteinde oldugu gibi RNA-baglayici protein tarafindan translasyon
esnasinda da kontrol edilirr Mn-SOD mRNA’smmin 3' ucunda translasyona
ugramayan bolgede 41b¢’lik bir kisim translasyon etkinligini etkileyen spesifik
bir protein baglama kapasitesine sahiptir (27). Bu cis-element kloromfenikol
asetiltransferazin kodlama bdlgesinden sonraki bélgeye yerlestirildiginde raportor
genin translasyon etkinlifini ve enzimatik aktivitesini Onemli 6l¢lide
arttirmaktadir (71).

Pinkham ve arkadaslar: bir mantar tiirti olan Saccharomyces cerevisiae’de
SOD2 transkripsiyonunun aktivasyonu ve represyonu {izerine Heme’in regiile
edici etkisi hakkindaki aragtirmalarinda bu enzim geni tzerinde ilging bazi
bulgular elde etmislerdir. SOD2-lacZ fiizyonu kullamldiginda elde edilen verilere

gore Mn-SOD ekspresyonunun mitokondrideki respiratuvar enzimler ve heme-
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baglayic1 proteinler tarafindan ve Haplp ile Hap2-3-4-5 kompleksi iizerinden
gergeklestirildigi goriilmektedir. SOD2’nin transkripsiyonel aktivasyonu heme’in
kullanilabilirligi ile bire-bir iligkilidir. Bu stk baglant: heme-sensitif bir represyon
mekanizmasini akla getirmektedir (116). Glukoz bulunan ortamda SOD2
transkripsiyonunun bazal diizeyinin yaris1 AP aktivatér fonksiyonundan
bagimsizdir ve sadece heme’in yoklugunda represyona ugrar. Bu da fermentasyon
esnasinda oksidatif fosforilasyonun diisiik seviyede seyretmesi agisindan Mn-
SOD’un fizyolojik 6nemini gosterir.

Okaryotlarda bulunan Mn-SOD enziminin paraquat, X-151m, hiperoksi,
dinitrofenol ve tiimér nekrozis faktér (TNF) gibi oksidatif stresi arttiran
durumlarda indiiklenmesi bu enzimin oksidatif strese karst Onemli bir
koruyuculugu oldugunu gostermektedir (36,58,73,105,164). Yapilan baz
caligmalarda ise Mn-SOD geninin indiiklenebilir ve ROS ile direkt regiile
edilebilir oldugu gosterilmistir (117,156). Bunun disinda yine Mn-SOD
ekspresyonu olmayan hayvan modellerinde radyasyona karsi artmis bir sensitivite
oldugu gosterilmistir (40). Radyasyonun viicutta olusturdugu oksidatif stresin
biyiikligiiT g6z O©niine alindiginda Mn-SOD’un fonksiyonu daha iyi
anlasilmaktadir. Mitokondrial Mn-SOD enziminin asir1 eksprese edilmesinin;
birgok insan timdriinde tlimorin malignitesini baskiladigi (175), radyasyonun
olusturdugu neoplastik transformasyonu inhibe ettigi ve bir¢ok toksik ajana kars:

toleransi arttirdif1 bulunmugtur (143).



3.3. Polimorfizm

3.3.1. Polimorfizmin tanim

Bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla siirdiiriilemeyecek
oranlarda varolan, nadir sikliktaki, devamlilik géstermeyen iki veya daha fazla
genetik 6zelligin birlikte olusumu durumudur. Eger toplumun %2 veya daha
fazlas1 nadir bir alleli tasiyorsa, bu durum polimorfiktir. Polimorfizm tanimina
uygun bir allel sikligina ulagmaya, seleksiyon neden olabilir. Insanda polimorfik
olan genetik 6zelliklere 6rnek olarak, Y kromozomu sentromerik heterokromatin
boyutu, kan gruplari, HLA, RFLP ve VNTR verilebilir (8). Aym genin degisik
formlar aleller olarak adlandinlir. Aralarindaki varyasyon spesifik gene ve diger
birgok faktore bagli olarak agik bir fenotipik etkiye sahip degildir veya major bir
olayla sonuglanmaz. Eger bir varyant minimal bir fenotipik etkiye sahipse buna
polimorfizm denir. Enzim ve protein degiskenlikleri ile ilgili aragtirmalar, insanda
yapisal gen lokiislerinin en az %30’unun polimorfik oldugunu gdstermistir.

3.3.2. Polimerfizm ¢esitleri ve tipta kullanim alanlari (74,136)

Dengeli (balanced) ve gecici (transient) polimorfizler arasindaki ayrimin
yapilmas: énemli bir konudur. Dengeli polimorfizmde iki veya daha fazla farkl
allelik formlar “heterozigot istiinliigi” ve “etkilenmis homozigotun uyumunun
azalmas1” arasinda bir dengede korunur. Malaryanin endemik oldugu bdolgelerde
orak hiicre anemisi allel insidansinin yiiksek olmasi dengeli polimorfizme iyi bir
ornektir. Béylece malaryaya maruz kalmayan topluluklarda orak hiicre anemisi
allelinin insidans1 azalmaya meyil gosterir. Bu gibi durumlarda ise polimorfizm
“gecici” olarak adlandinlir. Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP’ler) genomda

spesifik bir bolgedeki tek bir bazda meydana gelen degisikliktir. Cogunlukla her
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iki allelde de meydana gelir. Insanlarda her 1000 bazda bir goriilme siklig1 vardir.
Bugiine kadar insan genomunda milyonlarca SNPs bulunmus olmasi, hem dogal
hem de hastalik fonotiplerine katkida bulunan genetik faktdrlerin tamimlanmasi
agisindan ¢ok onemlidir.

Polimorfizmler insan genetik aragtirmalarinda anahtar bir fonksiyon
iistlenmistir. Bir genin farkli kalitim kaliplarinin 6ngoriilebilmesi veya genomun
farkli segmentlerinin birbirinden ayirdedilebilmesi 6nemli bir konudur. Bu agidan
su anda DNA polimorfizm c¢aligmalarinda ve bulunan polimorfizm sayisinda bir
patlama yasanmaktadir. Polimorfizm bu agidan bir genetik marker gibi gorev
yapmaktadir. Bdylece polimorfizmler su alanlarda kullanima girmistir: ebeveynlik
testi, suglularin tamimlanmasi, organ transplantasyonlar1 i¢in doku tiplemesi,
yetigkin Dbireylerin diyabet ve kanser gibi, toplumda sik goriillen hataliklara
yatkinhiklannmin  diisik veya yiikksek risk tarzinda belirlenmesi, genetik
hastaliklarinin heterozigot tasiyicilarinin tespiti, bir kromozomun &zel bir
bolgesindeki bir genin baglanti analizi ile haritalanmasi.

3.4. Etyopatogenezinde serbest radikallerin rol aldig: iddia edilen bazi
noropsikiyatrik hastaliklar

Parkinson hastalifi: Nigrostriatal dopaminerjik noronlarin selektif ve
ilerleyici hasar1 ile karakterize bir hastaliktir. Bu hasara sebep olan
mekanizmalardan biri de ROS aracili mekanizmadir (4). Burada araci1 mekanizma
olarak da dopaminin oksidatif metabolizmasina baglh olarak gelisen H,O, ve bir
norotoksin olan 6-hidroksidopamin birikimi gosterilmektedir. Ayrica substansia

nigrada GSH konsantrasyonunun diger beyin bdlgelerine gére azalmis olarak



bulunmasi parkinson hastaliginda ROS’un muhtemel roliinii
kuvvetlendirmektedir.

Down sendromu: Cu,Zn-SOD enzim geninin 21 no’lu kromozom tizerinde
lokalize olmas1 ve trizomi 21°li kisilerin eritrositlerinde SOD aktivitesi ve
ekspresyonunun artmis bulunmasi, bu hastaligin patogenezinde ROS’un
bulunabilecegini akla getirmektedir (66). Down sendromlu hastalarin bazilarinda
4. dekattan sonra tipik olarak Alzheimer demansinin goriilmesi, ROS’un
Alzheimer hastaliginda oynadig1 olasi rolii anlamak i¢in kullamlabilecek 6nemli
bir genetik model olusturmustur.

Alzheimer hastaligi: Bu hastaligin tam1 koydurucu bir bulgusu olan
ekstraselliiler senil plaklarda amiloid depolar1 ve néronlarda filamentlerin
goériilmesi, ROS ile bir iliskinin olabilecegini akla getirmektedir (154).
Alzheimerli hastalarda beyin glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesinin, eritrosit
glutatyon peroksidaz aktivitesinin ve membran lipid peroksidasyonunun artmasi
ve ayrica antioksidan vitaminler olan A ve E vitaminlerinin plazma diizeyinin
diisiik bulunmasi (171), bu hastahfa oksidatif stresin direkt veya indirekt
katkisinin olabilecegini géstermektedir.

_ijuc;lu (Bipolar) Duygulanim Bozuklugu: Hem bir nérotransmitter hem de
serbest oksijen radikali olarak bilinen nitrik oksit (NO) diizeyi bipolar hastalarin
plazmalarinda yiiksek bulunmus, bu bilesigin siiperoksit radikali ile verdigi
peroksinitrit {iriiniiniin olduk¢a potent bir oksidan ajan oldufu ve membran
yapilarin1 etkileyerek néron fonksiyonlarinda bozukluk yapabilecegi bildirilmistir
(130). Bir bagka calismada yine depresyonda antioksidan savunma sisteminin

azaldig1 bulunmustur (75).



3.5. Sizofreni etyopatogenezinde serbest radikal mekanizmalan ve
antioksidan sistemler

Viicutta serbest oksijen radikallerinin, daha genel bir ifade ile ROS’un
tiretilmesi ve yok edilmesi kontrol altindadir. Diger bir ifade ile oksidan ve
antioksidan sistemler denge igindedirler. Oksidan stresin artmasi ve/veya
antioksidan sistemdeki bir aksama kendisini patolojik bir bulgu olarak gosterir.
Hiicrelerde, hiicreler arasi sivida ve damar i¢inde gorev alan antioksidan karakterli
enzimler ve organik-inorganik analitlerin miktar ve aktivitelerindeki bir azalma
oksidatif stresin artmasina yol agabilir. Bu sebeple psikiyatrik hastaliklarda ve
ozellikle de sizofrenide yapilan ¢aligmalarin ¢ogu savunma sistemindeki olasi bir
zayiflamay1 gostermek {lizere planlanmaktadir. Bunun da odak noktasini esas
olarak antioksidan enzimler olusturmaktadir. Genel olarak viicutta, 6zel olarak da
merkezi sinir sisteminde ROS miktarimin direkt veya dolayli olarak artmasi,
ROS’un etkilemesi muhtemel olan biitlin hiicresel ve hiicreler arasi sividaki
yapilar1 etkilemesi anlamini tasir. Bu konuda son yillarda bazi deliller
bulunmugstur, Ornegin sizofreni hastalarimin eritrositlerinde bir serbest radikal
olarak kabul edilen ve ikincil irtinleri hayli toksik olan NO (Sekil 1) miktar
normal bireylerle karsilagtinldigina 2-3 kat artrms olarak bulunmustur (50).
Proteinler, lipidler, karbohidratlar, amino asitler, niikleik asitler gibi temel olarak
hiicre ve dokular1 olugturan biitiin yapilar bu anormal kosullarda degisime
ugrayabilir (121). Merkezi sinir sistemi fizyolojik, biyokimyasal, anatomik ve
diger bircok sebeplé ROS hasarma viicudun diger dokularindan daha yatkindir.
Bu yatkinligin sebepleri su sekilde siralanabilir (41):

- Oksidatif metabolik aktivitenin hizinin ¢ok yiiksek olmasi.



- Membran lipidlerinden olan PUFA gibi kolayca okside olabilen bazi
substratlarin beyinde oldukga yliksek konsantrasyonda olmasi.

- CAT ve GSH-Px gibi baz1 koruyucu antioksidan enzimlerin, spesifik
aktivite olarak disiiniildiiglinde diger organ ve dokulara kiyasla daha diisiik
diizeylerde olmasi.

- Dopamin oksidasyonu gibi bazi spesifik nérokimyasal reaksiyonlarla
asir1 endojen ROS iiretilmesi.

- Noronlarin membran alammin sitoplazmik hacime oraninin yiiksek
olmasi. Beyni olusturan fonksiyonel hiicrelerin membran yiizeyleri sitoplazmik
hacime oranlandiginda diger doku hiicrelerine gore hayli yiiksek bir rakam ortaya
cikmaktadir.

-Aksonlarin morfolojisinin periferal hasara oldukga yatkin olmasi.

-Néron hiicrelerinin dogusta son boliinmelerini tamamlamig olmasi ve
daha sonraki donemlerde ¢ogalamamasi nedeni ile hasar géren hiicrelerin kendini
yenileyememesi.

- Insan beyninin baz1 bélgelerinin (globus pallidus ve substantia nigra)
demir elementinden zengin olmasi, beyaz ve gri cevherde ise askorbik asit
konsantrasyonunun oldukga yiiksek olmasi (47).

Beyinde ROS tretimi arttifinda ve/veya antioksidan sistem azaldifinda,
olayin biiyiikliigiine gore su hasarlar meydana gelir (110): hiicre membranlarinda
lipid peroksidasyonu olusur, membran biitlinltigii bozulur; lipidlerin igine gémiili
sekilde duran reseptérler ve Na/K-ATPaz gibi membran proteinlerinin
fonksiyonlar1 degisir; mitokondrial ve niikleer DNA’da baz oksidasyonlar1 ve

iplik kirilmalar1 bagta olmak iizere birgok hasar olusur; proteaz, fosfolipaz,



lipooksijenaz, siklooksijenaz, elastaz, ksantin oksidaz gibi birgok litik enzim
aktiflesir, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon yavaslar; enflamasyon ve l6kosit
kemotaksisi gerceklesir; hiicre i¢inde bulunan yapisal proteinler ve fonksiyonel
bircok enzim hasara ugrar; kapiller permeabilite artar; antiproteolitik enzimler
hasara ugrar.

3.5.1. Sizofrenide antioksidan sistemde meydana gelen degisiklikler

Uzun zamandan beri serbest radikalleri metabolize edici en onemli
enzimler olan SOD, CAT ve GSH-Px’in plazma, eritrosit, BOS, beyin dokusu gibi
biyolojik Orneklerde aktiviteleri olglilerek sizofrenideki antioksidan durum
hakkinda fikir sahibi olunmaya caligilmistir. Bu caligmalardan elde edilen
sonuglarla sizofrenide antioksidan sistemin bozulduguna dair bazi kanitlar elde
edilmistir. Beyin proteom analizlerinde konu ile ilgili genlerden Mn-SOD
ekspresyonunun anormal olduguna dair baz1 bulgular elde edilmis ve sizofrenik
bireylerin hipokampiisiinde antioksidan sistemin bozuldugu ileri siiriilmiistiir (37).
Yao ve arkadaglari ilag alinmayan periyodda yaptiklari analizlerde sizofreni
hastalarinda GSH-Px aktivitesinde herhangi bir degisiklik saptamazken SOD
aktivitesinde Onemli bir arti§ tespit etmislerdir (167). Aym arastiricilar tedavi
alinan periyotta aymi enzimlerin aktivitelerini Olg¢tilklerinde SOD ve GSH-Px
aktivitesinde azalma bulurken, CAT aktivitesinde herhangi bir degisiklik
izleyememiglerdir. Diger bir ¢aligmada ise sizofreninin degigik alt gruplarinda
eritrositte lipid peroksidasyon tirtinlerinin diizeyleri ve SOD aktivitesinde artis ile
beraber GSH-Px aktivitesi ve GSH diizeylerinde azalma tespit edilmigtir (11).
Yamada ve arkadaslar ise yaptiklar ¢aligmada tardiv diskinezisi (TD) olan ve

olmayan sizofreni hastalarimi ve eksik semptomlara sahip hastalarn
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karsilagtirdiklarinda TD’li hastalarin eritrosit SOD aktivitelerinin olmayan
hastalara ve stiphelilere gére daha diistik oldugunu bulmuslardir (165). Bir bagka
caligmada sizofreni hastalarinin eritrositlerinde SOD aktivitesinin 6nemli 6lgiide
azaldigi, CAT ve GSHPx aktivitelerinin ise degismedigi bulunmustur (101).
Bununla beraber yukandaki c¢alismalar ve daha bagkalari karsilastirildiginda
birbiri ile c¢elisen bazi sonuglari gérmek miimkiindiir. Ornegin sizofreni
hastalariin aym biyolojik materyalini (eritrosit) analiz amaci ile kullanan ii¢ ayr
aragtirmada SOD aktivitesi kontrol grubuna gore artmis (152), degismemis (51)
ve azalmig (101) olarak bulunmustur. Baz:i aragtiricilar ise sizofreni hastalarinda
gozlenen bu antioksidan enzim aktivitesindeki degisikliklere farkli bir agidan
yaklasarak degisimin hastaligin bir sebebi veya sonucu olmayip tamamen verilen
noroleptik tedaviye bagh oldugunu savunmuslardir (2,167). Noroleptiklerden
haloperidoliin mitokondriyal ROS tretiminde 6 katlik bir artisa sebep oldugu,
katekolamin ve monoamin oksidazlardan kaynaklanan ROS miktarinda herhangi
bir degisiklik olusturmadig1 bulunmugtur (125). Buradan hareketle artan ROS un
SOD aktivitesini ve diger bazi antioksidan enzimlerin aktivitesini etkileyebilecegi
ileri stirtilmustiir. Bir bagka aragtirmada yine bir néroleptik olan flupentiksolun
oksijen ile yarigarak elektronlar alabildigi ve bdylece superoksit {iretimini azaltip
sitokrom b5 rediiktaz aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur (158). Bu arastirmanin
diger bir bulgusu ise bu noroleptik ajanin direkt olarak siiperoksit anyonu ile
reaksiyona girebildigidir. Siiperoksit, SOD enziminin hem i» vitro hem de in vivo
substrat1 oldugundan noroleptiklere bagl olarak azalmis olan stiperoksit sebebiyle
SOD ekspresyonu kompansatuvar olarak azalmis olabilir. Her ne kadar bazi

aragtiricilar tedavi alan hastalarda plazma SOD aktivitesinin azaldigini bulsalar da



bunu noroleptik tedaviden daha ziyade hastalifin altinda yatan bir patogenetik
faktor olarak yorumlamislar (10), buna delil olarak da noroleptiklerin psikotiklerin
postmortem beyin dokularinda Mn-SOD aktivitesini azaltmadifi, tam tersine
arttirdig: seklindeki bir bagka arastirma bulgusunu géstermiglerdir (86).

