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Ozet: Sizofreni bir¢ok davrams ve diisiince bozukluguna
neden olan ¢ok sistemli psikiyatrik bozukluklardan
biridir. Erken yagslarda bagslayarak hayat boyu siiren,
sonlanmimy  kotii  olan  bir hastaliktir.  Biyokimyasal,
anatomik ve genetik alanlardaki bircok ilerlemelere
karsin sizofreni kendine ozgii yasantilart ve davranissal
belirtileri olan ve ancak bu belirtilerin gézlenmesi ile tani
konabilen bir hastalik olarak kalmaya devam etmektedir.
Calismamizin amaci, DSM-1V (Ruhsal Bozukluklarin
Tanisal ve Sayimsal El Kitabt) kriterlerine gore sizofreni
tanist konmus 50 hastamin (25 kadin ve 25 erkek)
sitogenetik analizlerini yaparak, sayisal ve yapisal
kromozom anomalilerini belirlemek ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) yontemi ile 22ql1.2 bolgesindeki
cathecol-O-methyltransferase (COMT) genini
belirlemektir. Arastirmamizin ~ sitogenetik analizinde
lenfosit kiiltiirii ve Giemsa-Tripsin (GTG) bantlamast
yapuarak 15tk mikroskobunda incelendi. Genomik DNA,
periferik kandan Nucleospin izolasyon kiti ile elde edildi.
Oligonukleotid primerler kullamilarak PZR yontemi ile
kromozom  22ql1.2  bolgesindeki 109 baz ¢ifti
uzunlugundaki COMT geni elde edildi. PZR iiriinii, %2
lik agaroz jelde yiiriitiiliip jel goriintiileme sisteminde
resimlendi. Bu on ¢alismada Manisa’da yasayan sizofren
hastalarda sizofrene yatkinlikta aday genlerden cathecol-
O-methyltransferase (COMT) olarak kodlanan COMT
(22.q11.2) geni saptanmis oldu.

Anahtar kelimeler: Sizofreni, 22q11.2 mikrodelesyonu, PZR,
comMT

Summary: Schizophrenia is one of the multisystemic
diseases that cause many behavioral and thinking
problems. It is an evil disease that begins in the
childhood and goes till the end of life. Although there
are lots of advances in biochemical, anatomical and
genetical areas, schizophrenia remains to be a disease
with its unique characteristics having its own life and
behavioral symptoms. It is by means of observing these
symptoms that the aim of our study is to determine the
numerical or structural abnormalities with the disease is
diagnosed cytogenetic analysis of 50 patients (25 female,
25 male) who were diagnosed as schizophrenia by using
the DSM-1V (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders), criteria and to identify the Cathecol-
O-Methyltransferase (COMT) gene on 22q11.2 region
by using Polymerase Chain Reaction (PCR) method. In
cytogenetic analyse of our study lymphocyte culture and
Giemsa-Tripsin (GTG) banding have been done and
examined under light microscope. Genomic DNA was
extracted from peripheral blood by using Nucleospin
isolation kits. COMT gene which is 109 bp lenght and
belongs to 22ql11.2 chromosome is duplicated by PCR
method using oligonucleotid primers. PCR product has
been performed in %2 agarose gel and imaged by gel
screening system. With this preliminary study the COM
(22.q11.2) gene encoding cathecol-O-methyltransferase
(COMT) a functional candidate gene for schizophrenia,
was found in the patients with schizophrenia who were
living in Manisa province.

Keywords: Schizophrenia, 22ql1.2 microdeletion, PCR,
CcoMT

" Uzm.Biyolog, Celal Bayar Un.Tip Fak, Tibbi Biy.Gen.AD,
Manisa

2 Yrd.Do¢.Dr. Celal Bayar Un.Tip Fak, Tibbi Biy.Gen.AD,
Manisa

 Uzman Dr. Manisa Ruh ve Akl Saghg Hastanesi, Manisa
* Prof.Dr.Celalbayar Un.Tip Fak, Psikiyatri AD, Manisa

Gelis Tarihi : 17.02.2011 Kabul Tarihi : 27.04.2011

* Bu calisma Celal Bayar Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 20(2) 99-106, 2011 99
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Sizofreni populasyonun yaklagik %1’ini etkile-
mektedir, genellikle 25 yasindan once baslayip
yasam boyu devam etmekte ve sosyal siniflardaki
insanlarda goriilmektedir. Sizofreni tek bir hasta-
lik olarak tartisilmis olsa da, heterojen etiyolojili
bir grup bozuklugu icermektedir. Kapsadig: hasta-
larin klinik goriiniimii, tedaviye yanitlar1 ve gidis-
leri farkli olmaktadir. Genetik yatkinhigin sizofre-
nide 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. An-
cak bu durum, sizofreni tanisi alan tiim olgularin
kromozomlarinda s6z konusu yatkinlig tasidiklari
anlamina gelmemektedir. Genel kani, genetik ve
cevresel etkenlerin degisik oranlarda rol oynadik-
lar1 farkli sizofreni alt gruplar1 oldugu seklindedir
(1-3).