3.5.2. Sizofrenide hiicre membram ve fosfolipid metabolizmasindaki
anormallikler

Sizofreni hastalarinin eritrositlerinde (67) ve postmortem olarak alinarak
hazirlanmig beyin homojenatlarinda (57) hiicre membranlarina ait fosfolipidler ve
PUFA miktar1 azalmis olarak bulunmustur. Bir grup aragtirict kronik sizofreni
hastalarinin eritrosit ve trombosit membran yap1 ve fonksiyonunda bazi
degisiklikler tesbit ettikten sonra (168,169,170) bunun hangi sebeplere bagli
olabilecegini arastirmak {izere, bu tiir hastalarin postmortem beyin dokularinda
yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda fosfatidil kolin ve fosfatidil etanolamin gibi bazi
membran fosfolipidlerinin azaldigini bulmuslardir (166). Membranlarda meydana
gelen bu lipid degisiklikleri hakkinda ¢ok genis bir derleme yapilmis olup bu
derlemede konu her yoniiyle tartisilmig ve aragtiricilar bu tiir yag asidi
anormalliklerinin sadepe sizofreniye spesifik olmayip depresyon, alkolizm,
hareket bozukluklari1 ve genel peroksizomal hastaliklarin  hepsinde
rastlanabilecegini belirtmislerdir (42). Membranlarda bulunan PUFA, diger
lipidlerle ve doymus yag asitleri ile karsilastirildiginda ROS’un etkilerine daha
cok agiktir ve bu etkilesimin sonucunda derhal lipid peroksidasyonu meydana
gelir. Sizofreni hastalarinin eritrosit membranlarinda lipid peroksidasyonunun bir
iiriinii olan tiyobarbiturik asit ile etkilesebilen madde (TBARS) diizeylerinin

artign  bulunmugtur (51,57,67). Yukarida bahsedilen membran fosfolipid
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anormallikleri ile en son bahsedilen TBARS olusumu arasinda bire-bir iligki
oldugu kabul edilmektedir. Her ne kadar fosfolipid azalmalarinin kaynaginda daha
bagka faktorlerin rol oynayabilecegi ifade edilse de lipid peroksidasyonunun
belirgin bir rol oynadif1 agiktir. Lipid peroksidasyonunun temel kaynag: hiicrede
anormal derecede artmis ROS oldugundan membran fosfolipid anormallikleri ile
antioksidan savunma sisteminin bozulmasi arasinda direkt bir iligki bulundugunu
sOylemek akla uzak bir yorum sayilmaz. Hiicre membranlarinda ana ROS tiretim
kaynaklarinda biri de hig stiphesiz prostaglandin sentezidir. Fosfolipaz A2 enzimi,
membranlarda fosfolipidlerin metabolizmalar1 esnasinda ilk olarak temel yapi
olan gliserolden ikinci karbon atomuna bagli olan yag asitinin ayrilmasim
saglayarak lizofosfolipidleri olugturan bir enzimdir. Plazma (43), serum (104) ve
trombosit (44) fosfolipaz A2 aktivitelerinin sizofreni hastalarinda saglikli kontrol
gruplarina goére oldukca arttigi bulunmustur. Fosfolipaz A2 aktivitesindeki bu
artisin, sizofreni hastalarinda sitozolik enzimin geninin promoter bolgesine yakin
bir genetik varyasyondan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (15). Prostaglandin
sentezinde bu enzimatik basamaktan sonraki diger enzimatik yolaklar
siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzim sistemleri ile devam etmektedir. Bu yollarin
her ikisinde de yan {iriin olarak ROS {iretilmektedir. Sizofreni hastalarinin beyin
omurilik sivisinda (92) ve plazmalarinda (64) prostaglandinlerin artmis olmasi bu
hastalikta hem prostaglandin sentezinin hem de ROS iiretiminin arttifina delil
olabilir. Yukarida bahsedilen mekanizmalardan biri veya tiimii sizofreni
hastalarinin hiicre membranlarinda goriilen fosfolipid anormalliklerinin sebebi
olabilir. Fosfolipid anormallikleri, yap: degisiklikleri nedeni ile lipid matriksinin

icinde gémtlii halde bulunan ve reseptdr, tastyict molekiil, pompa, yapisal eleman
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olarak gérev yapan proteinlerin ii¢ boyutlu yapisini degistirebileceginden,
hiicresel biitiin metabolizmalara etki etmesi ihtimal dahilindedir. Bu hiicrelerin
beyni olusturan néron ve diger destek hiicreler oldugu diisiiniildiigiinde bu
biyolojik degisikliklerin psikiyatrik bozukluklar1 ortaya ¢ikarmas: ihtimal
dahilindedir. Iste sizofrenide ortaya konulmaya c¢alisilan “membran
anormallikleri” hipotezinin temelinde bu teoriler yatmaktadir (9). Bu molekiiler
genetik calisma da membran lipid anormalliklerine neden olan muhtemel
mekanizmalardan birini, yani antioksidan enzimlerin bir {iyesi olan SOD’un
genetik varyasyonlarini aydinlatmay: amag edinmektedir.

3.6. Sizofrenide ailesel gegcis

Son yillarda yapilan ikiz ¢aligmalari, sizofreni hastalarinin birinci derece
yakinlarinda ayni hastalifa yakalanma riskinin (%1-16) genel populasyondaki
kontrol probantlarinin akrabalarindaki hastalifa yakalanma riskinden (%0-2) daha
yilksek oldugunu gostermistir (29,90). Aile ¢alismalar1 ailesel hastalik
tekrarlarinin genetik ve genetik olmayan kaynaklarimi ayiramadifindan monozigot
ve dizigot ikizlerin sizofreni i¢in yatkinliklarimin karsilastinlmas: (%45-75
oranina karsi %4-15) ailesel ge¢is hakkinda fikir verebilir (108). Sizofrenide
klinik 6zelliklerin aileselligini arastiran az sayida arasgtirma mevcuttur (159).
Ailesellik dlciitleri, kullanilan tami kriterlerine gore degisebildiginden DSM-III-R
tamu kilavuzuna gore yapilan degerlendirmelerde ailesellik yiiksek ¢ikmaktadir.
Baz1 ailesel kiimelenmeler (aggregasyon) diger ailelerden daha kuvvetli ve daha
homojen olsa idi o zaman sizofreni i¢in riskli genleri aragtirmada sizofreninin
bazi klinik alt tipleri oldukca kolaylik saglardi. Maalesef klasik olarak birbirinden

ayrilmig alt gruplardan higbiri (paranoid, katatonik, disorganize, ayrimlagsmamais



veya rezidiiel) aile i¢inde homojenlik gostermez; bir alt grubun probandindaki
ailesel risk diger herhangi birine gore daha yiiksek olabilir. Ayrica bir ¢ok girisim
ailesel, genetik, sporadik, hatta cevresel etmenlere bagli sizofreni formlar
arasinda herhangi bir klinik farklilik ortaya ¢ikaramamigtir. Calismalar sonunda,
yiiksek ailesel sizofreni riski tasiyan vakalar1 tammlamada faydali olabilecek ve
genig bir klinik farklillk gosteren bir siniflama ortaya ¢ikarilmigtir: negatif ve
pozitif semptomlar. Kalici negatif semptomlar gésteren (sosyal ige-kapanma,
garip davramglar, bigimsel diisiince bozuklugu) ve oOnceki yasantilarinda bazi
pozitif semptomlar gosteren vakalar psikiyatrik hastaliklar bakimindan yﬁksekb
ailesellik g@sterirken yalnizca baskin deliisyonlar ve halusinasyonlar gésterenlerle
sadece negatif semptomlar gosterenler (basit sizofreni) daha az ailesellik
gostermektedir (153).

3.7. Sizofrenide riskli genleri tamimlamak i¢in kullanilan yontemler

Giintimiize kadar sizofreninin genetik yOniinii tam olarak ortaya
koyabilmek i¢in birbirinden farkli bircok yol izlenmis ve bu konuda oldukea ileri
mesafeler katedilmistir. Ozellikle son yillarda molekiiler genetik analizlerin g¢ok
komplike olanlarimin kolayca yapilabilir hale gelmesi ile birgok hastalikta oldugu
gibi sizofenide de etyopatogeneze yOnelik hayli fazla sayida genetik teori ortaya
atilmigtir. Sizofrenide molekiiler genetik risk faktdrlerini arastirmak {izere
birbirini tamamlayic1 6zellige sahip olan iki ¢aligma stratejisi izlenmigtir: linkage
(baglant1) ve asosiyasyon ¢aligmalar1 (81). Her ne kadar sizofreni spektrumunda
tarusal kangikliklar giin gectikge artsa da baglanti ve asosiyasyon ¢aligmalari

probantlarin diyagnostik durumlarmin kesin bir gekilde 2 temel kategoriye



indirgenmesini gerektirir: etkilenmis bireyler ve etkilenmemis bireyler. Bu da
hayli zorluk ¢ekilen konulardan biridir.

3.7.1. Sizofrenide sitogenetik anormallik ¢alismalar

Translokasyonlar ve delesyonlar gibi kromozomal yeniden diizenlemeler
ile sizofreni arasinda bir iliskinin oldugu ileri siiriilmektedir. Velo-kardiyo-fasiyal
sendromlu bireylerde daha fazla oranda sizofreni goriildiigii rapor edilmistir (102).
Bu sendromda kromozom 22qll’de kiiglik interstisyel delesyonlar (2-3Mb
uzunlugunda) oldugu tespit edilmistir. Bu bolge aymi zamanda bir sizofreni
populasyonunda SNP markerleri kullamilarak yapilan aile temelli baglanti
dengesizligi (linkage disequilibrium) haritalamasinda da gosterilmistir (80). Bu
baglamda genis bir Iskogya’li ailede dengeli bir resiprokal translokasyonun
t(1;11) kalitildigr bulunmustur (142). Gorildiigii gibi bu translokasyon 1 no’lu
kromozom tizerinde bulunan ve fonksiyonu bilinmeyen iki geni bélerek direkt

olarak etkilemektedir.

3.7.2. Sizofrenide molekiiler genetik calismalarn

3.7.2.1 Sizofrenide baglanti caliymalan

Baglant1 ¢alismalarinda amag; kromozomal lokasyonu belli olan bir DNA
markeri tagiyan birkag etkilenmis bireye sahip ailelerde bu hastalifin birlikte gegis
(co-transmisyon) kalibim ¢ikarmaktir. Baslangicta sizofreni ile ilgili baglanti
calismalaninin biiylik bolimii etkilenmis bireylerden {iremis genis ailelerde
yapilmistir. Bu tip soyagaglarina sahip ailelelerin en azindan bir kisminda alellerin
yeterli giicte birbirinden ayrilmas: ve bulgularin tekrar edilmesi timit edilirdi fakat

bu gergeklestirilemedi. Biiylik ailelerde tespit edilen bulgular baglangigta pozitif
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sonuglar vermis ancak daha sonra bunlarin tekrar1 gosterilememistir (137). Birbiri
ardina yapilan birgok ¢alisma baglantinin sarih ve tekrarlanabilir oldugunu
gosterememistir. Biiylik uluslar arasi kollaboratif ¢aligmalarda 22ql1, 6p24-22,
8p22-21 ve 6q kromozomlarinda bazi bulgular elde edildi (79,131). Yine baz
bolgelerde 13q14.1-q32 (21), 5q21-q31 ve 10pl5-pll kromozomlarinda (146)
uluslar arast konsorsiyumlar tarafindan yeterli bulunmayan diger bazi baglantt
bulgulan elde edildi. Bunlarin disinda kollaboratif ¢alismalarla su anda halen
incelenmekte olan kromozomlar 1q21-q22 ile 18p22-p21 lokiisleridir (20,133).
3.7.2.2. Sizofrenide asosiyasyon caligmalar:

Genetik asosiyasyon c¢alismalart bir grup hasta ve saglikli kontrol
bireylerde aday genlerin allelik sikliklarinin  karsilastirilmasi  esasina
dayanmaktadir. Diger bir deyisle asosiyasyon calismalari kiigiik etkili genleri
kuvvetli bir sekilde tanimlamaya verilen addir. Biitiin genomu asosiyasyon ile
taramak gliniimiizde miimkiin olmayacad1 i¢in aragtiricilar test etmek iizere
spesifik genleri ve lokiisleri segmek zorundadirlar. Bir gen ya fonksiyonel olarak
adaydir (yani ilgili hastalikla iligkisi oldugu bilinen bir biyolojik sliregte gérev
alir) ya da pozisyonel olarak adaydir (yani bu gen &yle bir yerde lokalize olmakta
veya haritalanmaktadir ki baglant1 ile iligkilendirilmektedir), veya her ikisinin
kombinasyonu s6zkonusudur (63). Sizofrenideki baglant1 bulgularinin sihhatinden
emin olunamadig: i¢in glinlimiize kadar yapilan c¢aligmalarin ¢ogu fonksiyonel
aday genler lizerinde yogunlagmistir. Fakat asosiyasyon ¢alismalari bazi
potansiyel problemleri beraberinde tasimaktadir. Etyolojisi bilinmeyen sizofreni
hastalii ve benzeri bozukluklar i¢in potansiyel aday genlerin, insan genomunda

bulunan yaklasik 30-35 bin gen arasinda aranmasi zorunlulugu nedeniyle bu



asosiyasyon calismalar1 simurli bir etkinlie sahip olmaktadir. Her bir genin
sizofrenide rol almasi agisindan diisik bir Oncelik ihtimaline sahip olmasi
nedeniyle bu ¢aligmalardan pozitif sonug¢ almak bir hayli giictiir (109). Diger bir
problem de, birgok arastiricinin, ¢aligma igin segilen vakalarin ve kontrol
gruplarinin genetik yapilarindaki bilinmeyen farkliliklara bagli olarak yanlis
pozitif sonuglara ulasilabilecegi ihtimalini ekarte edememesidir. Bu tiir
problemler aile-temelli g¢alisma metodlarinda 6n plandadir fakat biitiin aile
tiyelerinden alinacak yeterli sayida 6regi toplamak bir hayli giigtiir (106). Son iki
problem ise; pozitif bulgularin tekrarlanabilirlik yorumlanyla iligkilidir. Ilk
calisma eger yanlis pozitif (false positive) ise tekrarlanabilirlik problemli hale
gelir. Bununla beraber, daha sonraki caligmalar yanlis negatif olabilir (false
negative). Bu agilardan bakildiginda giintimiize kadar yapilan sizofreni
asosiyasyon c¢aligmalari, kiigiik genetik etkileri giivenilir bir sekilde ortaya
koyabilmekten uzaktir. Buna ragmen son teknolojik gelismelerle ¢aligmalara
ayrilan zamamn bir hayli kisaltilmasi, genom ¢apinda tarama yapabilmeyi
miimkiin hale getirmektedir. Bu teknolojik gelismelerden bir tanesi DNA
mikroarray sistemleridir ki bunlar bir deneyde binlerce SNPs’in genotipini ortaya
koymak i¢in spesifik olarak dizayn edilmis sistemlerdir. Asosiyasyon
caligmalarinda en ¢ok kullanmlan testlerden birisi ise gecis dengesizligi
(transmission  disequilibrium) testidir. Bu test &zellikle vaka-kontrol
calismalarinda eskiden kullanilan testlerle karsilastirildifinda daha giivenilir

sonuglar vermektedir (65).
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3.7.2.3. Sizofreniden sorumlu aday gen ¢aliymalar

Genetik asosiyasyon ¢alhigmalar1 igin aday genler; sizofreninin
etyopatogenezinde rol aldigi kabul edilen spesifik reseptorler, enzimler veya
fonksiyon gosteren diger molekiilleri hedefleyen farmakolojik, nérokimyasal ve
klinik bulgular temel alinarak belirlenir. Antipsikotik ajanlara olduk¢a yiiksek
afinite gosteren dopamin ve serotonin reseptdrlerini kodlayan genler buna iki
onemli ornektir. Bu reseptorlere ait birgok varyasyon calisilmistir ancak bunlarin
sonuglar birbiri ile ¢elismektedir. Omegin sizofrenide dopamin D2 reseptériinde
iddia edilen Ser311Cys varyasyonu sonugsuz kalmigtir (128). Dopamin D3
reseptor genindeki Ser9Gly varyasyonunun ise sizofrenide ¢ok kiiglik bir rol
oynayabilecegi ileri stirtilmiistiir (141). Uluslar aras1 bir ¢alisma grubu tarafindan
yiizlerce sizofreni hastasi ve yiizlerce kontrol hastasindan elde edilen
materyallerle serotonin 2A reseptoriiniin T102C varyasyonunun rolii hakkinda
aragtrma yapilmig, sonugta ¢ok Onemli bir istatistiksel anlamlilik yakalanmig
ancak esitsizlik oranlar (odds ratio) 1.2 civarinda oldugu i¢in bu polimorfizmin
hastaligin etyopatogenezindeki roliiniin ¢ok az oldugu sonucuna varilmistir (161).
Bunlardan ayn olarak aday genler ayrica hastaligin klinik 6zelligi temel alinarak
da segilebilir ki buna “genetik 6ngérii” adir verilir. Genetik 6ngérii fenomenine
gore ileri jenerasyonlarda hastalifin baslama yagt azalir ve/veya fenotip daha
belirgin hale gelir. Genetik 6ngérii bircok noropsikiyatrik hastalikta yapilmistir:
frajil-x sendromlari, myotonik distoni, spinoserebellar ataksiler ve digerleri.
Genetik 0Ongorii, genlerin kodlayici sekanslarnin i¢inde veya digindaki
trintikleotid tekrarlarimin  (CAG, CCG gibi) uzunlugunun biiyiikliigii ile

olusturulur. Baz1 sizofrenili ailelerde genetik 6ngorii rapor edilmigtir (115). Bu



trinukleotid tekrarlarimi gostermek amaciyla birgok teknik kullanilmaktadir, elde
edilen sonuglar ise maalesef ¢eligkilidir.

3.7.3. Sizofrenide giiniimiize kadar ¢cahisilmis gen polimorfizmleri

Guiniimiize kadar sizofrenide bir¢ok genin polimorfik tipleri arastirilmis ve
bazilarinda 6nemli bulgular elde edilmigtir. Bu c¢aligmalarin gogu sizofeni
hastaliginin  hentiz karanlikk olan etyopatogenezini aragtirmaya yonelik
aragtirmalardir. Bu g¢aligmalarin hepsini incelemek ¢ok uzun zaman ve yer
alacagindan 6nemli olduguna inanilan bazilar1 asagida siralanmagtir:

1. Katekol-O-metil transferaz (COMT) polimorfizmi: Calismalarda
hastalarda polimorfizm gosteren bolgenin kodladifi amino asit olan Val alleli
stklig1 kontrol grubuna gére daha yliksek bulunmus, buradan hareketle prefrontal
kortekste dopamin katabolizmas1 arttiginda prefrontal fizyoloji ve biligsel
fonksiyonlarin bozulabilecegi, bunun da sizofreni riskinin artmasi anlamim
tasiyabilecegi belirtilmistir (38).

2. Fosfolipaz A2 (PLA2) gen polimorfizmi: PLA2 geni insanlarda 1925
kromozomu iizerinde haritalanmigtir. Bu konu Ramchand ve arkadaslar
tarafindan detayli bir sekilde bir derleme yazisinda ele alinmigtir (119). Bu
derlemedeki bilgilere gére sizofreni hastalarinda A2/A2 homozigotik genotip
kontrollerle karsilagtinldiginda hayli yiiksektir. Buradan hareketle PLA2’nin ilk
intronunda bulunan Ban I polimorfik blgesinin sizofreniden sorumlu olan lokiisle
baglant1 dengesizligi halinde olabilecegi savunulmaktadir.

3. 5-hidroksi triptamin (5-HT) [Sub 2A] reseptdr gen polimorfizmi:
Serotonin norotransmitterinin etkinliginde 6nemli fonksiyona sahip olan bu

reseptoriin  geninin  kodlayic1  bélgesinin  102. pozisyonundaki (T102C)
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polimorfizm ile sizofreni hastalifi arasinda genetik bir asosiyasyon bulunmustur
(72). Bu T102C varyantinin gen promoterindeki polimorfizm ile siki iligki i¢inde
oldugu bilinmektedir. Bu da hiicre tipine gore reseptériin ekspresyonunun
degisebilecegi veya spesifik regiilator sinyallere cevabin degisebilecegi anlamina
gelebilir.

4. Dopamin D3 reseptér geni polimorfizmi: Bu gen ile ve dopamin D2
reseptor geni il;a ilgili bir¢ok arastirma mevcut olup bunlardan bir tanesinde bu
gendeki (DRD3) Ser9Gly polimorfizminin sizofreni hastalarinda TD’ye
yatkinlikla iligkisi oldugu savunulmugtur (134).

Bunlarin disinda transkripsiyon faktér aktivatdr protein 2 (AP-2) geni,
monoamin oksidaz A geni, hipofizer adenil siklaz aktive edici peptid geni
(PACAP), tirozin hidroksilaz geni, haptoglobin geni, kolesistokinin A reseptdr
geni (CCKAR), 6strojen reseptor-a geni, metabotropik glutamat reseptér mGluR4
(GRM4) geni, dopamin reseptér D4 geni, sitokrom P450 1A2 geni, interl6kin-1
geni, triptofan hidroksilaz geni, sinaptik vezikiil monoamin transporter (SVMT)
geni, anjiotensin konverting enzim geni ve daha birgok gen ile ilgili polimorfizm
caligmalar1 yapilmig, bunlarin bir kismu ile sizofreni veya sizofreninin bir
semptomu arasinda iliski kurulabilmig, bir kismu ile ise higbir iligki
kurulamamustir.