Son yillarda diger klinik dallarda oldugu gibi psi-
kiyatrik hastaliklarin incelenmesinde de genetik
epidemiyoloji kullanimi giderek artan bir ivme
kazanmisgtir. Genetik epidemiyoloji 1970’1 yillar-
da popiilasyon genetigi, medikal genetik ve epide-
miyoloji yontemlerinden yararlanarak ortaya cik-
mustir. Ik kez Morton tarafindan, “akrabalar ara-
sinda hastaliklarin nedenleri, dagilimlar1 ve kont-
rolii ile ilgilenen veya toplumlarda hastaliklarin
genetik nedenlerini arastiran bilim” olarak tanim-
lanan genetik epidemiyoloji kapsaminda, daha
sonralar1 cevrenin etkilerinin de incelenmesi ge-
rektigi vurgulanmigtir (4-6).

Molekiiler yontemlerdeki 6nemli ilerlemeler, aras-
tirmacilarin genetik c¢alismalara yogunlasmalarini
saglamis ve genomik DNA igerisindeki varyas-
yonlar1 Olgen tekniklerin bulunmasi ile hastalik
genlerini lokalize etmede DNA belirleyicileri kul-
lanilmaya baglanilmistir.  Restriksiyon  Parca
Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP) ve 1980'li yilla-
rin sonlarina dogru Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
nun (PZR) kullanima girmesi ile DNA belirleyici-
lerinin sayis1 ve niteligi hizla artmigtir. Son yillar-
da insan genomunun her bolgesi icin DNA belirle-
yicileri gelistirilmistir (7).

22. kromozom, insan genomunun %1.6-1.8lik
kismini iceren ikinci en kiiciik insan kromozomu-
dur. Akrosentrik kromozomun uzun kolu (22q)
protein kodlayan genleri igerirken kisa kolu (22p)
ribozomal genleri icerir ve dizilenen bolgesi
22q’dur. Diger kromozomlarla karsilagtirildiginda
gen bakimindan zengindir. Her Mb’sinde 16.3 gen

vardir. 22.kromozomda yaklasik 600 gen belirlen-
migstir. Bu genlerin ¢ogu genis spektrumlu hastalik-
lar, ornegin; sizofreni ve mental retardasyon gibi
psikiyatrik hastaliklar, DiGeorge-Velo-cardio-
facial sendrom gibi konjenital gelisimsel hastalik-
lar, Ewing Sarcoma, Kronik Myeloid Ldsemi
(KML), Tip 2 Norofibromatoz, Dermatofibro
sarcoma protuberans, meme kanseri gibi kanserler
ile iliskilendirilmektedir (8-11).

COMT, katekolamin ve katekolamin igeren ilagla-
rin metabolizmasinda rol oynayan bir enzimdir.
COMT enzimi cesitli memeli dokularinda, meme,
endometrium ve eritrositlerde onemli miktarlarda,
karaciger ve bobreklerde ise yiiksek miktarda yer
alir. COMT enzimi membrana bagli (M-COMT) ya
da eriyebilir (S-COMT) formda bulunabilir. Bu
enzimin M-COMT ve S-COMT formlari, iki farkli
transkripsiyon baglama bolgesine sahip olan ve
insanda 22q11.2 bolgesine yerlesmis olan COMT
geni tarafindan kodlanir (12-15).

COMT, kromozom 22q11.2 iizerinde en ¢ok ince-
lenen genlerdendir. Sizofreni ve COMT geni ara-
sindaki iliskiyi aragtirmak amaciyla pek ¢ok calig-
mada COMT geninin sizofreniyi belirlemede timit
verici bir yatkinlik geni oldugu tizerinde durulmak-
tadir. COMT genindeki bu polimorfizmin sizofre-
nide, bipolar bozuklukta, migrende, agresif ve
antisosyal davranig gosterenlerde, intihar girisimin-
de bulunanlarda ve Parkinson hastaliginin
patogenezinde O6nemli bir rol oynadigi ve irksal
farkliliklar gosterdigi bilinmektedir. Baz1 ¢aligma-
larda ise anksiyete, depresyon, alkol bagimlilig1 ve
sizofreni gibi hastaliklarla iligkisinin olmadig1 fa-
kat bozuklugun klinigini etkiledigi ileri siiriilmiig-
tir (16-18 ).