3.8. Bu tez cahsmasinin amaci

Sizofreni, yasam boyu yayginhg: yaklasik %1°lik bir oranla 6nemli bir
halk saglik sorunu olarak karsimizda durmaktadir. Birgok fizyolojik, gevresel,
biyokimyasal, sosyal ve genetik faktorler etyopatogenezinden sorumlu tutulmakla

birlikte heniiz kesin olarak ortaya konulabilmig bir sebebi yoktur. Bu agidan



arastirilmasi gereken onemli bir konu olma 6zelligini korumaktadir. Son yillarda
bircok hastalikta oldugu gibi sizofrenide de serbest radikal metabolizmasinin,
oksidan ve antioksidan sistem arasindaki dengesizliklerin bu hastalifin
etyopatogenezinde rol aldigina dair iddialar ileri siiriilmektedir. Her ne kadar
lizerinde g¢alisilan bazi modeller olsa da gizofreni i¢in herhangi bir hayvansal
model tam olarak olusturulamadigindan bu sahadaki 6nemli ¢alismalar insanlarda
yapilan klinik ¢alismalar ile sinirhdir.

Sizofreni hastalarimin postmortem beyin dokularinda, eritrositlerinde,
l16kosit, plazma ve serumlarinda yapilan arastirmalarda hem oksidan hem de
antioksidan sistem incelenmis, aralarinda bazi dengesizliklerin oldugu
gosterilmistir. Bu dengesizliklerden en onemlisi siiphesiz antioksidan sistemin
onemli bir Ogesi olan antioksidan enzimlerin durumudur. Degisik biyolojik
orneklerde GSH-Px, CAT, SOD, glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin
aktivite ve diizeyleri aragtinlmig, ¢ofunun normalden sapma go&sterdigi
bulunmustur.

Bazi sizofreni hastalarinin tedaviye digerlerine nazaran daha iyi cevap
vermesi, bir kisminda ila¢ kullanimina bagli TD gelisip digerlerinde gelismemesi,
bu hastaligin klasik alt grup siniflandirmasinin diginda genetik bazi varyantlarimin
bulunabilecegi fikrini vermektedir.

SOD enziminin insanda {i¢ adet izoenzimi tariflenmistir. Bunlardan
mitokondrial izoenzim olan Mn-SOD indiiklenebilir olma 6zelliginden dolay1 ayri
bir dneme sahiptir. Siiperoksit iiretiminin artmasi ile enzimin transkripsiyon
yoluyla tretimi de artmaktadir. Sizofrenide serbest radikallerin rol aldig:

bulgularinin literatiirde yer almasindan sonra bu sistemin ¢nemli bir 6gesi olan



Mn-SOD enziminin geninin polimorfizminin ¢alisilmas: dnemli bir konu olarak
karsimiza gikmaktadir. Ozellikle sizofreninin alt tipleri, bu hastalarda TD’nin
gelisip gelismemesi, bazi hastalarin distk, bazilarimin ise yiiksek dozda
antipsikotiklere cevap vermesi gibi konular ile, herhangi bir genetik varyasyonun
bulunup-bulunmamas: arasindaki muhtemel iliskiler aydinlatilmasi gereken
konulardir.

Mn-SOD enzim proteininin sentez edildikten sonra MTS kismina denk
gelen —9. aminoasit olan Val yerine gendeki bir niikleotid degisimi sonucu Ala
amino asiti gelebilmekte, bu da enzimin mitokondriye girisini ve dolayisiyla
fonksiyon gormesini etkileyebilmektedir. Bu agidan oksidatif stresin varligi kesin
olarak gosterilmis sizofreni hastalarinda psikiyatrik herhangi bir hastalik
tagimayan kontrol grubu bireylere gore Mn-SOD geninde polimorfizm olup
olmamas1 6nem kazanmaktadir. Sizofreni hastalarinda ilgili genin allellerinin
tercihli formlarindan herhangi birinin kontrol grubundan farkli ¢ikmasi
mitokondri gibi ROS olusumunun ¢ok yogun oldugu bir organelde ve dolayisiyla
hiicrenin timiinde bazi anormalliklerle sonuglanacaktir. Bu ¢alismada amacimiz

Mn-SOD allelinin sizofreni ile olan genetik iliskisini ortaya koymaktir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Hastalarm se¢imi ve kan 6rneklerinin toplanmasi

Calismada, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri Klinigi ile
Elazig Ruh ve Sinir Hastaliklari Hastanesi’nde takip ve tedavileri yapilan
sizofreni hastalarindan; kendilerinin, birinci derece yakinlarimn veya hastane
otoriteleri ve hekimlerinin rizasi ile kan &rnekleri alindi. Epilepsi, mental
retardasyon, madde bagimlilig1 olan hastalar g¢aligma dis1 birakildi. Sizofreni
hastalan birbirinden farkli dort psikiyatristin (bir grup hasta i¢in H. Tutkun, H.
Herken, diger bir grup hasta icin M.N. Namli, M. Yanik) degerlendirmelerine
gore alt siuflara aynldiginda DSM IV simiflamasina gore 3 farkh alt tip belirlendi:
Paranoid, disorganize ve rezidiiel sizofreni. Hastalar ayrica kullandiklan
noroleptik ilaclarin klorpromazin esdegerliklerine gore diisiik ve yiksek doz
olarak iki sinifa aynldi.

Kontrol grubunu ise, psikiyatrik hastaliklar basta olmak tizere organik ve
kronik hastalifn olmayan, yas dagilimi hastalarin yas dagilimina uygun saghikli
bireyler olusturdu. Hasta ve kontrol grubunun benzer cografi bélgelerden
olmasina dikkat edildi. Kanlar sabah a¢ karnina dinlenmis hastalarin antekiibital
veninden daha 6nceden hazirlanmig EDTA’h tiiplere alindi. Ortalama olarak
alinan kan miktan 5cc idi. Normal EDTA’l tiipler 2cc kan alinmas: igin yetecek
kadar EDTA igerdiginden tiiplere Scc kan alindifinda pihtilasma olmamasi igin
%7.5’luk K3EDTA’dan her tiipe ortalama olarak 60uL ilave edildi. Kan alma

islemi bitinceye kadar daha 6nce alinan kanlar buzdolabinin rafinda saklandi.
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4.2. Orneklerin saklanmasi ve analizlere hazirlanmas

Kanlarin alinma islemi bittikten sonra DNA saflagtirmasi yapilincaya
kadar ortalama olarak 1 hafta +4C°’ye ayarli buzdolab: rafinda bekletildi. DNA
analizi i¢in tiiplerden 300ul kan alinmadan Once kanlar birka¢ defa alt-iist
edilerek homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Kanlar mikrosantrifiljiin bir
defada alabilecegi maksimum tlip miktarina gore, 12’serli gruplar olusturularak
cahigildi.

4.3. Deneylerde kullanilan kimyasallar maddeler, sarf malzemeleri ve
cihazlar

Mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157.MP, Germany
ve Eppendorf microcentrifuge type 5415C, Germany), Elektronik hassas terazi
(Shimadzu Corporation Libror AEG-320, Japan), pH metre (Hanna Instruments
HI8521 pHmeter, Italy), UV/visible spektrofotometre (LKB Biochrom Ultraspec
Plus 4054 UV/visible spectrophotometer, Cambridge, England), hiz ayarli vorteks
(Labinco L46, The Netherlands), 37°C ye ve 65°C’ye (bu swékhk hizli DNA
rehidratasyonu yapabilmek icin gereklidir) ayarlanabilecek su banyosu
(Kétterman labortechnic type 3643, Germany), Elektroforez aparati 1200V-
500mA E815 (Belgium), Electrophoresis box (Consort N.V. Parklaan 36 B-2300
Turnhout, Belgium), Eppendorf Mastercycler gradient (Netheler Mlnz GmbH,
22331 Hamburg, Germany), UV lambasi ve ilgili okuma, kaydetme, fotograflama
tinitesi (TCP-20-M, Vilber Lourmat, Cedex, France), steril 1.5 ml, 0.5 ml ve 0.2
m!’lik Eppendorf santrifiij tiipleri, isopropanol, %70’lik etanol, borik asit, EDTA,
bromphenol blue, xylene cyanole, ficoll, agaroz, yiiksek rezoliisyonlu agaroz,

ethidium bromide, TRIS baz, potasyum asetat, magnesium asetat, TRIS-asetat,



DTT (dithiotreitol), genomik DNA piirifikasyon kiti, deoksiniikleotid trifosfat
(dNTP) seti (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), sigir serum albumini (BSA-acetilated),
©(phi)-X174DNA/Haelll ve ¢(phi)-X174DNA/Hinf I DNA marker’leri.

4.4. Kandan DNA izolasyonu

DNA saflagtirilmas: Promega firmasindan alinan ticari “Wizard Genomic
DNA Purification Kit™i ile gerceklestirildi (Kat. No.: A1125, Madison, W1, USA).
Bu kit 300 pL kandan DNA izolasyonu i¢in dizayn edilmistir. Calisma esnasinda
kitin genel kurallanina uymak kosuluyla bazi modifikasyonlar yapildi.
Gergeklestirilen deney agamalar1 agagida siralandig gibidir:

- 1.5 ml lik tiplere 900 pL “cell lysis” (hiicre parcalama) solusyonu
konuldu.

- Alt-iist edilmis kandan 300 pL alinarak hiicre par¢alama solusyununun
lizerine ilave edildi, 5-6 defa alt-list edildi, 10 dak. oda 1sisinda bekletildi (bu
asamada eritrositler pargalanmaktadir).

- 15.000 x g de 20 saniye oda 1sisinda santrifiijlendi.

- Alttaki beyaz kisma zarar vermeden miimkiin oldugu o6lglide fazla
stipernatan uzaklastinild: ve atildi. Altta hiicrelerin lizerinde yaklagik olarak 10-20
pL sivi birakild.

- Hiicre pargalama solusyonundan 300 plL alinarak c¢ok hafifce
vortekslenmis hiicre ¢6kiintiistiniin {izerine eklendi ve 5-6 kez alt-list edildi. 2-4.
basamaklar tekrar edildi. Beyaz hiicrelerin arasinda hala bazi kirmizi hiicreler
goriililyorsa bu durumda tekrar hiicre pargalama solusyonu eklenerek yukaridaki

deneyler tekrarlandi.



- Beyaz hiicreler siddetle vortekslenerek iyice karigmasi saglandi (10-15
saniye).

- Vortekslenmis hiicrelerin tizerine 350 upl. “Nuclei lysis” (¢ekirdek
par¢alama) solusyonu eklendi. Beyaz hiicrelerin pargalanmasi igin solusyon 5-6
kez past6r pipeti ile pipetlendi ve birakildi. Solusyon viskéz bir yapi kazand.
Kanstirildiktan sonra hala hiicre kiimeleri gériiniiyorsa 37°C’de inkiibe edildi ve
kiimelerin bozulmas: beklendi. Kiimeler 1 saat sonra hala varsa 100 pL ¢ekirdek
parcalama solusyonu eklenerek inkiibasyon tekrarlandi.

- Oda 1sisina getirilmis Niikleer lizatin tizerine 120 pL “protein
precipitation” (protein ¢oktiirme) solusyonu eklendi. 10-20 saniye siddetle
vortekslendikten sonra kii¢iik, degisik kahverengi tonlarinda protein kiimeleri
gortildii. Numuneler tam oda 1sisina gelmeden protein ¢oktiirme solusyonu
eklendiginde yeterli bir protein ¢okiintiisti elde edilemeyeceginden hareketle iyi
bir ¢oktiirme i¢in bu aynntiya dikkat edildi.

- Oda sicakliginda 15.000 x g’de 3 dakika santifiijlendi. Eppendorf tiipiin
dibinde koyu kahverengi bir protein ¢tkiintiisii goriildii.

- Stpernatan 300 pL izopropanol (oda 1sisinda) igeren 1.5 ml’lik santifiij
tiipiine transfer edildi.

- Surekli alt-list edilerek ve ters gevrilerek kanstirildi. Beyaz iplik
goriiniimiindeki DNA, goriilebilen bir kitle oluncaya kadar bu ¢evirme islemine
devam edildi. Baz1 numunelerde goriilebilen kiimeler olusurken diger bazilarinda

cok kiictik miktarda iplik¢ik goriildi.



- 1 dakika oda sicakliginda 15.000 x g’de santrifiijlendi. DNA, 6rnekteki
l6kosit miktarinin az veya fazla olmasina gére miktar1 degisebilen beyaz bir
¢okiintii olarak goriildii.

- Siipernatan dokiilerek dipte kalan DNA’nin tizerine 300 pL oda
sicakhifindaki %70’lik etanol eklendi. Alt-list yapilarak DNA pelleti ve tiipiin
kenarlar1 yikandi. Yukaridaki santrifiijleme islemi tekrarlandi.

- Etanol dikkatlice aspire edildi. Bu asamada DNA g¢ok gevsektir.
Yanlslikla pipetlenebileceginden dikkatli olmak gerekir. Tiipler temiz kurutma
kagitlarinin tizerine agizlan alta gelecek gekilde yerlestirildi, boylece fazla etanol
alinmig oldu. Sonra 5-10 dakika normal havada kurumaya birakildi.

- Kurumus tiipe 100 pL DNA rehidratasyon solusyonu eklendi. DNA’y1
rehidre etmek igin 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Tiip ara ara ¢alkaland: (Alternatif
olarak DNA 1 gece boyunca oda 1sisinda veya +4°C’de rehidre edilebilir, aym
sonug elde edilir).

- DNA 0.5 mI.’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 2-8°C’de sakland.

Bu islemler bittikten sonra eppendorf tiiplerde bulunan DNA’min tahmini
miktarini1 hesaplamak icin su islem gergeklestirildi: UV/visible spektrometre 260
ve 280nm’de ¢ift dalga boyu aralifinda okuma yapacak sekilde ayarlandi. DNA
Orneginden 4 pl almarak mikro kiivette bulunan 746 pl saf suyun tizerine
konuldu ve alt-iist yapildi. Okuma gergeklestirildi. Daha sonra ng/pul DNA= A X
dilusyon faktorii x 50 formiliinden hareketle orneklerdeki DNA’min yaklagik

miktar1 hesaplandi.
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4.5. Oligoniikleotidler (primerler)

Calismada kullanilacak olan Primer (Oligoniikleotid) IDT (Integrated
DNA Technologies, Inc.) firmasina sentezlettirildi (Coralville, IA, USA). PCR
deneylerinde kullanilacak olan oligoniikleotidler, insan DNA’s1 iizerindeki ilgili
gen bolgesinin amplifikasyonunu gergeklestirmek igin kullamildi. Satin alinan
primerin niikleotid sekansi ve orijini agagida belirtilmistir:

Sense 5’ ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG 3’ (SOD Al)
Antisense 5’ GCGTTGATGTGAGGTTCCAG 3’ (SOD S1)(99).

On denemelerden sonra PCR isleminde kullamilacak olan primer
konsantrasyonunun 50 pl PCR son hacmi igin 20 pmol olmast planlandi. On
denemelerde 5 pmol, 10 pmol, 20 pmol, 30 pmol, 40 pmol, 50 pmol, 75 pmol ve
100 pmol primer serileri diger biitiin degiskenler sabit kalmak iizere esit miktarda
DNA kullamlarak denendi. Bunlardan en giizel sonu¢ alinaninin 20 pmol oldugu
gozlendi (Resim 2a ve 2b). Bu denemelere ait teknik detaylar ve elde edilen
bulgular tezin bu bélimiiniin ilerleyen kisimlarinda ve Bulgular bdliimiinde
verilecektir. Bu miktar, literatlirde Mn-SOD enziminin polimorfizminin ¢alisildigi
bazi makalelerde kullanilan primer konsantrasyonu ile aym (139), bazilarindan ise
farkhdir (12,45,173). Stok ve g¢aligma primer serileri 5 mM pH 7.5 Tris-HCI
tamponu igerisinde hazirlanarak esit kisimlar halinde (20°ser pL. hacimlerde) derin
dondurucuda saklandi.

4.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Hasta ve kontrollerden elde edilen DNA 6rnekleri PCR ile g¢ogaltildi
(126). Cogaltilan 107 baz ¢iftlik DNA niikleotid dizisine ait detayh bilgiler Sekil

6’da verilmigtir. Taq polimerazin bulundugu ortamda her bir primerden 20 pmol
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kullanildi. Sense ve antisense primerler, 1.25 U Taq DNA polimeraz (Perkin-
Elmer), 2 mM dNTP, 1 mM MgCl,, 50 mM KCl ve 10 mM Tris-HCI (pH 8.3)
tamponu (10X buffer) iceren master miks solusyonu (30 pL), 20 uL su iginde 50
ng DNA igeren 0.5 mL’lik tiiplere eklendi (reaksiyon hacmi 50:1 olarak
belirlendi). PCR kosullar1 NgoM IV enziminin kullanilarak Mn-SOD geninin

MTS kisminin ¢ogaltildif aragtirmalara gore belirlendi (12,53,99).

Met Leu Ser Arg Ala Val Cys Gly Thr
CAGCIATG TTG AGC.CGG GCA.G TGTGC GGC.

Ser Arg Gly Leu Pro Pro Val Leu Gly Tyr
CGG6 TITLTTG.GGG.TA

Leu Gly Ser Arg GIln Lys His Ser Leu Pro
TCTG.GGC.TCC. AGG.CAGJAAG.C AC.AGC.CTC.CC

Asp Leu Pro Tyr Asp Tyr Gly Ala L
C.GAC.CTG.CCC. TAC.GAC.TAC.G GC.GCC.1

Gl

Gln e Met Gln ...
" CAG A TCATGCAG CT.. 3!

Sekil 6. Mn-SOD geninin ilk 150 niikleotidlik kisminda PCR reaksiyonunda iiretilen 107
baz ¢iftlik bdlgesi ile bu bolgenin iiretilmesini saglayan primerler, restriksiyon enzimi
NgoM IV’iin tanima sekansi, bu enzimin kesim noktasi ile 27. baz ¢iftinde meydana
gelebilecek T-C konversiyonunun kesime etkisinin sematik olarak gdsterimi. Koseli
parantezlerin arasi sinyal dizisini belirtmektedir, koseli parantez kapatildiktan sonra Mn-
SOD geninin yapisal bolgesi baslamaktadir. Normal yazi stili ile yazilan bolge PCR
reaksiyonunda iiretti§imiz 107 baz ¢iftlik bolgeyi, alttaki italik yaz1 stili ile gosterilen
bolge ise tiim Mn-SOD geninin devam eden niikleotid dizisinin bir kismim
gostermektedir. Nokta isaretleri her bir kodonu belirlemek igin kullanilmig olup, ilk
amino asit olan metionini (Met) kodlayan kodon ilk sirada yer almistir. Kodonlarin denk
geldigi amino asitler niikleotid baz dizisinin iist kisminda ii¢ harfli sembollerie
gosterilmistir. Gri renk ile tarali alan sense ve antisense primerleri (ilki Mn-SOD primer
Al, ikincisi Mn-SOD primer S1), ¢eveeve igine alinmis bélge restriksiyon enzimi olan
NgoM IV’iin tanima sekanstni (bu bdlgenin son niikleotidi olan T, eger C haline dénerse
enzim bu bdlgeyi tanimakta ve dolayisiyla kesme iglemi gerceklesmekte, eger T olarak
kalirsa enzim bu sekansi taniyamadigindan kesim islemi gerceklesememektedir. ilk
durumda yani kesilme igleminin oldugu durumda GCT i¢lii kodonunun kodladig1 amino
asit Ala olmakta, ikinci durumda yani kesilmenin olmadigi durumda GTT iiglii kodonu
Val amino asitini kodlamaktadir.), ok isareti bu enzimin kestigi noktay: gdstermektedir.
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PCR profilinin birinci asamasi ¢ift sarmal DNA molekiillerini denatiire
etmek i¢in yalnizca bir dongii olmak tizere 5 dakika 95°C’de gergeklestirildi. PCR
profilinin ikinci asamasi 95°C’de 1 dakika denatiirasyon (melting), 61°C’de 1
dakika yapisma (annealing) ve 72°C’de 2 dakika uzatma (extention) olmak iizere
35 dongti tizerinden gergeklestirildi. Bu tiir ¢aligmalar i¢in yapilan biitin PCR
analizleri kalitatif amagl olarak yapildifinda ikinci segmentin siklus sayisi rutin
olarak 35 olarak belirlendi. Bu sayidaki sikluslar ilgi duyulan genin
transkriptlerini ¢ogaltmak icin genellikle yeterlidir. Ugiincli asama olan en son
siklustaki uzatma periyodu 72°C’de 7 dakika olacak sekilde gerceklestirildi ve
ornekler 4°C’ye kadar hizla sogutuldu. Daha sonra bu PCR amplikonlari agaroz
jel elektroforezi ile analiz edildi. Genellikle total PCR iriiniiniin %401 agaroz jel
elektroforezine kosuldu. Agaroz jelin yiizdesi DNA fragmentlerinin beklenen
hacimlerine goére belirlendi. PCR {irtinleri daha ileri analizler i¢gin veya tekrarlar
icin -20°C’de sakland.

4.7. Restriksiyon ve modifikasyon enzimleri

Mn-SOD enzim geninin PCR iriiniintin ilgili bolgesinin kesimi igin
kullanilan ve Neisseria gonorrhoeae bakterisinden elde edilen NgoM IV
restriksiyon endoniikleaz enzimi Promega’dan satin alindi (Promega, Madison,
WI, USA) (Total 500 U, 10 U/ul). Bu enzimin kesme sekansi asagida gosterildigi
gibidir:

5/ ...G|CCGC C...3’

3/....C GGCC1G...5'

Taq DNA polimeraz enzimi Promega firmasindan satin alindi (Madison,

WI, USA) (Total 500 U, 5 U/ul). Deneylerde 30 pL master miks soluyonunun



i¢inde kullamlacak olan 10X buffer (S0mM KCl, 10mM Tris-Hel (pH 9), %0.1
tritonX-100) ve MgCl, (25 mM MgCl,) ¢ozeltileri enzimin ticari kutusunun i¢inde
mevcuttu.

4.8. Restriksiyon enzimi ile DNA’nn sindirim analizi

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol gruplarinin DNA’lan NgoM IV
restriksiyon enzimi ile sindirildi. Bu iglemler i¢in gerekli olan temel kurallar iki
ayn aragtirmadan elde edildi (13,127). Sindirim i¢in gerekli olan stok tamponlar
(10X) enzimlerle birlikte hazirlandi. Sindirim tamponunun igerigi su sekilde idi:
25 mM Tris-acetate (pH 7.8); 100 mM potassium acetate, 10 mM Mg acetate; 1
mM DTT. Genel kural olarak her pg DNA i¢in 1 {inite enzim kullanldi.

Tamponlarin ve enzimlerin hacimleri en son hacimin %10’unun altinda
tutulmaya caligildi (6megin final hacim olarak 20 pL olan sindirim karigiminin
icinde maksimum 2 uL enzim ve 2 pL tampon vardir). Inkiibasyon sicaklif
restriksiyon enziminin satin alindifi firmanin Onerisine gore ayarlandi, 37°C
olarak belirlendi. Inkiibasyon zamani 16 saat olarak belirlendi. Halihazirdaki
bilinen sekans verileri ile belirlenen ve beklenen bantlarin hacimleri, bu
¢alismadan elde edilen bantlann genigligi ile kargilagtirildi. Beklenen fragmentler
89 bg, 18 be (Ala alleli) ve 107 bg (Val alleli) uzunlugunda fragmentlerdir. NgoM
IV enziminin kesecek bir bolgesi varsa ilk iki uzunluga sahip fragmentler elde
edilmekte, kesecek bélge yoksa 107 bg olarak biitiin sekilde kalmaktadir.

NgoM IV enziminin {inite tarifi: 37 °C’de 1 saatte 50 pL. hacmindeki

deney ortaminda 1 pg DNA’y1r tamamen sindirmek i¢in gerekli olan enzim

miktandir.



4.9. Agaroz jel elektroforezi

DNA jel elektroforezi Aaij ve arkadaglarinin metoduna gore (1) daha énce
uygulandig1 gibi yapildi (22). Agaroz, Sigma firmasindan satin alindi (Sigma,
Germany). Kosma tamponu olarak Tris-Borat-EDTA (TBE) tamponu (0.5X)
kullanildi. Bu tamponun stok sekli olan 5X tampon su sekilde hazirlandi: 54 g
TRIS-base, 27.5 gr borik asit, 20 mL 0.5 M EDTA (pH 8) 1 L distile ve deiyonize
suda ¢ozilldi. Jel elektroforezini yapmak igin Horizontal tipte jel elektroforez
sistemi kullamldi (Electrophoresis box, Consort N.V. Parklaan 36 B-2300
Turnhout, Belgium). Elde edilecek bantlarin netligi ve keskinligi i¢in 6n ¢alisma
olarak PCR iriinleri ile degisik konsantrasyonlarda agaroz jeli kullanilarak
elektroforez yapildi (%0.8, %1, %1.5, %2, %2.5, %3). Sonunda kullanilan jelin
konsantrasyonu, mevcut analiz edilecek DNA’nin miktarina baglh olmak iizere %3
olarak belirlendi. UV 1s1g1inda DNA fragmanlarini gormek i¢in Ethidium bromide
floresan boyas1 kullamildi (135). Her 100 mL 0.5X TBE tamponu igin, 5 pL
hacimde, konsantrasyonu 10 mg/mL olan EtBr ilave edildi (Jeldeki ve kosma
tamponundaki final EtBr konsantrasyonu 0.5 pg/ml’dir). Jel iizerindeki
kuyucuklara DNA’nin aplikasyonu igin ylikleme tamponu kullanildi (%15 ficoll,
%0.25 BPB [brom phenol blue], %0.25 XC [xylene cyanole] 100 ml su i¢erisinde
¢oziildii, 3’er ml’lik hacimlere [aliquot] ayrlarak deneylerde kullamildi). Bu
aplikasyon tamponunun orani, mevcut aplike edilecek PCR iiriinlintin %10’ unu
gecmeyecek sekilde ayarlandi. Bunun igin sindirim yapilmig DNA iiriiniine (total
25 pl) 2.5 pL boyall tampon ilave edildi. Jeller oda sicakhifinda 100V ve 40

mAmp (cihazda maksimum 100mA ayar1 yapildi ama higbir zaman 50mA’i




gegmedi) sabit akimda kosturuldu. Uzun siireli kosturmalar i¢in 30 V sabit voltaji
uygulandi.

4.10. Deneylerde kullanilan marker DNA’larin hazirlanmasi

Deneyler boyunca iki farkli DNA markeri kullanildi. Bunlar ¢(phi)-
X174DNA/Hae 111 ve ¢(phi)-X174DNA/Hinf 1 DNA markerleri. Bunlardan ilki
72 ile 1353 baz ¢iftlik DNA parcalarinin taninmasina imkan saglarken ikincisi 24
ile 726 baz ¢iftlik DNA oligoniikleotidlerinin taminmasina yardimci
olabilmektedir. Agaroz jel elektroforezinde marker olarak kullanilmak iizere

hazirlanan bir marker DNA semas: asagida verilmistir:

Alinan hacim (pul)
DNA marker 5
Su 75
5X TBE tamponu 10
Yiikleme tamponu 10
Toplam hacim 100

Bu pipetleme islemleri tamamlandiktan sonra eppendorf tlip termocycler i¢inde
65°C’de 5 dakika bekletildi ve buz i¢inde aniden sogutularak kullanildi. Ticari
marker kitlerinin konsantrasyonunun 1 pg/pl oldugu goézoniine alindiginda
hazirlanan tiipte elde edilen toplam marker DNA konsantrasyonu 5pg/100ul = 50
ng’dir. Her bir deneyde pipetlenen DNA marker miktar1 10pl oldugundan

kuyucﬁklara uygulanan toplam DNA miktar1 (50 ng x 10=) 500 ng’dir.

4.11. Hasta ve kontrol numuneleri c¢alisiimadan once yapilan on
hazirhk ¢cahiymalan

4.11.1. DNA konsantrasyonunun PCR iiriiniiniin kalitesi iizerine olan
etkisinin arastirilmasi.

52 no’lu hastamin DNA’s1 (saflagtirma yapildiktan sonra 260nm’de yapilan

okuma ve hesaba gére DNA konsantrasyonu 400 ng/uL olarak bulunmustur) 6



adet PCR tiiptine 25 ng, 50 ng, 75 ng, 100 ng, 200 ng ve 400 ng son
konsantrasyonda olacak sekilde paylastirildi ve yukarida bahsedilen PCR sartlari
olusturularak 35 siklus olacak sekilde reaksiyon gergeklestirildi (Tablo 1a ve 1b).
Elde edilen triinden 20 pL alimip ilizerine 2 pL ylikleme tamponu eklendikten
sonra %3’°liikk etidyum bromiirlii agaroz jele 20 pL olarak yiiklendi. 100V’luk
elektriksel alanda 2 saatlik kosturma igleminden sonra bantlar UV 15181 altinda
fotograflandi.

Tablo 1. a) 52 no’lu sizofreni hastasimn (S-52) DNA’s1 kullanilarak

yapian PCR reaksiyonunda master miks katilmadan once PCR tiipiine

konulan total 20 upl'lik hacmi olusturan bilesenler. Normal

konsantrasyonu 400 ng/ul olan DNA drnegi ilk olarak 8 kat
seyreltilerek 50 ng/ul DNA elde edilmigtir.

S-52 no’lu hastanin DNA's1 (50 ng/ul)

DNA (ul) H,0 (ul) Total (ul)
25 ng 0.50 19.50 20
50 ng 1.00 19.00 20
75 ng 1.50 18.50 20
100 ng 2.00 18.00 20
200 ng 4.00 16.00 20
400 ng 8.00 12.00 20

Tablo 1. b) DNA konsantrasyonunun PCR idrinine etkisinin
aragtirlmas: amaci ile yapilan PCR reaksiyon deneyinde olusturulan
master miksin bilesenlerinin toplu olarak gosterilmesi.

MASTER MIKS
1X (ul) 10X (ul)
H,O 18.75 187.5
dNTP (mix, 2 mM) 4.00 40
Primer A1l (20 pmol/final) 1.00 10
Primer S1 (20 pmol/final) 1.00 10
MgCl; (1 mM) 2.00 20
10X buffer (magnezyumsuz) 5.00 50
Taq polimeraz (5 U/uL) 0.25 2.5

Total 30.00 300




4.11.2. Primer konsantrasyonunun elde edilen PCR iiriiniine ve
restriksiyon endoniikleaz ile gerceklestirilen sindirim {irtinlerine etkisinin
arastiriimasi

Bu konu ile ilgili olarak yapilmis ¢aligmalarda degisik primerlerden
degisik konsantrasyonlarda kullanildigindan, deneyleri optimize etmek ve tasarruf
saglamak agilarindan en uygun primer konsantrasyonunu bulmak i¢in asagidaki
deneyler gergeklestirildi. Hem Al hem de S1 (sense ve antisense) primerlerinden
PCR tiipiinde 5 pmol, 10 pmol, 20 pmol, 30 pmol, 40 pmol, 50 pmol, 75 pmol ve
100 pmol son konsantrasyon olacak sekilde reaksiyon gerceklestirildi (Tablo 2a,
2b ve 2c). Bunun igin hastalar ve kontroller arasindan iki DNA numunesi segildi:

28 no’lu sizofreni ($-28) hastasi ve 121 no’lu kontrol bireyi (K-121).

Tablo 2. a) 28 no’lu sizofreni hastasindan elde edilen DNA ile
(konsantrasyonu 45 ng/ul) yapilan PCR deneylerinde master miks
konulmadan once PCR tipiine pipetlenen bilesenlerin miktarlar: ve
oranlari. Bu deneyde 8 farkli primer konsantrasyonunda 8 ayri PCR deneyi
gerceklestirilmistir.

S-28 (45 ng/uL DNA)

DNA Primer Al Primer S1 Su Total

(0L) (20 pmol/pL) (uL) (20 pmol/ul) (L) (L) (uL)
5 pmol 1.10 0.25 0.25 1845 20
10 pmol 1.10 0.50 0.50 1790 20
20 pmol 1.10 1.00 1.00 16.90 20
30pmol 1.10 1.50 1.50 1590 20
40 pmol 1.10 2.00 2.00 1490 20
50 pmol 1.10 2.50 2.50 13.90 20
75 pmol  1.10 3.75 3.75 1140 20

100 pmol 1.10 5.00 5.00 8.90 20




Tablo 2. b) 121 no’lu kontrol bireyinden elde edilen DNA ile (konsantrasyonu
112 ng/ul) yapilan PCR deneylerinde master miks konulmadan once PCR
tiipiine pipetlenen bilesenlerin miktarlar: ve oranlari. Bu deneyde 8 farkii
primer konsantrasyonunda 8 ayri PCR deneyi gergeklestirilmigtir.

K-121 (112 ng/uL DNA)

DNA Primer Al Primer S1 Su Total

(ML) (20 pmol/uL) (uL) (20 pmol/pl) (uL) (uL)  (uL)
5 pmol 0.60 0.25 0.25 18.90 20
10 pmol  0.60 0.50 0.50 18.40 20
20 pmol  0.60 1.00 1.00 17.40 20
30 pmol  0.60 1.50 1.50 16.40 20
40 pmol  0.60 2.00 2.00 15.40 20
50 pmol  0.60 2.50 2.50 14.40 20
75 pmol  0.60 3.75 3.75 11.90 20
100 pmol 0.60 5.00 5.00 9.40 20

Tablo 2. c¢) Primer konsantrasyonunun PCR iiriiniine ve
restriksiyon enzim kesim kalitesine etkisinin arastirildig
calismada primersiz olarak hazirlanan master miks solusyonu
ve bilesenlerinin birbirine oranlari.

MASTER MIKS
1X (ul) 20X (uL)

H,O 18.75 375
dNTP (mix, 2 mM) 4.00 80
MgCl, (1 mM) 2.00 40
10X buffer (magnezyumsuz) 5.00 100
Taq polimeraz (5 U/uL) 0.25 5

Total 30.00 600

4.11.3. Restriksiyon endoniikleaz aktivitesinin sindirim {izerine ve
bant keskinligi iizerine etkisinin arastirilmasi.

Mn-SOD geninin polimorfizminin aragtirildig ¢alismalarda Cac8, BsaW1
ve NgoM IV gibi birbirinden farli restriksiyon enzimleri kullamlmistir. Dikkat
¢eken nokta ise biitiin ¢aligmalarda birbirinden farkh enzim tiinite birimlerinin
kullamilmas: idi. Satin alinan NgoM IV enziminin prospektiisiinde herhangi bir
{inite birimi Onerilmemekte idi ancak verilen 6rnek bir ¢alisma semasinda 10 U/ul

konsantrasyonunda olan enzimden 0.5 pl kullanilmakta idi. Enzim kitinin i¢inde



bulunan 10X tamponun miktarina bakildiginda her bir deneyde 5 U kullamldig:
taktirde yetecek kadar tamponun mevcut oldugu tespit edildi. Kitin
prospektiisiinde 1 Unite NgoM IV enzimi “1 saatte 37°C’de 50ul deney hacmi
icinde 1pug DNA’y1 tamamen sindirmek igin gerekli enzim miktari” olarak tarif
edilmekte idi. Bu bilgiye gore tarafimizdan gerceklestirilecek PCR
reaksiyonundan elde edilen muhtemel amplikon miktar: i¢in 1 U enzimin yetecegi
hesap edildi. Kullanilacak optimum enzim {nitesini tespit etmek amaciyla K-121
no’lu numuneden her tiipte 50 ng/final olacak sekilde iki PCR deneyi yapild:
(100ul total hacim) (Tablo 3a). 35 siklus sonunda elde edilen PCR {iriintinden 5
ayr1 eppendorf tiipe, her bir tlipte 15 pl olacak sekilde dagitildi. Uzerine NgoM
IV, BSA, 10X tampon eklenerek 16 saatlik inkiibasyona birakild: (Tablo 3b).
Inkiibasyon sonunda her bir tiipe 2.5 pl yiikkleme tampon eklendi, bu karigimdan
20 ul alinarak %3’lik etidyum bromiir iceren agaroz jeline uygulandi. 100 V
elektriksel alanda 2 saat kosturma isleminden sonra fotograflama islemi yapildi.
Tablo 3. a) Restriksiyon endoniikleaz enziminin (NgoM IV) degisik
konsantrasyonlarimin  bant keskinligi ve allel sindirimi iizerine
etkisinin aragtwrilmast amaci ile yapilan PCR deneyi i¢in hazirlanan

master miks solusyonunun bilesenleri ve oranlari. PCR deneyi 35
siklus olarak 100 ul final hacimde gergeklestirilmigtir.

MASTER MIKS
2X (ulb) 20X (ul)

H,O 37.50 375
dNTP (mix, 2 mM) 8.00 80
Primer A1 (20 pmol/final) 2.00 20
Primer S1 (20 pmol/final) 2.00 20
MgCl; (1 mM) 4.00 40
10X buffer (magnezyumsuz) 10.00 100
Taq polimeraz (5 U/pL) 0.50 5

Total 60.00 600




Tablo 3. b) Bant keskinligine ve kalitesine restriksiyon enziminin (NgoM IV)
linitesinin etkisinin aragtirimas: amaci ile tiplere eklenen birbirinden farkl:
konsantrasyonlardaki enzim, bovin serum albumin (BSA) ve 10X tamponun
birbirine olan oranlari ve deney ortanumn olusturulmast.

NgoM 1V (1 U/pl) BSA (0.1 mg/ml) NgoMIVigin  Amplikon Total

() ) 10X tamponu (1) (1Y
(ul)
1.0 4.0 5.0 15 25
2.0 3.0 5.0 15 25
K-121 3.0 2.0 5.0 15 25
4.0 1.0 5.0 15 25
5.0 - 5.0 15 25
1.0 4.0 5.0 15 25
2.0 3.0 5.0 15 25
K-121 3.0 2.0 5.0 15 25
4.0 1.0 5.0 15 25
5.0 - 5.0 15 25

4.11.4. Inkiibasyon siiresinin elde edilen bant kalitesine etkisinin
arastirilmasi.

Her ne kadar 60 dak. veya 90 dak.’1k inkiibasyonlar enzim iinitesi tarifine
gore PCR iirlinli amplikonun sindirimi i¢in yeterli olsa da elde edilen bantlarin
keskinligi ve kalitesi igin inkiibasyon siliresinin uzun tutulmasi yararli gibi
gozikmektedir. Nitekim NgoM IV enziminin prospektiisinde 16 saatlik
inkiibasyonun bant keskinligini ve kalitesini arttiracagi belirtilmektedir. Bun
nedende, iki $-28 no’lu numuneden 100’er pl iginde gergeklestirilen 35 siklus
PCR reaksiyonundan sonra elde edilen amplikonlar 6’sar tiipe 15 pl olarak
dagitildr. Uzerine 1U NgoM IV ve 10X restriksiyon endoniikleaz tamponu
eklendikten sonra eppendorf tiipler siras1 ile 37°C’de 60 dak., 90 dak., 3 saat, 5
saat, 10 saat ve 16 saat olmak iizere inkiibasyona tabi tutuldu (Tablo 4). Ilk
cikarilanlar +4°C’de bekletildi. Son inkiibasyon siireleri de tamamlandiktan sonra

oda 1sis1na getirilen tiiplerin {izerine 2 pl yiikleme tamponu eklenerek karigtirildi



ve toplam olarak 20 pl numune %3’likk etidyum bromiirlii agaroz jeline aplike
edildi. 100 V elektriksel alanda 2 saat elektroforez islemi gerceklestirildikten
sonra UV 15181 altinda bantlarin fotografi ¢ekildi.