Calismamizda DSM-IV (Ruhsal Bozukluklarin
Tanisal ve Sayimsal El Kitab1) kriterlerine (19)
gore sizofreni tanist konmus, 50 (25 kadin ve 25
erkek) sizofren hastanin kromozomlariin say1 ve
yapisal anomali agisindan sitogenetik incelenmesi
ve kromozom 22q11.21 iizerinde yer alan sizofre-
ne yatkinlikda aday genlerden COMT gen {iriinii-
niin internal kontrol B-aktin kullanilarak belirlen-
mesi amaclanmistir. Bu ¢aligma ileride yapacagi-
miz genotipleme ve sekans calismalarimiz icin on
calisma niteligindedir.
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GEREC VE YONTEM
Gerec

Calismamiza Manisa Ruh ve Sinir Hastaliklar
Hastanesi ile Celal Bayar Universitesi Tip Fakiil-
tesi (C.B.U.T.F) Psikiyatri Anabilim Dalinda
DSM-IV kriterlerine gore sizofreni tanist konmus
50 sizofren hasta ( 25 kadin, 25 erkek ) alindi.
Hastalara ait kan 6rnekleri C.B.U.T.F. Bilimsel
Arastirmalar Etik Kurulu onay1 alinarak gercek-
lestirildi.

Yontem
a) Sitogenetik Caliyma

Sitogenetik calismada toplam 50 sizofren olgudan
(25 kadin, 25 erkek ) standart periferik hiicre kiil-
tir yontemi metafaz kromozomlar1 elde edildi.
Tripsin Giemsa Bandlama Yontemi (GTG) kulla-
nilarak kromozomlar bandlandi. Her olgu igin
20’ser metafaz alam sayisal ve yapisal yonden
kromozomal anormallikler ~ Uluslararas1 Insan
Sitogenetik  Siniflandirma  Sistemi  (ISCN:
International System for Human Cytogenetic
Nomenclature)’e gore rapor edildi.

b) Molekiiler Calisma
DNA izolasyonu

COMT (22ql1) genini belirlemek amaciyla 50
sizofren hastanin (25 kadin ve 25 erkek) periferik
kanlarindan DNA izolasyonu icin her hastadan
EDTA’l tiiplere 2 ml periferik kan alindi. DNA
izolasyonu icin Nucleospin DNA izolasyon Kkiti
kullanildi. Orneklerin DNA konsantrasyonu tayini
icin, DNA 6rneginden 25 pl alindi ve 425 pl TE
ile seyreltildi. Iyice karistirlarak homojenize edi-
len DNA o6rneginin optik dansitesi, spektro foto-
metrede 260 ve 280 nm’de TE’ye kars1 okundu.
S50ug/ml ¢ift iplikli DNA iceren ¢ozeltinin
spektrofotometrede 260 nm’de 1.0 optik dansite
(OD) degerinde bir okuma verdigi kabul edilmek-
tedir. A260/280 oranlar1 degerlendirildi. Degerlen-
dirilen hasta 6rneklerinin hepsinde bu oranin 1.75-
2.0 arasinda degistigi gozlendi. Bu oran, DNA
safliginin molekiiler caligmalar i¢in uygun oldugu
anlamina gelmektedir.

Arslan E, Altintas N, Ayer A, Danaci AE, As¢t M, Orenay S

Sizofren hastalarda COMT Geni
(22q11.21 )’nin elde edilmesi:

COMT geninin cogaltilmasinda Kkullamilan
oligonukleotid primerleri;

COMT F: 5’-CTCATCACCATCGAGATCAA-3’

COMT R: 5-CCAGGTCTGACAACGGGTCA-
3°(20).

COMT (109 baz cifti:b¢) geninin PZR’iirtiniiniin
dogrulugunu belirlemek amaciyla B-actin (447 bg)
internal kontrol olarak kullanildi.

ACTIN geninin cogaltilmasinda internal kontrol
olarak kullanilan oligonukleotid primerleri;

B-ACTIN F:
5’-TGAAGTGTGACGTGGACATCCG-3’

B-ACTIN R: 5-GCTGTCACCTTCACCGTT
CCAG-3’(21).