Tablo 4. PCR iiriinlerinin sindirimi igin restriksiyon enzimi ile yapilan

inkiibasyon isleminde (37°C) siirenin bant keskinligi ve kalitesine etkisinin
aragtirddigi ¢alismada tiiplere eklenen bilesenler ve inkiibasyon siireleri.

Amplikon NgoM IV (1U/2.5ul) NgoM 1V igin 10X Total

() (22)) tamponu (uL) (1D

60 dak. 15 2.5 2.5 20

90 dak. 15 2.5 2.5 20

S-28 3 saat 15 2.5 2.5 20
5 saat 15 2.5 2.5 20

10 saat 15 2.5 2.5 20

16 saat 15 2.5 2.5 20

60 dak. 15 2.5 2.5 20

90 dak. 15 2.5 2.5 20

S-28 3 saat 15 2.5 2.5 20
5 saat 15 2.5 2.5 20

10 saat 15 2.5 2.5 20

16 saat 15 2.5 2.5 20

4.12. istatistiksel analizler

Genetik dagilimin Hardy-Weinberg dengesine uyumu X* goodness-of-fit
testi ile analiz edildi. Hastalar ve kontroller arasindaki genotipik dagilimlarin
farkliliklari ve aym zamanda TD olan ve olmayan hastalar, cinsiyetler, sizofreni
alt gruplar ve kullamlan néroleptiklerin klorpromazin esdegerligi agisindan diisik
ve yiiksek doz ilag alanlar olarak iki sinifa ayrilan hastalar arasindaki farkliliklar
gozlenen ve beklenen degerler agisindan Ki-kare veya Fisher’s exact test ile
degerlendirildi. Kontrol ve hastalar arasindaki ve aym zamanda TD olan ve
olmayan hastalar arasindaki allelik dagilim farkhibklann Fisher’s exact test ile

degerlendirildi. Hastalarin demografik 6zelliklerindeki farkliliklar (yas, néroleptik



tedavi siiresi, mevcut néroleptik dozu) her 3 Mn-SOD genotipi géz 6niine alinarak
one-way analysis of variance (ANOVA) ile belirlendi. P degerinin <0.05 olmasi
istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Biitiin istatistiksel testler “SPSS®

for Windows computing program, Version 9.0” ile gergeklestirildi.



S. BULGULAR

Calismanin baglangicinda 173 adet sizofreni hastasi ve 200 adet saglikli
kontrol bireyi vardi. Her iki gruptan bazi bireyler degisik sebeplerle, drnegin
DNA izolasyonunun verimli olmamasi, klinik siniflandirmanin tam yapilamamast,
bireyin demografik verilerinin tam olarak elde edilememesi gibi sebeplerle
calisma dig1 birakildi. Son olarak tizerinde istatistiksel analizlerin yapildig: hasta
ve kontrol bireylerinin sayisi1 sirasiyla 153 ve 196 olarak belirlendi. Sizofreni
hastalarinin cinsiyet dagilimi 94 erkek ve 59 kadin olarak, kontrol grubunun
cinsiyet dagilimi ise 102 erkek ve 94 kadin olarak belirlendi. Hastalarin kullandigx
néroleptik veya antipsikotik ilaglarin dozunu saghkli olarak bir bashk altinda
verebilmek ve gerekli karsilagtirmalar1 saglikli olarak yapabilmek icin her bir
antipsikotik ilacin dozu klorpromazine esdeger katsayisi ile carpilarak
klorpromazin egdegeri mg/giin degerleri hesapland1 [largaktil (klorpromazin)
esdegerligi = 16.7 x norodol (haloperidol); 1 x melleril (tiyoridazin); 50 x
risperdal (risperidon); 50 x zyprexa (olanzapin); 20 x stilizan (flufenazin); 2 x
clopixol (zucklopentixol)]. Yukarida bahsedilen hastalar ve kontrollerle ilgili

demografik bilgilerin tiimii 6zet olarak Tablo 5’de g&sterilmistir.

Tablo 5. Hastalarin ve kontrol grubunu olusturan saghkli bireylerin
demogrofik verileri (Sonuglar ortalama # standart sapma olarak verilmigtir).

Sizofreni Kontrol
n 153 196
Yas 37.6 £10.8 356+ 14.8
Cinsiyet 94E / 59K 102E /94 K

Mevcut noroleptik dozu (Klorpromazin 394 + 175 -
esdegerligi) (mg/giin)




Sizofreni hastalari birbirinden farkli dort psikiyatristin (bir grup hasta igin
H. Tutkun ve H. Herken, diger bir grup hasta i¢in M.N. Namli ve M. Yanik)
degerlendirmelerine goére alt simiflara ayrildiginda DSM IV siniflamasina gére 3
farkhi alt tip belirlendi. Bunlarin sayilari su sekilde idi: Paranoid sizofreni 81
hasta, disorganize sizofreni 32 hasta ve rezidiiel sizofreni 35 hasta (Tablo 6).
Hastalardan 5 tanesinin klinik alt tipi tamimlanamadi. Ilgili tabloda ayrica bu alt
gruplarin yas ortalamalan ile kullandiklam néroleptik ilaglarmn klorpromazin

esdegerlikleri de verilmistir.

Tablo 6. Sizofreni hastalarimn, hastalik alt tiplere gore ayrilmasi ve bu alt tipleri
olusturan hastalarin ozellikleri (Sonuglar ortalama + standard sapma olarak
verilmigtir).

Paranoid Disorganize Rezidiiel
n 81 32 35
Yas 355£104 379+ 10.1 42.1+11.3

Noroleptik dozu (Klorpromazin  421.8 +£190.4 377.0+194.0 395.8+176.5
esdegerligi) (mg/giin)

Sizofreni hastalarinin bir kisminda hayatlarimin ileri dénemlerinde istemsiz
hareketlerle karakterize olan bazi bozukluklar gelismektedir. Tardive diskinezi
olarak 6zetlenen bu klinik semptomlarin kullanilan néroleptik tedavisine bagli
olarak gelistigi savunulmaktadir. Bu ¢aligmaya dahil edilen toplam 153 hastadan
23’iinde TD pozitif, 130’unda ise TD negatif olarak belirlenmistir. Calismamiz
agirlikli olarak klinik bir ¢aligma olarak kabul edilmediginden ve mevcut hastalar
ile kontrol grubunun genetik polimorfizmleri arastirildifindan TD’nin siddeti
skorlanmamis olup sadece o!up olmadif esas alimmigtir (DSM-IV kriterlerine

goére TD tanmist konuldu). Tablo 7°de TD’si olan ve olmayan hastalarin yas



ortalamalari ile kullanmakta olduklann antipsikotik ilaglarin klorpromazin

esdegerligi yoniinden ortalamalar verilmistir.

Tablo 7. Sizofreni hastalarvun tardiv diskinezi (TD) olup olmamasina gore
smiflandiriimast ve bu swiflamaya gore hastalarin izellikleri (sonuglar ortalama
+ standard sapma olarak verilmigtir).

TD (+) TD (-)
n 23 130
Yas 39.8+11.5 37.3+10.7
Mevcut néroleptik dozu 362.7+£113.9 39944+ 184.4

(Klorpromazin esdegerligi) (mg/glin)

Bu ¢alismanin sadece Anabilim Dalimiz ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi’nde
degil ayn1 zamanda Tiirkiye’de de ilk defa yapiliyor olmas: nedeni ile énce PCR
metodu olusturuldu. Bu amagla farkli DNA konsantrasyonlari, farkli primer
konsantrasyonlar1, farkli NgoM IV enzim konsantrasyonlar: ve farkli kesim
inkiibasyon zamanlarina goére deneyler yapilmis, elde edilen sonuglar asagida
siralanmugtir.

5.1. DNA Kkonsantrasyonunun PCR iiriiniiniin kalitesi iizerine olan
etkisi

DNA marker olarak PhiX174 DNA Hinf I’'in kullanildig1 bu ¢aligmada
elde edilen PCR fiirlin bantlar1 Resim 1°’de gosterilmistir. Basta PCR tiipiine
eklenen DNA miktar1 arttikca goriildiigii gibi elde edilen {iiriiniin miktarn da
artmigtir. En parlak ve kalin bant 400 ng DNA mn kullanildig1 son tiipte elde
edilmistir. Bu deneme esas alinarak biitiin ¢aligmalarimiz esnasinda PCR tiiplerine
50 ng DNA pipetlenmistir. Bu c¢aligmada DNA izolasonu esnasinda RNaz
kullamilmamustir. Bu nedenle 260 nm’de yaptifimiz Olgtimlerde (OD2g)

muhtemelen bulmamiz gerekenden daha fazla miktarda DNA tespit edildi. Bunun



da nedeni RNA’nin aym1 okuma araliginda (ODagp) maksimum pik verm/esidir.
Buradan hareketle yaptigimiz PCR 6lgtimleri esnasinda Olgiilenden daha az
miktarda DNA pipetlemis oldugumuzu s6yleyebiliriz. Bu 6n ¢alismada da soldan
ikinci bant olarak goriilen bantta elde edilen iiriin 50 ng degil daha az miktardaki
bir baslangic DNA’s1 ile elde edilmigtir.

5.2. Primer konsantrasyonunun elde edilen PCR iiriiniine ve
restriksiyon endoniikleaz ile gergeklestirilen sindirim iiriinlerine etkisi

Bu 6n ¢alismada iki farkli kisiden elde edilen DNA 6rnekleri ($-28 ve K-
121) kullamildi. Primer konsantrasyonu hari¢ diger biitiin materyal ve test
kosullarinin aynm1 oldugu bu caligmalar esnasinda deneylerde kullanilmasi en
uygun olan primer konsantrasyonu 20 pmol/test tiipii olarak tespit edildi (Resim
2a ve 2b). Hem PCR iiriinlerinde hem de restriksiyon endoniikleaz sindirim
trtinlerinde 20 pmol konsantrasyonundan daha diigiik ve daha yiiksek
konsantrasyon denemelerinde elde edilen bantlarin keskinligi ve parlakligi, 20
pmol konsantrasyondan elde edilenden daha zayif idi. K-121 no’lu hastanin
DNA'’s1 ile yapilan deneyde 75 pmol primer konsantrasyonundan elde edilen
bantlar da en az 20 pmol konsantrasyondan elde edilen kadar keskin ve parlak idi.
Ancak tilkemiz kosullarinda en yiiksek tasarrufu saglamak amaciyla, yaptigimiz
calismalarda en az materyal ve masraf ile en iyi sonucu almak ana hedefimiz
oldugundan, biitiin deneylerde 20 pmol konsantrasyonunda primer kullanilmasi
kararlagtiriimagtir.

5.3. Restriksiyon endoniikleaz aktivitesinin sindirim iizerine ve bant
keskinligi iizerine etkisi

1-5 U arasinda 5 farkli enzim {inite birimi ile ayn1 DNA &rneginde yapilan

iki farkli PCR deneyinden elde edilen iiriinlerin agaroz jel bantlari arasinda



herhangi bir farklilik olmadig; tespit edildi (Resim 3). Bu nedenle biitiin hasta ve
kontrol deneylerinde sindirim i¢in 1U NgoM IV enziminin kullanilmasi
kararlastinildi. Bu 6n ¢alisjmadan amacimiz da bir 6nceki boliimde oldugu gibi
deneylerde maksimum tasarrufu saglamaktir. Her bir deneyde 5U kullanilmasi
esasina gore kitte mevcut bulunan 10X tamponunun deneylerin 1/5%
gerceklestirildikten sonra erkenden bitmesi lizerine kitin prospektiisiinde
belirtildigi sekilde laboratuvarimizda yeniden 10X tamponu hazirlandi (25 mM
Tris asetat [pH 7.8], 100 mM potasyum asetat, 10 mM magnezyum asetat, ] mM
DTT). Diger deneyler bu tamponun i¢inde gergeklestirildi.

5.4. I'[n'kiibasyon siiresinin agaroz jelde elde edilen bant kalitesine
etkisi

S-28 no’lu hastanin numunesinden gergeklestirilen PCR reaksiyon tiriinleri
ile yapilan 60 dak., 90 dak., 3 saat, 5 saat, 10 saat ve 16 saatlik restriksiyon enzim
inkiibasyonundan elde edilen bantlar Resim 4’te gériilmektedir. Buna gére kisa
slireli ve uzun stireli- inkiibasyonlarda enzimin etkinligi ve dolayistyla elde edilen
agaroz jel bantlarmin kalitesi hemen hemen ayni goriinmektedir. Bundan
hareketle biitiin deneyler standart olarak uzun siireli inkiibasyon (16 saat) ile
gerceklestirilmigtir. Kisa ve uzun slireli inkiibasyonlar arasinda ¢ok oOnemli
farklihk olmamasina ragmen uzun inkiibasyonu segmemizin nedeni, 350’nin
lizerindeki hasta ve kontrol DNA’larimin uzun siiren c¢alismalar: esnasinda
kullanilan NgoM IV’iin —20 °C’ye ayarhh derin dondurucuya defalarca konulup
¢ikarilmasimin zamanla enzim aktivitesini azaltabilecegi ve son zamanlara dogru

kisa stireli inkiibasyonlarin yeterli gelemeyecegi ihtimali idi. Uzun



inkiibasyonlarda enzim aktivitesi azalsa bile enzim-substrat birlikteliginin uzun
olmasi dolayisiyla zaman icinde biitlin sindirim rahatlikla gergeklesebilmektedir.

Bu ¢aligmada hasta ve kontrol grubu bireylerinden elde edilen PCR
iirtinleri ile bu triinlerin restriksiyon enzimleri ile inkiibasyonundan elde edilen
kesim fiirtinleri %3’liik agaroz jelinde yaklagik olarak 2 saat yiirtitiildiikten sonra
elde edilen bantlar ve bunlarin marker DNA ile kiyaslanmasi Resim 5’te
gosterilmistir.

Farkli bir ¢aligma grubu i¢in elde edilen agaroz jel elektroforez sonucu ise
Resim 6’da gosterilmigtir. Bu resime ve bir Onceki resime bakildiginda, PCR
irtiniinde elde edilen amplikon DNA miktarinin olduk¢a yeterli oldugu
anlasilmaktadir. Biitiin deneylerde aym miktarda DNA elde edilmemis olup
bunun, hasta ve kontrol grubu bireylerden DNA izolasyonu esnasinda, kan
hiicrelerinin sayisi, deney protokolunda meydana gelen pipetaj hatalann gibi
sebeplerden kaynaklanmasi muhtemeldir. Resim 5°te 82. ve 83. numuneler ile
Resim 6°da 91., 95. ve 96. numunelerde allelerin her ikisinin de kesildigi, buna
karsilik olarak Resim 5°teki 84. ve 85. numuneler ile Resim 6°daki 90, 93, 94, 97
ve 98 no’lu numunelerde kesim gerceklesmedigi anlagilmaktadir. Bunlarin diginda
kalan numunelerde allelerin biri kesilirken diger allel kesilmemis ve iki adet bant
paterni olusmustur.

Farkl: hastalarin amplikonlar1 ile gergeklestirilen yukaridaki deneylere
benzer deneylerden elde edilen 107 ve 89 baz ¢ifti bantlarmin detaylan Resim 7

ve Resim 8’de gosterilmistir.
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Resim 1. Kullanilan DNA konsantrasyonunun elde edilen bant keskiligi ve kalitesine etkisi.
Al farkh tiipte 25, 50, 75, 100, 200 ve 400 ng DNA kullanilarak PCR yapildi. Deneylerde
S-52 nolu hastanin DNA’s1 kullanildi (normal DNA konsantrasyonu: 400 ng/ul).
Gergeklestirilen PCR reaksiyonunun kosullari: Toplam reaksiyon hacmi 50pl. 1.25 U Tag
polimeraz, 2 mM MgCl,, 2 mM dNTP, 20 pmol sense (Al) ve antisense (S1) primerler.
Baglangi¢ denatiirasyon: 95°C 5 dakika; dongii sayisi: 35 (1 dak. 95°C, 1 dak. 61°C, 2 dak.
72°C), son uzatma 72°C 7 dakika. Kullanilan DNA marker: 500 ng ¢(phi)-X174DNA/Hinf 1.
DNA’nm yiiriitiildiigii ortam: ig¢inde 0.5pg/ml etidyum bromiir bulunan %3’liikk agaroz jeli.
Kuyucuklara aplike edilen DNA miktar1 marker i¢in 10 mikrolitre, digerleri igin ise 20
mikrolitredir. Elektroforez kabinda, ml’sinde ayni miktarda etidyum bromiir igeren 0.5X
TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu (pH 8) kullanildi. Elektroforez kosullari: 100V, 40mA, 2
saat.
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Resim 2. a) Primer konsantrasyonunun elde edilen PCR iiriiniine ve restriksiyon
endoniikleaz ile gergeklestirilen sindirim {iriinlerine etkisi. Deneylerde A/V allel yapisina
sahip S-28 nolu hastanin DNA’s1 kullanildi (normal DNA konsantrasyonu: 45 ng/ul,
tiiplere ilave edilen DNA kons. 50 ng/pl). Gergeklestirilen PCR reaksiyonunun kosullar::
Toplam reaksiyon hacmi 50 ul. 1.25 U Tag polimeraz, 2 mM MgCl,, 2 mM dNTP.
Baglangi¢ denatiirasyon: 95°C 5 dakika; dongii sayisi: 35 (1 dak. 95°C, 1 dak. 61°C, 2
dak. 72°C), son uzatma 72°C 7 dakika. Kullanilan DNA marker: 500 ng o(phi)-
X174DNA/Hinf 1. Primerler diginda biitiin reaksiyon tiiplerinde kosullar aynidir. NgoM
IV ile sindirim kosullari; enzim miktari: 1 U, inkiibasyon sicaklifi: 37°C, inkiibasyon
stiresi: 16 saat. DNA’nin yiriitiildiigii ortam: Iginde 0.5 pg/ml etidyum bromiir bulunan
%3’liikk agaroz jeli. Kuyucuklara aplike edilen DNA miktar1 marker igin 10 mikrolitre,
digerleri icin ise 20 mikrolitredir. Elektroforez kabinda, ml’sinde ayni1 miktarda etidyum
bromiir igeren 0.5X TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu (pH 8) kullanildi. Elektroforez
kosullari: 100 V, 40 mA, 2 saat. Resimlerin altinda siralanan rakamlar kullanilan
primerlerin konsantrasyonunu gostermektedir (pmol= pikomol). (-): PCR iiriiniiniin
(amplikon) elektroforezi, (+): restriksiyon endoniikleaz enziminin sindirim {iriiniiniin
elektroforezi.
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Resim 2. b) Primer konsantrasyonunun elde edilen PCR iiriiniine ve restriksiyon
endoniikleaz ile gergeklestirilen sindirim iiriinlerine etkisi. Deneylerde A allel yapisina
sahip K-121 nolu hastanin DNA’s1 kullanild1 (normal DNA konsantrasyonu: 110 ng/ul,
tiiplere ilave edilen DNA kons. 50 ng/ul). Gergeklestirilen PCR reaksiyonunun kosullari:
Toplam reaksiyon hacmi 50 pl. 1.25 U Tag polimeraz, 2 mM MgCl,, 2 mM dNTP.
Baglangig denatiirasyon: 95°C 5 dakika; dongii sayisi: 35 (1 dak. 95°C, 1 dak. 61°C, 2
dak. 72°C), son uzatma 72°C 7 dakika. Kullanilan DNA marker: 500 ng o¢(phi)-
X174DNA/Hinf 1. Primerler disinda biitiin reaksiyon tiiplerinde kosullar aynidir. NgoM
IV ile sindirim kosullari; enzim miktar:: 1 U, inkiibasyon sicakligr: 37°C, inkiibasyon
siiresi: 16 saat. DNA’mn yiiriitiildiigii ortam: Iginde 0.5pg/ml etidyum bromiir bulunan
%3’lilk agaroz jeli. Kuyucuklara aplike edilen DNA miktar1 marker igin 10 mikrolitre,
digerleri igin ise 20 mikrolitredir. Elektroforez kabinda, ml’sinde ayn: miktarda etidyum
bromiir igeren 0.5X TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu (pH 8) kullanildi. Elektroforez
kosullari: 100 V, 40 mA, 2 saat. Resimlerin altinda siralanan rakamlar kullanilan
primerlerin konsantrasyonunu gostermektedir (pmol= pikomol). (-): PCR iiriiniiniin
(amplikon) elektroforezi, (+): restriksiyon endoniikleaz enziminin sindirim tirliniiniin
elektroforezi.
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Resim 3. Restriksiyon endoniikleaz aktivitesinin sindirim iizerine ve bant keskinligi
iizerine etkisi. Deneylerde A allel yapisina sahip K-121 nolu hastanin DNA’s1 kullanild:
(normal DNA konsantrasyonu: 110 ng/pl, tiiplere ilave edilen DNA kons. 50 ng/ul).
Gergeklestirilen PCR reaksiyonunun kosullari: Toplam reaksiyon hacmi 100 pl. 1.25 U
Taq polimeraz, 2 mM MgCl,, 2 mM dNTP, SOD Al ve SOD S1 primerlerinin
herbirinden 20 pmol. Baslangi¢ denatiirasyon: 95°C 5 dakika; dongii sayist: 35 (1 dak.
95°C, 1 dak. 61°C, 2 dak. 72°C), son uzatma 72°C 7 dakika. NgoM IV ile sindirim
kosullari; enzim miktari: 1 U, 2 U, 3 U, 4 U ve 5 U olmak iizere toplam iki grup deney,
inkiibasyon sicakligi: 37 °C, inkiibasyon siiresi: 16 saat. Kullanilan DNA marker: 500 ng
¢(phi)-X174DNA/Hinf I. DNA’nn yiiriitiildéigii ortam: Iginde 0.5 pg/ml etidyum bromiir
bulunan %3’likk agaroz jeli. Kuyucuklara aplike edilen DNA miktar1 marker i¢in 10
mikrolitre, digerleri i¢in ise 20 mikrolitredir. Elektroforez kabinda, ml’sinde aym
miktarda etidyum bromiir iceren 0.5X TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu (pH 8)
kullaniidi. Elektroforez kogullar1: 100 V, 40 mA, 2 saat.
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Resim 4. Inkiibasyon siiresinin agaroz jelinde elde edilen DNA bant kalitesine etkisi.
Deneylerde A/V allel yapisina sahip $-28 no’lu hastanin DNA’s1 kullanildi (normal DNA
konsantrasyonu: 45 ng/pl, tiiplere ilave edilen DNA kons. 50 ng/ul). Gergeklestirilen
PCR reaksiyonunun kosullari: Toplam reaksiyon hacmi 100 pl. 1.25 U Tag polimeraz, 2
mM MgCl,, 2 mM dNTP, SOD Al ve SOD S1 primerlerinin herbirinden 20 pmol.
Bagslangi¢ denatiirasyon: 95°C 5 dakika; dongii sayisi: 35 (1 dak. 95°C, 1 dak. 61°C, 2
dak. 72°C), son uzatma 72°C 7 dakika. NgoM 1V ile sindirim kosullar1; enzim miktar:: 1
U, inkiibasyon sicakligi: 37°C, inkiibasyon stiresi: sirastyla 60 dak, 90 dak, 3 saat, 5 saat,
10 saat ve 16 saat olmak lizere 2 grup deney gerceklestirildi. Kullanmilan DNA marker:
500 ng @(phi)-X174DNA/Hinf 1. DNA nn yiiriitiildiigii ortam: Icinde 0.5pg/ml etidyum
bromiir bulunan %3’liikk agaroz jeli. Kuyucuklara aplike edilen DNA miktar1 marker i¢in
10 mikrolitre, digerleri ig¢in ise 20 mikrolitredir. Elektroforez kabinda, ml’sinde aym
miktarda etidyum bromiir igeren 0.5X TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu (pH 8)
kullanildi. Elektroforez kosullari: 100 V, 40 mA, 2 saat.
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Resim 5. Kontrol grubu bireylere ait 6rnek agaroz jel elektroforezi paterni (1). Alttaki
rakamlar kontrol bireylerine tarfimizdan verilen sira numaralarmi gostermektedir. Solda
¢@(phi)-X174DNA/Hae 1II DNA markerine ait bantlar, sagda ise ¢(phi)-X174DNA/Hinf 1
DNA markerine ait olan bantlar goriilmektedir. Kuyucuklara aplike edilen DNA miktar
markerler i¢in 10 mikrolitre, kontrol grubu bireyleri i¢in ise 20 mikrolitredir. Bireylere ait
bantlar soldaki marker DNA’nin 118 b¢ ve 72 b¢ bantlarr arasinda ve sagdaki marker
DNA’nin 118 bg, 100 bg ve 82 bg bantlar1 arasinda yer almakta olup pozisyonlar1 107 bg
ve 89 bg olarak belirlenmistir. 18 b¢ uzunlugunda olan bant ¢ok kii¢iik olmasi nedeni ile
gézlenememekte, muhtemelen daha agagida primer dimerlerinin arasinda yer almaktadir.
bg: baz ¢ifti.
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Resim 6. Kontrol grubu bireylere ait 6rnek agaroz jel elektroforezi paterni (2). Alttaki
rakamlar kotrol bireylerine tarfimizdan verilen sira numaralarini géstermektedir. Solda
o(phi)-X174DNA/Hae III DNA markerine ait bantlar, sagda ise ¢(phi)-X174DNA/Hinf
DNA markerine ait olan bantlar gériilmektedir. Kuyucuklara aplike edilen DNA miktar:
markerler i¢in 10mikrolitre, kontrol grubu bireyleri i¢in ise 20 mikrolitredir. Bireylere ait
bantlar soldaki marker DNA’nin 118 bg ve 72 bg bantlari arasinda ve sagdaki marker
DNA’nin 118 bg, 100 bg ve 82 bg bantlar arasinda yer almakta olup pozisyonlar1 107 bg
ve 89 b olarak belirlenmistir. 18 bg uzunlugunda olan bant ¢ok kiigiik olmasi nedeni ile
gozlenememekte, muhtemelen primer dimerlerinin arasinda yer almaktadir. bg: baz ¢ifti
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Resim 7. Hastalara ait 6rnek Mn-SOD geninin agaroz jel elektroforezindeki DNA
bantlar1 (1). Sol basta ¢(phi)-X174DNA/Hae III DNA markerine ait bantlar
goriilmektedir (118 ve 72 baz ¢ifti uzunlugunda iki adet bant). Buna kargilik hastalarda
elde edilen bantlar 108 ve 89 baz ¢ifti uzunlugundadir. K: kontrol olarak alinan
restriksiyon endoniikleaz sindirimine tabi tutulmamis hasta DNA’larina (amplikon) ait
bant, V/A.: restriksiyon endoniikleaz sindiriminden sonra elde edilen bir allele ait kesilmig
ve diger allele ait kesilmemis DNA iriinlerine ait bantlar (107 ve 89 bg), V: restriksiyon
endoniikleaz sindiriminden sonra elde edilen her iki allele ait kesilmemis DNA fiirfiniine
ajt bant (107 bg), A: restriksiyon endoniikleaz sindiriminden sonra elde edilen her iki
allele ait kesilmig DNA {iriiniine ait bant (89 bg). A: alanin, V: valin, bg: baz ¢ifti.
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Resim 8. Hastalara ait 6rnek Mn-SOD geninin agaroz jel elektroforezindeki DNA
bantlar1 (2). Sol basta o@(phi)-X174DNA/Hae III DNA markerine ait bantlar
goriilmektedir (118 ve 72 baz ¢ifti uzunlugunda iki adet bant). Buna karsilik hastalarda
elde edilen bantlar 108 ve 89 baz ¢ifti uzunlugundadir. K: kontrol olarak alinan
restriksiyon endoniikleaz sindirimine tabi tutulmamig hasta DNA’larina ait bant, V/A:
restriksiyon endoniikleaz sindiriminden sonra elde edilen bir allele ait kesilmis ve diger
allele ait kesilmemis DNA (riinlerine ait bantlar (107 ve 89 bg), V: restriksiyon
endoniikleaz sindiriminden sonra elde edilen her iki allele ait kesilmemis DNA iiriiniine
ait bant (107 bg), A: restriksiyon endoniikleaz sindiriminden sonra elde edilen her iki
allele ait kesilmig DNA iiriiniine ait bant (89 bg). A: alanin, V: valin, bg: baz ¢ifti.



Hasta ve kontrollerin Mn-SOD genlerinin mitokondrial hedefleme dizisinde
varolan polimorfizmlerinin bizim ¢alisma grubumuzdaki degerleri Tablo 8> de
gosterilmistir. Bu sonuglara gore hasta grubunda Ala/Ala genotipi 14 bireyde
(%9.2), Ala/Val genotipi 106 bireyde (%69.3) ve Val/Val genotipi 33 bireyde
(%21.6) tespit edilmistir. Kontrol grubu genotipler agisindan incelendiginde;
Ala/Ala genotipi 46 bireyde (%23.5), Ala/Val genotipi 83 bireyde (%42.3) ve
Val/Val genotipi 67 bireyde (%34.2) olarak tespit edilmigtir. Her bir genotip,
hasta ve kontrol arasinda karsilagtirildiginda farkliligin anlamli oldugu tespit
edildi (X’= 26.53, p<0.0001). Ayrica allel sikliklar1 incelendiginde; ~9Ala
allelinin frekans1 hasta grubunda 0.46 ve kontrol grubunda 0.44 olarak, -9Val
allelinin frekans1 ise hasta grubunda 0.54 ve kontrol grubunda 0.56 olarak
bulundu. Hasta ve kontrol gruplan arasinda allel sikliklar1 agisindan herhangi bir

anlamli farklilik tespit edilemedi (Tablo 8).

Tablo 8. Hastalar ve kontrollerdeki Ala-9Val polimorfizminin genotipi ve allel
sikliklart.

GENOTIPLER” ALLEL SIKLIKLART
Ala/Ala Ala/Val Val/Val -9Ala -9Val
n (%) n (%) n (%)
Hasta (153) 14 (9.2) 106 (69.3) 33 (21.6) 0.46 0.54
Kontrol (196) 46 (23.5) 83 (42.3) 67 (34.2) 0.44 0.56

“hasta ve kontrol arasinda genotipler anlamli olarak birbirinden farkli (X*=
26.53, df= 2, p= 0.0001). Kontrol ve hastalarin genotipik dagilimlar: Hardy
Weinberg dengesi i¢indedir.

bhasta ve kontrol arasinda farkhilik yok.

Hastalarin sizofreni alttiplerine gore simflandirilmast sonucunda genotiplerde
ve allel sikliklarinda elde edilen degerler Tablo 9°da gésterilmistir. Bu tabloya

gore Paranoid ve Rezidiiel alttiplerde allel sikliklari birbirine esit iken (-9Ala:



0.44, -9Val: 0.56) Disorganize alttipinde degismektedir (-9Ala: 0.36, -9Val: 0.64).
Val/Val genotipi biitlin hastalik altgruplarinda yaklagik olarak aym yiizdede
bulunurken Ala/Ala ve Ala/Val genotiplerinin yiizdesinde farkliliklar mevcuttu

(X°=11.35, p=0.023).

Tablo 9. Hastaligin klinik alttipi ile Ala-9Val polimorfizminin genotipi arasindaki
iligki.

GENOTIPLER? ALLEL SIKLIKLARI
Ala/Ala Ala/Val Val/Val -9Ala -9Val
n (%) n (%) n (%)
Paranoid 4(49)  64(79) 13 (16) 0.44 0.56
Disorganize 1(3.1) 21 (65.6) 10 (31.3) 0.36 0.64
Rezidiel 6(17.1) 19 (54.3) 10 (28.6) 0.44 0.56

aX*=11.35, df=4, p=0.023

Hastalar ve kontrol grubu, cinsiyetlerine gore iki simifa ayrilarak yapilan
istatistiksel analizlerde elde edilen veriler sirasiyla Tablo 10 ve Tablo 11°de
gosterilmigtir. Buna gore hem hasta hem de kontrol gruplarinda allel sikliklar
agisindan anlamhli bir farklilik mevcut degildi. Hem hasta hem de kontrol
grubunda cinsiyetler arasinda genotipler agisindan anlamli farkliliklar mevcuttu.
Erkek sizofrenik bireylerde Ala/Ala ve Val/Val genotipi daha yiiksek oranda
gozlenirken bayanlarda Ala/Val genotipi daha fazla idi (X*=8.98, p=0.011). Aym
sekilde kontrol grubu incelendiginde erkeklerde Ala/Ala ve Val/Val genotipi
belirgin sekilde daha fazla goriiliirken bayanlarda Ala/Val genotipi 6n planda idi
(X*=16.53, p=0.0001).

Sizofreni hastalarinda énemli konulardan biri de hangi ilag dozu ile hastanin
semptomlarinin kontrol altina alinabildigidir. Bazi1 hastalarin hastalik semptomlan

daha diisiikk noroleptik dozu ile kontrol altina alnabilirken bazi hastalarda daha
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yiiksek dozda antipsikotik verilmesi gerekebilir. Bu agidan bu ¢aligmaya dahil
edilen hastalarin kullandiklari antipsikotik ilag dozuna gére genotiplerinin ve allel
sikliklarinin aragtirilmasi planlandi.

Tablo 10. Hastalarin cinsiyeti ile Ala-9Val polimorfizminin genotipi arasindaki
iligki.

GENOTIPLER® ALLEL SIKLIKLARI
Ala/Ala  Ala/Val  Val/'val _ -9Ala 9Val
n (%) n (%) n (%)
Erkek (94)  22(234) 36 (38.3)  36(38.3)  0.43 0.57
Bayan (59)  10(16.9) 37(62.7) 12(20.3)  0.48 0.52

“X’=8.98, df= 2, p=0.011

Tablo 11. Kontrol grubunun cinsiyeti ile Ala-9Val polimorfizminin genotipi
arasindaki iligki.

GENOTIPLER? ALLEL SIKLIKLARI
Ala/Ala Ala/Val Val/Val -9Ala -9Val
n (%) n (%) n (%)
Erkek (102) 24 (23.5) 47 (46.1) 31 (30.4) 0.47 0.53
Bayan (94) 5(5.3) 66 (70.2) 23 (24.5) 0.40 0.60

“X?=16.53, df= 2, p= 0.0001

Kullanilan her iki doz protokoliine (300 mg/giin ve alt1 ile 300 mg/giin {izeri;
400 mg/giin ve alt1 ile 400 mg/glin lizeri) gbére de hastalar arasinda anlamli
farkliliklar oldugu tespit edildi (Tablo 12). Her iki doz protokoliinde de yiiksek ve
diisiik doz noroleptik kullanan hastalar arasinda Ala/Val genotipi agisindan bir
farklilik yoktu. Her iki doz protokoliinde de diigiik dozda ilag alan hastalar anlaml
sekilde Ala/Ala genotipine sahipti. Yine her iki doz protokoliinde de yiiksek
dozda ila¢ alan hastalar Val/Val genotipine sahip idi (sirasiyla X°= 6.92, p=

0.031; X*=9.22, p=0.010).



Diistik dozda ilag alan hastalarin allel sikliklarinda 6nemli bir fark
bulunmazken yiiksek dozda ilag alanlarda allel sikliklar: agisindan énemli farklilik
mevcuttu. 300 mg protokoliinde —9Ala siklig1 0.40, -9Val siklig1 ise 0.60 idi. 400
mg protokoliinde bu oran gok benzer idi; -9Ala sikligi 0.37 ve —9Val siklig1 0.63
idi. Bu oranlardan da anlagilacag iizere yiiksek dozda ilag alan hastalarda —-9Val

alleli siklig1, -9Ala alleline gore daha fazladir (Tablo 12).

Tablo 12. Hastalarin kullamidig: antipsikotiklerin klorpromazin egdergerlikleri
ile Ala-9Val polimorfizminin genotipi arasindaki iliski. Kargilagtirma igin iki
farkl doz protokolu kullamilmigtir: 1) 300mg/giin ve alti ile 300 mg/giin iizeri,
400 mg/giin ve alt1 ile 400 mg/giin iizeri.

GENOTIPLER? ALLEL
SIKLIKLARI
Klorpromazin  Ala/Ala  Ala/Val Val/Val -9Ala -9Val
dozu (mg/gin) (%) (%) )
300 mg/giin 223 £ 66 8(19) 28(66.7) 6(143) 052 048

ve alt1 (42)
300 mg/giin 458 + 154 7(6.3) 75(67.6) 29(26.1) 040 0.60
tizeri (111)

400 mg/giin 289 + 80 14(159) 57(64.8) 17(193) 048 0.52
ve alt1 (88)

400 mg/glin 535+ 161 1(1.5) 46(70.8) 18(27.7) 037 0.63
tizeri (65) :

300 mg protokolu icin X*= 6.92, df= 2, p=0.031
400 mg protokolu icin X*= 9.22, df= 2, p= 0.010

Hastalar TD olup olmamasina gére simiflandinlip genotipleri ve allel
sikliklar1 aragtinldiginda su bulgular elde edildi (Tablo 13): Tardive diskinezili
hastalarda Ala/Ala genotipi 2 hastada (%8.7). Ala/Val alleli 8 hastada (%52.2) ve
Val/Val genotipi de 9 hastada (%39.1) tespit edildi. Tardive diskinezisi olmayan
hastalarda genotiplerin dagilimi ise su sekilde idi: Ala/Ala genotipi 12 hastada
(%9.2), Val/ Ala genotipi 94 hastada (%72.3) ve Val/Val alleli 24 hastada

(%18.5). Tabloda da goriildiigli gibi (Tablo 13) tardive diskinezisi olan ve



olmayan hastalarin genotipleri istatistiksel olarak birbirinden farkli degildir. Buna
karsiik kontrol grubunun genotipleri her iki hastalik alt grubu ile

kargilagtirildiginda farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii.

Tablo 13. TD olan ve olmayan hastalarda genotipler ve Ala -9Val
polimorfizminin allel sikliklar:.

GENOTIPLER? ALLEL SIKLIKLARI®
Ala/Ala Ala/Val Val/Val -9Ala -9Val
n (%) n (%) n (%)
TD + (n=23) 2(8.7) 12 (52.2) 9(39.1) 0.45 0.54
TD - (n=130) 12(9.2) 94(72.3) 24(18.5) 0.45 0.55
Kontrol (196) 46 (23.5) 83(42.3) 67(34.2) 0.43 0.57

“TD olan ve olmayan hastalar ile kontrol grubu arasinda genotip sikliklarinda
anlamli farklilik olmakla birlikte (X*=30.91, df=4, p=0.0001) tardiv diskinezisi
olan ve olmayan hastalarda énemli bir farkliik meveut degildir (X*=5.02, df=2,
p=0.081).

Son olarak; sizofreni hastalii daha ¢ok genclerde basladifindan ve 40
yagin iizerinde yakalanma riskinin ¢ok az olmasi ihtimalinden hareketle kontrol
grubu 40 yasg alt1 ve iizeri olarak iki gruba ayrilarak genotipler karsilagtirildi. Elde
edilen sonuglar; 40 yagin altinda Ala/Ala genotipi 33 bireyde (%24.8). Ala/Val
genotipi 53 bireyde (%39.8) ve Val/Val genotipi de 47 bireyde (%25.3) tespit
edildi. 40 yasin tizerinde Ala/Ala genotipi 13 bireyde (%21.0). Ala/Val genotipi
29 bireyde (%46.8) ve Val/Val genotipi de 21 bireyde (%32.3) tespit edildi. Her
iki yas grubu, sizofreni hastalarindaki genotiplerle karsilastinldiginda farkin
istatistiksel agidan anlamli oldugu gorildi (X’= 27.89, df= 4, p=0.0001).
Dolayisiyla, kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerin 40 yasin iizerinde veya

altinda olmasi, sizofreni hastalan ile genotip agisindan karsilastirildiginda Tablo

8’de elde edilen istatistiksel anlamlilig1 degistirmemektedir.