PZR cihazinda cift sarmal DNA molekiillerini
denatiire etmek icin bir dongiide 95°C’de 4 daki-
ka, denatiirasyon (melting) i¢in 95°C’de 30 saniye,
baglanma (annealing) icin 54°C’de 30 saniye, uza-
ma (extension) i¢in 72°C’de 30 saniye olmak iize-
re toplam 30 dongii gerceklestirildi. En son don-
giideki uzama periyodu 72°C’de 7 dakika olacak
sekilde gergeklestirildi ve ornekler 4°C’ye kadar
hizla sogutuldu. PZR sonucunda elde edilen PZR
tiriinii % 2’lik agaroz jelde yiiriitiildi ve COMT
(22q11.2) genine ait 109 bg’lik ve internal kontrol
3-actin’e ait 447 b¢ PZR iiriinleri jel gortintiileme
sistemi kullanilarak fotograflandi.

BULGULAR
Sitogenetik Bulgular

50 sizofren hastanin (25 kadin ve 25 erkek),
periferik kan kiiltiirlerinden hazirlanan
prepatlarindan 20 metafaz alani incelenerek, sayi-
sal ve yapisal diizensizlik yonlerinden degerlendi-
rildi. 24 kadin hastada 46,XX, 1 kadin hastada
45,X0 ve 25 erkek hastada 46,XY karyotipleri
saptand1 (Tablo I).
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Tablo I. 50 sizofren hastanin (25 kadin ve 25 erkek) sitogenetik sonuglari.

Hasta No Klinik Tam Karyogram Sonucu Hasta No  Klinik Tam Karyogram Sonucu
1 Kronik Psikoz 46,XX 26 Kronik Psikoz 46,XX
2 Kronik Psikoz 46,XX 27 Kronik Psikoz 46,XX
3 Psikoz 46,XX 28 Kronik Psikoz 46,XX
4 Sizofreni 46,XX 29 Psikoz 46, XY
5 Kronik Psikoz 46,XX 30 Psikoz 46, XY
6 Kronik Psikoz 46,XX 31 Kronik Psikoz 46, XY
7 Sizofreni 46,XX 32 Kronik Psikoz 46, XY
8 Paranoid Psikoz 45,X0 33 Kronik Psikoz 46, XY
9 Kronik Psikoz 46,XX 34 Kronik Psikoz 46, XY
10 Sizofreni 46,XX 35 Kronik Psikoz 46,XX
11 Kronik Psikoz 46,XX 36 Psikoz 46, XY
12 Sizofreni 46,XX 37 Kronik Psikoz 46,XX
13 Kronik Psikoz 46,XX 38 Kronik Psikoz 46,XX
14 Kronik Psikoz 46, XY 39 Kronik Psikoz 46, XY
15 Kronik Psikoz 46, XY 40 Kronik Psikoz 46,XX
16 Kronik Psikoz 46,XY 41 Kronik Psikoz 46, XY
17 Kronik Psikoz 46,XY 42 Sizofreni 46,XX
18 Kronik Psikoz 46, XY 43 Kronik Psikoz 46,XX
19 Kronik Psikoz 46, XY 44 Kronik Psikoz 46, XY
20 Kronik Psikoz 46, XY 45 Kronik Psikoz 46, XY
21 Sizofreni 46, XY 46 Psikoz 46,XX
22 Psikoz 46,XX 47 Kronik Psikoz 46, XY
23 Kronik Psikoz 46, XY 48 Kronik Psikoz 46,XX
24 Kronik Psikoz 46,XY 49 Kronik Psikoz 46, XY
25 Sizofreni 46,XX 50 Kronik Psikoz 46,XY
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Resim 1.Sizofren hastalarda COMT geni
M-Marker; 1-5. Sizofren hastalar; COMT geni: 109 bg; B-actin: 447 bg (internal kontrol).

COMT (22q11.21 ) genine ait PZR Bulgular

50 sizofren tanili (25 kadin, 25 erkek) hastanin
PZR analizinde, COMT genine ait PZR iiriinleri
-actin internal kontrol olarak kullanilarak dogru-
landi. Jel goriintiileme sistemi ile fotografland:
(Resim1).

(22q11.2) ve internal kontrol B-actin’in jel goriin-
tiisti.

TARTISMA

Sizofreni varsayilan risk genleri ve azalmis
kortikal gri cevher ile ilgili birgok raporlar: ile
kompleks genetik bir hastaliktir. Sizofrenide bu
yapisal degisikliklere katkida bulunan genetik
lokuslarin  belirlenmesinin, sizofreninin pato-
fizyolojisini anlamaya yardimci olabilecegi bildi-
rilmektedir (22).