6. TARTISMA

Bu calismada degisik hastalik alt gruplarmna ait sizofreni hastalarinda
viicudun en 6nemli antioksidan enzimlerinden biri olan Mn-SOD enziminin Ala-
9Val polimorfizmi, saglikli kontrol bireyleri ile karsilagtirilmali olarak aragtirildi.
Polimorfizmlerin etkilerini agiklayan net bir biyolojik mekanizma heniiz ortaya
konulamamig olmakla birlikte bu tiir bir hastalikta, hastaligin herhangi bir alt
tipinde veya TD gibi uzun stire tedavi goren hastalarin bir kisminda ortaya ¢ikan
yan etkilerde SOD enziminin polimorfik yaplélmn etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Mevcut ¢alismanin verilerine gore, sizofreni hastalar1 ve kontrol
bireyleri arasinda genotipler acisindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
mevcuttur. Hardy Weinberg dagilimi hem hasta hem de kontrol grubunda normal
olarak bulunmasina ragmen Ala/Val genotipinin kontrol grubunda diisiik ve
Ala/Ala genotipinin anlamli derecede yiiksek bulunmasi; Ala/Val genotipini
tagimanin bizim toplumumuz agisindan sizofreniye yatkinlastirici, Ala/Ala
genotip yapisina sahip olmanin ise hastaliga kars1 koruyucu etki yaptif1 yoniinde
fikir vermektedir. Daha onceki caligmalar ile karsilagtirildiginda bulgularimiz
farklilik gostermektedir. Hori ve arkadaglarimin Japon sizofreni hastalarinda ve
kontrol bireylerinde yaptiklari Mn-SOD geni polimorfizm arastirmasinda kontrol
ile hasta grubu arasinda gen polimorfizmi ag¢isindan herhangi bir farklilik
bulunamazken hastalar TD olan ve olmayan olarak iki gruba ayrildiklarinda
bunlar arasinda genotipik dagilim istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (54).

Zhang ve arkadaglart TD’si olan ve olmayan sizofreni hastalarinda

yaptiklar1 Mn-SOD polimorfizm ¢alismasinda, genetik analizlerle beraber ilgili



enzimin aktivitesini de Slgmiisler ve polimorfizm ile enzim aktivitesi arasinda
herhangi bir iliski bulamamislardir (173). Mn-SOD enzim aktivitesi TD’si olan
hastalarda TD’si olmayan hastalar ve kontrollere gore 6nemli Olgiide yiiksek
bulunmustur. Ad: gecen ¢alismada TD olup olmamasina gére herhangi bir ayrim
yapilmaksizin enzim aktivitesi ile genotipler karsilastinldifinda Val/Val
genotipine sahip hastalarin Mn-SOD aktivitesi Ala/Val genotipine sahip hastalara
gore daha yiiksek bulunmus ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Aym
farklibk TD’si olan hastalarin kendi iginde de mevcuttur. Val/Val genotipine
sahip TD’li hastalarin Mn-SOD aktivitesi Ala/Val genotipine sahip olan TD’li
hastalara gore daha yiiksek bulunmustur. Her ne kadar sizofreni ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir polimorfizm bulunmasa da adi gecen ¢alismada 6lgiilen
enzim aktivitelerinin genotipler arasindaki dagilimi g¢alismamiza isik tutucu
mabhiyettedir. Bizim c¢alismamizda, bazi teknik zorluklar nedeni ile enzim
aktiviteleri, genetik polimorfizm ¢aligmasi ile ayn1 anda 6l¢tilemedi. Farkli zaman
dilimlerinde alinan kan &rneklerinde ayr ayn yapilan aktivite dlglimleri sihhatli
olamayacagindan, diger taraftan genetik analizler i¢in alinan kanlarin +4°C’de
bekletilmesi gerektiginden bu slire sonunda enzim aktivitelerinin azalacagi géz
Oniine alinarak bu caligmada aktivite Ol¢limii yapilamadi. Ancak Zhang ve
arkadaglarinin enzim aktiviteleri ile genotipler arasindaki iligkilerini konu alan
incelemeleri, bizim caligmamiza 151k tutucu mahiyettedir. Calismamizda Val/Val
ve Ala/Ala genotipinin kontrol grubunda daha fazla olmasi, buna karsilik Ala/Val
genotipinin sizofreni hastalarinda anlamli sekilde yiiksek olmasi, adi gegen
arastirmadaki Mn-SOD aktiviteleri ile paralellik arzetmektedir. Iki galigma bir

arada diigtiniildiigtinde bizim kontrol grubu bireylerimizde Mn-SOD aktivitesinin



daha yiiksek bulunmas: gerekir. Ciinkii adi gegen ¢aligmada Val/Val genotipinde
enzim aktivitesi daha yliksek bulunmustur. Literatiirdeki enzim aktivitelerinin
olgtldiigli ¢alismalar gozdniine alindiinda, bazi ¢aligmalarda sizofreni
hastalarinin biyolojik materyallerinde SOD aktivitesi daha diigiik bulunmugtur
(10,101). Fakat bu galigmalarda total SOD aktivitesi 6l¢iilmiis oldugundan ve bu
aktivitenin i¢inde Mn-SOD enziminden bagska Cu,Zn-SOD ve EC-SOD enzim
aktiviteleri de bulundugundan kesin bir yorum yapmak zor olabilir. Kontrol
grubunda Val/Val ve Ala/Ala genotiplerinin istatistiksel olarak anlamli gekilde
daha fazla olmasi, kontrol grubunda Mn-SOD aktivitesinin fazla, buna karsilik
sizofreni hastalarinda diistik olmasim izah edebilir. Sizofreni alttipleri gozoniine
alindiginda, rezidiiel sizofrenide Ala/Ala genotipinin diger alttiplere gére daha
yliksek oldugunu goriiyoruz. Bu alttipte nisbi olarak diger alttiplere oranla daha
yiiksek SOD aktivitesi beklenebilir. Bunun yanisira alttiplemede 6zellikle Ala/Ala
genotipine diisen hasta sayis1 olduk¢a az oldugundan istatistiksel veriler kismen
daha az giivenilirdir. Ala/Ala genotipi daha 6nceki bir ¢alismada yiiksek enzim
aktivitesi ile iligkilendirilmis ve TD’den koruyucu olarak nitelendirilmistir (54).
Bu agidan bakildiginda galismamiza dahil edilen sizofreni hastalari kontrollere
gore daha diigiik bir yiizdede Ala/Ala genotipi tagidifindan diigiik Mn-SOD
aktivitesine sahip olmalarn muhtemeldir. Aym yorum sizofreni alttipleri
kargilastirilmasinda da  gegerlidir.  Aragtincilar  yukarida bahsi  gegen
¢alismalarinda (54) -9Val allelini TD’li hastalarda daha yiiksek olarak bulmuslar,
bunun hastalarin TD’ye yakalanmalarinda bir risk faktorii olabilecegini
belirtmiglerdir. Bunun tek basina Mn-SOD geninde tespit edilen polimorfizmle

sinirh  kalmaylp bununla baglanti  dengesizlifi gOsterebilecek bagka
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polimorfizmler ile iligkili olabilecegi belirtilmigtir. Diger bir yorum da —9Ala
genotipinin TD’den koruyucu olabilecegine ait olasi yaklagimdir. Buna gére —
9Val genotipi TD’de diger allel tiplerine gore daha fazla gériilimektedir.
Dolayisiyla bu koruyucu genotipin (-9Ala) eksik olmasindan dolay: hastalar
TD’ye daha kolaylikla yakalanmaktadirlar. Aragtiricilar bu hipotezlerini Val/Val
genotipinde total AIMS (Abnormal Involuntary Movement Scale) skorunun daha
fazla olmast ile de desteklemektedirler. AIMS skoru TD’nin siddetini gésteren bir
Olgek oldugu igin Val/Val genotipi arttikga semptom giddeti artmakta, buna ters
olarak Ala/Ala genotipi arttikga da semptom siddeti azalmaktadir. Biz
¢alisgmamizda TD’nin rakamsal bir ifadesi olan AIMS skorlarini bazi nedenlerle
hesap edemedik. Ancak biitlin genotipler i¢inde sizofreni grubunda Ala/Val
genotipi en fazla ve Ala/Ala genotipi en az olarak tespit edildi. Bulgularimiza
gore homozigot Ala/Ala TD’den koruyucu ve/veya homozigot: Val/Val TD’ye
yatkinlastiric1 olarak degerlendirilebilir. Ciinkti TD’li hastalarda Ala/Ala genotipi
daha disiik ve Val/Val genotipi ise daha yiiksek olarak bulunmustur. Ancak
yukarida da belirtildigi gibi ¢alismamiza dahil ettigimiz 153 hastanin sadece 23
tanesinde TD bulunmasi, her bir genotipik alt gruba dahil olan hasta sayisinin gok
az olmasina sebep olmustur. Bu bakimdan bu kadar az sayida TD’li hasta ile ilgili
yapilacak kesin ifadeli yorumlar hatali olabilir. Bu hipotezimizin daha giivenilir
hale gelmesi i¢in bu bulgularimizi destekleyen yeni ve daha genis hasta
populasyonu ile yapilacak ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Sizofreni hastalifn toplumda diger bircok noropsikiyatrik hastalik ile
karsilastirlldiginda oldukga yiiksek bir siklikta goriilme olasiligi olan bir hastalik

olmakla birlikte etyopatolojisi heniiz tam olarak a¢ifa kavusturulamamistir. Bu



konu ile ilgili olarak nd&rotransmitterlerin sentezlenip salgilanmasindaki
anormallikler basta olmak {izere bir¢ok kimyasal, fizyolojik, farmakolojik ve
genetik hipotez 6ne siiriilmiistiir. Genetik hipotezler, monoamin metabolizmasina
ait enzimler ile ilgili hipotezler, noradrenerjik disfonksiyona dair hipotezler,
serotonerjik disfonksiyona ait hipotezler, aminoasitler, prostaglandinler, biiyiime
hormonu ve viral-immiin hipotezler basta olmak {lizere birgok hipotez ileri
stiriilmiis ve bunlara ait oldukca fazla sayida arastirma yapilmistir (24). Daha 6nce
de belirtildigi gibi bunlarin hig¢biri hastalifin etyopatogenetik sebebi olarak tek
basina sorumlu tutulamamis, kombine olarak diistinlilen mekanizmalar bile tam
anlamiyla giivenli bir sekilde ortaya konulamamistir. Bilinen mekanizmalarin bir
kismi ise tamamen tedavi temelli olarak ortaya atilmistir. Yani verilen bir ilacin
sizofrenik bir hastamin semptomlarimi azaltmasi, bu ilacin muhtemel etki
mekanizmalar1 lizerinden hareketle ters yonden sizofreninin etyopatogenezine
degisik bir yaklasima kapi agmaktadir. Bu ¢alismanin planlanmasinda 6ne ¢ikan
teori ve hipotez tamamen sizofreni hastalarinda oksidatif stresin artmasi {izerine
kurulmustur. Yapilan bircok klinik g¢aligmada daha 6nce de belirtildigi gibi
sizofreni hastalarinin kan, eritrosit, beyin dokusu, BOS gibi biyolojik
materyallerinde bir taraftan oksidatif stresin arttifi bulunurken difer taraftan
antioksidan savunma sisteminin azaldigi bulunmustur. Oksidan/antioksidan
sistemlerdeki bu diizensizlikler salt olarak diigiiniildiifiinde herhangi bir anlam
olmayabilir ama merkezi sinir sisteminde sebep olacaklan ikincil degisiklikler
baz psikiyatrik semptomlarin ortaya ¢ikisini izah edebilir.

Sizofreni hastalifinin etyopatogenezi ile ilgili olarak ileri siiriilen

hipotezlerden en 6nemlilerinden biri hi¢ siiphesiz genetik hipotezlerdir. Eger bu



hastalikta genetik gegis s6z konusu ise bunun ne sekilde kalitildigi ve kalitim
kalibimn ne oldugu konusu 6nem kazanmaktadir. Eger genetik gecis basitge
Mendel yasalarina gore gerceklesiyorsa ve “dominant” bir kalip sz konusu ise
sizofrenik bir anne veya babanin gocuklarmin %50’sinde sizofreni hastalif
goriilmeli, hi¢bir kugsakta tagiyic1 (genotipi hasta fenotipi normal) bulunmamali,
ya da hastalifin goriilmedigi herhangi bir kusak olmamalidir. Eger “resesif” bir
kaliim kalibi s6z konusu ise sizofreni hastalifimin tek kusakta goriilmesi,
propozitusun kardes ve cocuklarinin digindaki akrabalarinin normal olmasi,
dolayisiyla kalitimin yatay tipte olmasi gerekirdi. Bu durumda propozitusun anne
ve babasi genelde normal olurdu (14). Halbuki sizofreni hastalarinda bugiine
kadar yapilan ¢alismalarda boyle bir durum ortaya konulamamigtir (24). Hastalik
tek genli gecebilecegi gibi cok genli veya heterojen (riiultiple) gecisli de olabilir.
Dolayisiyla konu, ailelerde gecis “su kaliba gore s6z konusudur” denilemeyecek
kadar komplekstir. Fakat hastalifin karakteri ve yapilan aile-ikiz ¢alismalar
sizofreninin en ¢ok multifaktoriyel gegis kalibina uydugunu géstermektedir. Bu
gecis tipinde basitce fenotip; genotip ve gevresel faktorlerin etkilesimi ile ortaya
¢ikmaktadir. Sizofreni gibi diger biitiin. multifaktoriyel hastaliklarin olugmas: ve
ilerlemesinde ¢evre Onemli bir yer tutmaktadir. Oksidatif strese genom disinda
cevresel bir faktor olarak bakildifinda multifaktoriyel kalitim kalibi sizofreniye
oldukc¢a uymaktadir. Bu nedenle bazi kitaplarda sizofreni hastalig1, multifaktoriyel
kalitimin anlatildig1 yerlerde 6rnek olarak gosterilmektedir (14).

Sinir hiicrelerinin diger viicut hiicrelerinden farkli olarak ROS hasarina
daha yatkin olduklann bildirilmigtir (120). Bu agidan oksidan/antioksidan

sistemlerdeki dengesizliklerin bu dokuya etkisinin daha biiyiik olmasi



beklenebilir. Oksidan mekanizmalardaki veya diger bir ifade ile ROS sentezindeki
artiy ve/veya antioksidan savunma sistemindeki azalma beyindeki néron
hiicrelerinin membranlar1 bagta olmak iizere birgok organeline bozucu etkilerde
bulunabilir. Bizim bu ¢aligmada lizerinde durdugumuz ve géstermeye galigtigimiz
mekanizma yukarida bahsedilen ihtimallerden ikincisi yani antioksidan sistemde,
bunun da &nemli bir iiyesi olan Mn-SOD enzimindeki farkliliklardir. On kabule
gore, hiicrelerde SOD enziminin ve asil olarak bunun 6nemli bir izoenzimi olan
Mn-SOD enziminin daha az ¢alisan polimorfik bir tipinin sentezlenmesi
membranlar bagta olmak iizere hiicrenin biitin kesimlerini etkileyebilecek
olaylarin baglamasina sebep olabilir. Bilindigi gibi hiicrelerin sentez ettigi
enerjinin bllylik bir kismi hiicre membranlarimin biitiinliigiiniin korunmas: ve
iceriye ve disariya yapilacak madde transferlerinin gergeklestirilmesi igin
harcanmaktadir. Mn-SOD enziminin daha az efektif ¢alismasi sonucunda dolayli
olarak ROS’un artmas: ile membranlarda lipid peroksidasyonu zincir
reaksiyonlar1 seklinde baglar ve membran fonksiyonlarim1 bozacak sekilde
ilerleyebilir. Membranlarda lokalize olan bir¢ok yapisal ve fonksiyonel protein bu
olaylar zincirinden etkilenir. Ozellikle tasima ve pompa gorevi yapan proteinler,
lipid peroksidasyonuna bagh degisikliklerden etkilenerek ii¢ boyutlu degisime
ugrarlar. Ayrica ii¢ boyutlu yapist degisen membran enzimlerinin aktivitesi de bu
degisikliklerden etkilenir. Biitlin bu degisiklikler, membran fonksiyonlarinin
biiyiik 6l¢iide bozulmas: anlamim tasir. Bu sekilde olaylarin meydana geldigi
beyin bdlgelerine gére hastalarda biligsel, fonksiyonel, motor ve psikosomatik
bulgular ortaya ¢ikabilir (56). Bu ihtimaller gozoniinde bulundurularak bazi

antioksidan vitaminlerin hastalara verilmesi ile semptomlarin nasil etkilendigi



takip edilmis, sizofreni hastalarinin bazi pozitif veya negatif semptomlarinin
azaldig1 veya ortadan kayboldugu bulunmustur (83,84). Fakat konunun daha iyi
anlasilmasi, tedavi protokollerinin yeniden gozden gegcirilmesi ve muhtemel
etyopatogenetik ihtimallerin ortaya konabilmesi i¢in daha fazla sayida ¢aligmaya
ihtiyag vardir.

Asin bir oksidatif yiikle karsi karsiya olan mitokondrinin en 6nemli
savunma enzimi Mn-SOD’un sinyal sekansi {izerindeki polimorfizmi ilk defa
Rosenblum ve arkadaglan arastirmislardir (124). Hayat i¢in 6nemli olan bu
enzimin birden fazla sinyal sekansinin olmasi; hedefleme, membran
translokasyonu ve/veya Mn-SOD’un birbiri iizerine katlanmasiyla sinyal
sekansinin  kirilmas1 gibi olaylarin hizin1 belirleyen birbirini tamamlayici
mekanizmalarina isaret etmektedir. Ayrica sinyal sekanslarinda polimorfizmlerin
olmasi, proteinlerin daha sonra yanhs {i¢ boyutlu yapiya kavusmalarina ve hiicre
icinde yanlig yonlendirilmelerine yol agabileceginden bazi patolojilere ve
hastaliklara sebep olmasi kuvvetle muhtemeldir. Adi gecen caligma esnasinda
arastinicilar 47. niikleotitte bir degisiklik farketmislerdir. GTT olmasi gereken
kodon GCT olarak tespit edilmis, bunlarin aminoasit olarak karsiliginin ise Valin
ve Alanin oldugu belirtilmigtir. Bu Ala/Val polimorfizmi 24 amino asit bakiyeye
sahip olan mitokondrial sinyal sekansi (MTS)’min karboksi ucuna dogru 16.
amino asitte ortaya cikmigtir. Mitokondrial bir enzimde bu sekilde bir
polimorfizmin ortaya ¢ikmasi, oksidatif yiikiin artacafn anlamina gelebilir.
Nitekim sigan karacigeri ile yapilan bir ¢alisgmada mitokondiral DNA’nin niikleer
DNA’ya gore 10 kat daha fazla oksidatif hasara maruz kaldig1 gosterilmistir

(122). Sinyal hipotezine gore, sinyal dizileri niikleer DNA’da kodlanan proteinleri



hiicrenin  spesifik bir organelindeki spesifik yerine gotlirmek {izere
gorevlendirilmistir (16). Sinyal dizisi mitokondrinin dig membrani gegtikten sonra
ic membrandaki benzer reseptorlerce tamnir ve igeri kisma girdikten sonra
matriks-isleyici peptidaz tarafindan koparilarak olgun enzim haline getirilmis
olur. Bir ¢alismada sinyal sekansi icermeyen Mn-SOD enziminin hiicreleri
iyonize radyasyona karsi koruyamadigi, buna karsilik normalde sitoplazmada
bulunan Cu,Zn-SOD enziminin bir sinyal diziyle mitokondriye y6nlendirilmesiyle
hiicrelerin radyasyondan korundugu gdsterilmistir (163). Sonug¢ olarak Mn-SOD
enziminin yetersiz bir gekilde mitokondriye yonlendirilmesi ile mitokondrinin
ROS toksisitesine karsi defans1 kinlmig olur, bu da mevcut proteinlerin
denatiirasyonuna sebep olabilecegi gibi mitokondrial DNA’da oksidasyon yapip
mutasyon gelismesine de sebep olabilir (124).

Insanda birbirinden farkli sistemlere ait gesitli hastaliklarda Mn-SOD
genindeki polimorfizmin arastirildig: birgok ¢aligma mevcuttur. Bu ¢alismalardan
birgogu noropsikiyatrik hastaliklarin  disinda bazi hastaliklarda yapilmustir.
Bunlar; 1) meme kanserinde kansere yakalanma riski ile antioksidanlar ve Mn-
SOD polimorfizmi arasindaki iliski ile (12,99) yine meme kanserinde radyoterapi
komplikasyonlarinda Mn-SOD’un polimorfizminin &nemi (46), 2) Hispanikler
arasinda Mn-SOD polimorfizmi ile kolorektal karsinoma arasindaki iliski (145),
3) Eksudatif, yas ile iligkili makular dejenerasyon ile Mn-SOD geni arasindaki
asosiyasyon (70), 4) Asbestoz ile iligkili akciger hastaliklann ile Mn-SOD
genotipinin birbiri ile baglantist (53), 5) Servikal karsinoma hiicrelerinde
fotodinamik tedavi ile apoptozisin indiiksiyonu ve Mn-SOD geninin iligkisi (33)

konulu ¢aligmalardir. Bunlardan bir kisminda gergekten Mn-SOD polimorfizmi



ile hastalik arasinda iliski bulunmus, bir kisminda zayif bir iligki tespit edilmis, bir
kisminda ise anlamli bir iligkiye rastlanmamustir.

Shimoda-Matsubayashi ve arkadaglar1 Japon saglikli bireylerde ve
Parkinson hastalarinda yaptiklari bir polimorfizm g¢aligmasinda genin kodlayici
sekansinda yapisal bir T—C yer degistirmesi tesbit etmigler, bunun da sinyal
peptidin —9 pozisyonunda bulunan valin aminoasitini (GTT) alanin amino asitine
(GCT) doniigtiirecegini belirlemislerdir (139). Arastiricilar Chou ve Fasmanin
algoritmini kullandiklarinda (26) Ala allelini tagiyan sinyal peptidin alfa heliks
yapisina kavugamayacagim gérmiislerdir (Sekil 7). Bu alfa heliks daha sonra bir
beta tabaka yapist goOstermektedir. Edmundson’un helikal daire analizi
kullanildiginda ise alfa heliks yapisi gdsteren kisimda hidrofobik aminoasit
bakiyeleri dairenin bir tarafinda, hidrofilik bakiyeler ise (pozitif olarak yiikli
arjinin aminoasiti dahil) heliksin diger tarafinda yer almakta idi (Sekil 7). Aym
analizler valin bakiyesi tagyan allelere uygulandiginda ise -9 pozisyonunda alfa
heliksin sonlandigini, bunun yerine bu amino asitten itibaren p-sekonder yapisinin
olugtugunu izlemiglerdir (Sekil 7). MTS’nin bu amfifilik heliks yapisinin, Mn-
SOD enziminin mitokondriye girisi icin mutlaka gerekli oldugu belirtilmigtir
(49,78). Ancak Ala ve Val allellerine ait Mn-SOD enziminin mitokondriye hangi
hizlarla ve kapasite ile girdiginin anlasilmasi bagka bir in vitro ¢alisma ile agiga
¢ikacaktir. Parkinsonlu hastalar ve kontrol grubu ile yapilan yukanda adr gegen
¢aligmada, kontrol grubunda MTS’nin —9 pozisyonunda bulunan Ala rezidiisiiniin

allel siklif1 %12.1 bulunurken valin rezidiisiiniin sikli1 %89.9 bulunmustur (139).



Sekil 7. Insan Mn-SOD’unun mitokondrial hedef dizisinin iki polimorfik varyantinda
Chou-Fasman algoritimleri ile yapilan tahmini analizin sematik gosterimi. Aminoasit
bakiyelerinin numaralanmasima sinyal peptidin N-terminal bakiyesinden baglanmistir.
Polimorfik bolgenin —9 pozisyonu 16. bakiyeye karsilik gelmektedir. Amino asit
bakiyeleri karsilik gelen yapisal durumlarina gére gosterilmistir: helikal kisim (€2)
seklinde, p-tabakali kisim (MW) seklinde ve tesadiifi kivrilmalarin oldugu kisim (—)
seklinde gosterilmistir. Yapisal olarak 6nemli olan bakiyeler bakiye numaras: ile
belirtilmistir. Her bir helikal loop tek bir helikal bakiyeye karsilik gelmektedir. -9 Ala
tipinde olmas1 muhtemel helikal segmentlerin (10-17. bakiyeler) helikal dairesel analizi
de gosterilmistir. Hidrofobik bakiyeler alti ¢izili olarak gésterilmistir, pozitif yiiklii amino
asit ise -+ isareti ile gosterilmistir (Shimoda-Matsubayashi S ve ark. Biochem Biophys
Res Commun 1996; 226:561-565 makalesinden modifiye edilerek alinmugtir).



Halbuki Parkinson hastaliginda bu oranlar sirasi ile %19.3 ve %80.7 olarak
bulunmugtur (139). Goriildiigti gibi —9Ala siklii Parkinson hastalarinda daha
fazladir. Aym aragtiricilar Mn-SOD’un nigral néronlarn korunmasinda agiga
H,0, ve OH radikallerini ¢ikarma potansiyeline sahip oldugu i¢in negatif bir
roliiniin olabilecegini ileri stirmiiglerdir.

Ile58 Thr aminoasit degisimi Mn-SOD’un tetramerik seklini ve stabilitesini
etkiler ve enzim aktivitesini azaltir (17). Bununla birlikte MTS’nin -9
pozisyonundaki Ala/Val degisimi sadece enzim molekiiliiniin mitokondri i¢in giris
trafigini ve hedefe dogru bir sekilde varisimi etkiler (138). Bununla beraber asil
hedefine ulasamayan Mn-SOD enziminin ilgili organelde aktivitesinin azalacagi
da bir diger gergektir. Bu izoenzimin asil gorevi sitoplazmada veya hiicreler arasi
sivida olusan ROS ile miicadele etmek degil, mitokondride olusan siiperoksit
radikalleri ile miicadele etmektir. Her ne kadar mitokondriye girisin engellenmesi
total hiicresel savunma sisteminde 6nemli bir degisiklik yapmasa da mitokondri
agisindan digtintildiigiinde, ciddi bir oksidatif maruziyetten bahsetmek akla uzak
bir yorum degildir. Son olarak mitokondriye etkin bir sekilde giremeyen veya hig
giremeyen Mn-SOD enziminin sinyal peptidinin peptidaz aktivitesi ile
sitoplazmada kopartilmas1 ve enzimin aktif hale gelmesi tartisilabilecek bir
konudur. Dolayistyla sinyal peptidin kopartilmasindaki bir problem, yapisal gen
bolgesinde bir polimorfizm varmis gibi enzim aktivitesini etkileyebilir. Alman
Parkinsonlu ve kontrol bireylerinde yapilan bagka bir Mn-SOD polimorfizm
calismasinda hastalarin higbirinde IleS8Tﬁ sekansinda ve diger 3. eksonu
ilgilendiren bir sekansta herhangi bir varyant tespit edilememistir (45). Aym

aragtiricilar ayn1 hastalarin 4. ve 5. eksonlarim da aragtirmislar ancak herhangi bir
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mutasyon veya kontrollerle karsilagtirdiklarinda herhangi bir polimorfizme
rastlamamiglardir. Yine benzer bir polimorfizm ¢alismasinda Japon nonfamilial
idiopatik dilate kardiyomyopati hastalarinda Mn-SOD polimorfizmi arastirilmis,
kontrollerle karsilastirildiginda lider peptidin 16. amino asitinde Valine karsi
Alanin polimorfizmi tespit edilmis ve Valin allelinin yiiksek bir oranda
homozigotluk gosterdigi goriilmiistiir (52).

Tardiv diskinezi, sizofreni hastalarinin bir kisminda uzun stire antipsikotik
kullanimim takiben ortaya ¢ikan, istemsiz hareketlerle karakterize bir ilag yan
etkisidir. Her ne kadar bu klinik fenomenin uzun stiredir kullanlan néroleptiklerin
yan etkisi oldugu savunulsa da bazi aragtiricilara gore hastaligin seyrinin dogal bir
sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Etyolojisi heniiz tam olarak ortaya
konulamamis olan bu ilag¢ yan etkisinin son yillarda antioksidan sistemde herhangi
bir zayiflama ile iligkisinin olabilecegi ileri stirlilmistiir (82). Baz1 arastiricilar
uzun stireli noroleptik tedavisinin dopamin déngiisiinii arttirarak &zellikle
stiperoksit radikalleri bagta olmak iizere diger oksijen radikallerini de arttirdifim
gostermislerdir (93). Fenotiazin alan hastalarinin BOS’unda lipid peroksidasyon
{irtinlerinin arttif tesbit edilirken (112) TD’li sizofreni hastalarimin BOS’unda da
benzer sekilde lipid peroksidasyon son iiriinlerinin arttif1 tesbit edilmistir (85).
TD tedavisi i¢in birgok tedavi protokolleri uygulansa da elde edilen sonuglar {imit
verici olmamigtir (62). Yukarida kismen anlatilan serbest radikallerle TD
arasindaki iligkilerle ilgili teorilerin 1s18inda antioksidan bir vitamin olan E
vitamininin TD tedavisinde etkinligini aragtirmak tizere ¢ift kér plasebo kontrollii
bir¢ok ¢alisma yapilmistir (6,39). Bu ¢alismalardan birgogu TD semptomlarinin

iyilesmesinde E vitamini gibi antioksidan vitaminlerin 6nemli fonksiyonlari



oldugununu goéstermektedir (5,35). Baz1 arastiricilar ise E vitamininin herhangi bir
etkinliginin olmadigin1 savunmaktadirlar (95).

SOD enzimi sliperoksit radikallerinin yok edilmesinden sorumlu
oldugundan dolay! bu enzimin aktivitesi ile TD arasinda herhangi bir iligkinin
olup olmadig1 6nemli bir konu olarak ele alinmig ve birgok aragtirict bu konuyu
aragtirmistir. Bir grup aragtirict TD’li hastalarin SOD aktivitelerini diigiik bularak
bunun hem sizofrenide hem de TD gelisiminde bir risk faktérii olabilecegini ileri
stirmiis (151,165), diger grup arastirici ise TD olan ve olmayan hastalarin
eritrositlerinde SOD aktivitesi agisindan herhangi bir farklihik olmadigim
gostermislerdir (51), diger taraftan bir difer ¢alismada ise noroleptik kullanan ve
kullanmayan sizofreni hastalarinin kan SOD aktivitelerinde bir farklilik tesbit
edilememistir (167). Biitlin bunlar gostermektedir ki TD ile oksidatif stres ve
antioksidan savunma sistemi arasindaki iligki halen tartisilmakta olan, herhangi
bir sonuca ulagilamamis konulardan biridir. Hori ve arkadaglann yaptiklar
polimorfizm c¢alismasinda Mn-SOD geninin sizofreni ve TD ile iligkisini
incelemisler, sizofreni ile herhangi bir polimorfizm iligkisi ortaya koyamamaiglar
ama TD ile iliski gostermislerdir (54). Adi gecen calismada Mn-SOD genotipi,
cinsiyet, yas, hastalik stiresi ve noroleptik dozu bagimsiz degiskenler seklinde
regresyon modellerine uygulandiginda TD ile Ala-9Val genotipi ve yas arasinda
anlamh bir iligki bulmuglardir. Yine TD’li hastalarin istemsiz hareketlerinin
siddetinin sayisal ifadesi olan total AIMS skoru ile yas ve hastalik siiresi arasinda
anlaml bir iliski, Ala-9Val genotipi ile ise hafif fakat anlamsiz (p<0.08) bir iligki
tespit edilmigtir. Bizim galiyjmamizda da TD olan ve olmayan hastalar arasinda

Ala ve Val allelleri agisindan anlamli olmasa da yakin bir farklihiktan s6z etmek



miimkiindiir (X*=5.02, p=0.081). —9Val alleli TD’li hastalarda olmayanlara gore
daha sik olarak bulunmustur. Dolayisiyla —9Val alleli TD igin bir risk faktdrii
olarak kabul edilebilir. Ayn bir bakis agisiyla —9Val allelinin yabanil tip allel, -
9Ala allelinin ise mutant bir allel oldugu diigtiniilebilir. Yapilan ¢aligmalarda —
9Val allelinin sikliginin daha fazla oldugu (0.89), -9Ala allelinin ise az siklikta
(0.12) oldugu bildirilmistir (54). Bu bilgilerin 1;181nda su iki yorum yapilmustir: i)
Mn-SOD geninde bulunan Ala-9Val polimorfizmi bilinmeyen diger bir
polimorfizm ile baglanti dengesizligi gosterebilir ve bu da TD’ye bir yatkinlik
olusturabilir. Cok nadir olmakla birlikte Mn-SOD geninin 3. eksonunda
gosterilmis olan diger bir fonksiyonel polimorfizm olan Ile58Thr polimorfizmi
(17) bu acidan degerlendirilmesi gereken diger bir polimorfizmdir. Sonug¢ olarak
asosiyasyon c¢aligmalarinda  kullanilabilecek daha uygun fonksiyonel
polimorfizmlerin bulunmasi i¢in ileri caligmalara ihtiya¢ oldugu bildirilmistir. ii)
Diger yorum -9Ala allelinin kisileri TD’den koruyabilecek bir allel oldugu
hakkindadir. TD’li hastalarda bu allel tipinin az siklikta olmasi korumanin
kalkmasi anlamina gelebilecegi i¢cin 6nemli bir yorum olarak kabul edilebilir. Bu
yorumu kuvvetlendirecek diger bir bulgu ise Val/Val genotipine sahip olan TD’li
hastalarin daha yiiksek bir AIMS skoru gostermeleridir. Yukarida bahsedilen
TD’li hastalarda oksidatif stresin arttif1, buna karsilik da SOD aktivitesinin
azaldif1 seklindeki bulgular ile bu son ileri siirilen teori birbiri ile uyum
gostermektedir. Uzun siire noroleptik kullanan hastalarda TD gelisiminin genetik
yatkinlikla iligkisinin bulundugu daha 6nceden bazi aragtirmalarla gosterilmistir.
Dopamin D3 reseptér geni (144) ve debrisoquine 4-hidroksilaz (CYP2D6)

genindeki (107) polimorfik yapilannn TD’ye yatkinlikla iligkisi oldugu ileri



stirlilmiistiir. Dolayisiyla TD’de SOD basta olmak iizere bazi enzimlerin
polimorfizmlerinin TD etyopatogenizi ile iligkisinin olabilecegi &n sart olarak
kabul edilip arastirmalar yapilabilir. Bizim g¢alismamizda da TD’li ve TD’siz
sizofreni hastalarinin Mn-SOD geninin polimorfizminin arastirilmas: sonucunda
Ala/Ala ve Val/Val homozigot genotiplerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa
da énemli farkhliklar oldugu sonucuna ulagilmistir. Istatistiksel veriler agisindan
¢alismamizdaki en onemli kisitlayic: faktdr TD’li hasta sayisiin az olmasindan
dolay1; hastalarin daha fazla sayida oldugu genis populasyonlu yeni arastirmalar
yapilmas: konuya daha fazla 151k tutucu olacaktr.

Hastalar kullaniklar: antipsikotik ila¢larin klorparomazin esdegerliklerine
gére yiiksek ve diisiik doz protokolii olarak ikiye aynldiklarinda elde edilen
veriler genotiplerin ilag dozu ile bir iliskisinin olabilecegi konusunda fikir
vermektedir. Yiiksek ve diisiik doz noroleptik kullanan hastalar arasinda Ala/Val
genotipi acisindan bir farklilik yoktu. Her iki doz protokoliinde de diisiik dozda
ilag alan hastalarda Ala/Ala genotipi daha belirgin iken yiiksek dozda ilag alan
hastalarda Val/Val genotipi daha yiiksek bir yiizdede idi (sirasiyla X°= 6.92, p=
0.031; X= 922, p= 0.010). Ala allelinin yiiksek enzim aktivitesi ile
bagdastirildif: aragtirmalar g6zoniine alindiginda bu hastalarin daha az néroleptik
dozu ile tedavisinin saglanmasi, kanaatimizce sizofreni hastalifinin kaynaginda
oksidatif stresin bulunabilecegi konusunda delil olarak gosterilebilecek 6nemli bir
bulgudur.

Diger taraftan erkek ve kadin sizofrenler arasinda hastahiin seyri
bakimindan farklilik bulunmaktadir. Hastalik kadinlarda daha az giiriiltiilii

erkeklerde ise daha kotii ve gliriiltiilii seyretmektedir (76). Cinsiyet farklilig1 ve
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bahsi gegen polimorfizm arasi bir iliskinin bulunmasi cinsiyetler arasi klinik
belirti ve seyir farkliifimin nedenleri arasinda Mn-SOD gen polimorfizminin
etkisinin olabilecegini diisindiirmektedir.

Sonu¢ olarak, ¢alisma verilerimize gére Mn-SOD geninin heterozigot
Ala/Val genotipine sahip olma en azindan bizim toplumumuz i¢in sizofreniye
yatkinlik olusturmaktadir ve hastalifin klinik alttipleri ile bahsi gegen genin
polimorfizmi arasinda iligki bulunmaktadir. Mn-SOD enzimi ile ilgili
polimorfizmin tespit edilmesi viicudun antioksidan sisteminin diger tiyeleri olan
GSH-Px, CAT, glutatyon rediiktaz ve hatta diger SOD izoenzimleri olan Cu,Zn-
SOD ve EC-SOD gibi enzimlerin de bu baglamda polimorfizm agisindan
arastirilmas: gerektigini ortaya koymaktadir. Ciinkii bunlar birbirini tamamlayici
nitelikte aktivite gosteren enzimlerdir. Mn-SOD ile ilgili hipotezimizi
destekleyebilecek olumlu bir'sonuca ulagilmasi diger enzimlerle ilgili farkliliklar
olacag1 veya olmayacad1 konusunda fikir vermeyebilir. Bu tiir aym hastalikta aym
anda bir’den fazla enzimin gen polimorfizmlerinin ¢alisildig1 bir ¢caligmaya 6rnek
gosterilebilecek bazi caligmalara literatiirde rastlamak miimkiindiir. Ornegin Rus
populasyonunda Tip 1 diabetes mellitusta geligsen diabetik nefropati ile Mn-SOD
ve EC-SOD polimorfizmlerinin herhangi bir iligkisinin olup olmadiginin
arastinldigit  bir c¢alismada, Mn-SOD geninin Ala-9Val ve Ile58Thr
polimorfizmleri ile EC-SOD geninin Arg213Gly polimorfizmleri arastirilmas,
bunlardan Mn-SOD polimorfizmi diabetik noropatili hastalarda kontrol
grubundan farkli bulunurken EC-SOD igin anlamli bir sonuca ulasilamamigtir
(46). Bu tezin giris kisminda da detayli olarak tartigildigi gibi sizofrenide hem

hiicresel diizeyde hem de hiicre dis1 diizeyde (BOS, plazma gibi viicut sivilarinda)
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bir oksidatif stres mevcuttur. Bu a¢idan SOD enziminin sitoplazmik izoenzimi
olan Cu-Zn-SOD ve ekstraselliiler izoenzimi olan EC-SOD enziminin genlerinin
de Mn-SOD ile beraber polimorfizm agisindan degerlendirilmesi, sizofreni
hastalarinda varlifa kesine yakin bir gergeklikle bilinen oksidatif stresin
kaynaginin aydinlatilmas: agisindan &nemlidir. Ayrica antioksidan vitaminlerin
sizofreni tedavisinde ek olarak kullamilmas1 konusundaki tartismalara biraz daha
agiklik kazandirmak i¢in, antioksidan enzimlerin tiimiine ait ilgili genetik

polimorfizm galigmalar1 6nem kazanmaktadir.
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