Genis aile caligmalari, ikiz ve evlat edinme calis-
malarinin yam sira, molekiiler biyolojik yaklagim-
lar etiyolojiye katkis1 olan genetik etkenlerin var-
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Iigint desteklemektedir. Son yillarda ruhsal hasta-
liklara yatkinlik yaratan genler iizerinde ¢ok cali-
stlmaktadir. Hastalifin multigenik kalittma bagh
olmasindan dolayi, sitogenetik analizlerinde her-
hangi bir sayisal ve yapisal kromozom anomalisine
rastlanilmamaktadir (23).

Calismamizda DSM-IV kriterlerine gore tanisi
konmus sizofreni hasta grubunda sitogenetik ince-
lememiz sonucunda, yapisal kromozom anomalisi
saptanmamustir. 25 hastadan sadece 1’inde 45,X0
karyotipi gozlenmistir (Tablo I).

COMT geni kromozom 22°nin ql1.2 bolgesi iize-
rinde en cok incelenen genlerdendir ve ilgili genin
ozellikle ¢calisma bellegi ve dikkatte, kontrol etkin-
liginde etkisi oldugu ortaya konmustur. Ayrica,
monoamin ndrotransmiter metabolizmasindaki
rolleri ve prefrontal bilis tizerindeki etkisi aracili-
Siyla sizofreniyle baglantisi oldugu bildirilmekte-
dir. Yapilan calismalarda COMT gen tiirevlerinin
sizofreni biligsel fonksiyon, kortikal fizyoloji ve
risk etkisi belirlenmistir. Bu etkilerin de beyin ya-
pisinda, beyin fonksiyonu iizerinde vall58met tara-
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findan degistirilmis oldugunu tek nukleotid
polimorfizm ve haplotip arastirmalari ile gosteril-
mistir (11,24-26).

Sizofreni ve COMT geni arasindaki iliskiyi aras-
tirmak amaciyla yapilan ¢aligmalarda COMT ge-
ninin, sizofrenide timit verici bir yatkinlik geni
oldugu iizerinde durulmaktadir. COMT genindeki
bu 22.q11 polimorfizminin sizofrenide, bipolar
bozuklukta, migrende, agresif ve antisosyal davra-
nig gosterenlerde, intihar girisiminde bulunanlarda
ve Parkinson hastalifinin patogenezinde onemli
bir rol oynadig1r ve irksal farkliliklar gosterdigi
bilinmektedir. Bazi caligmalarda ise anksiyete,
depresyon, alkol bagimlilig1 ve sizofreni gibi has-
taliklarla iliskisinin olmadig1r fakat bozuklugun
klinigini etkiledigi ileri stirilmiistiir
(11,17,18,26,27).

Sizofren hastalarda COMT geni polimorfizmi
incelenmis, kontrollerle hastalar arasinda bir fark
bulunmamistir. Ancak sizofren hasta grubunda,
sizofrenik hasta grubunda L/L genotipine sahip
olan hastalarin kisa psikiyatrik derecelendirme
Olcegi (BPRS) skorlarinin  daha  yiiksek,
hospitalizasyonlarinin daha sik oldugunu tespit
etmisler ve COMT gen varyasyonlarinin sizofreni-
ye yatkinlig1 degil de, klinik tablonun ciddiyetini
onceden belirleyebilecegini ifade etmislerdir (28).

Calismamizin amaci, DSM-IV ( Ruhsal Bozuk-
luklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 ) kriterleri-
ne gore (19) sizofreni tanis1 konmug hastalarda
sitogenetik inceleme yapilarak sayi ve yapisal
anomali ac¢isindan incelenmesi ve kromozom
22q11.21 tizerinde yer alan COMT gen bolgesinin
belirlenmesi seklindeki 6n calismadir. Calisma-
mizda 50 sizofren hastada 22ql11.21 bdlgesinde
yerlesik COMT genine ait PZR iiriiniiniin dogru-
lugu caligmalarda internal kontrol olarak kullani-
lan (21) B-actin ile dogrulanmigtir. Caligmamizda
B-actin’in internal kontrol olarak kullanilmasi ile
sizofren hastalara 6zgii 22q11.21°de yerlesik si-
zofrene yatkinlik genlerinden olan COMT geninin
sizofren hastalarimizda 109 baz cifti uzunlugunda
oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz sizofrene
yatkinlik genlerinden COMT geni ile ileride he-
defledigimiz genotipleme ve sekans caligmalari-

mizda COMT gen varyasyonlarinin sizofrenide
klinik tablosuya yansimasinin iligkisi incelenebile-
cektir. Manisa’da sizofreni tanis1 almis hastalarda
sitogenetik inceleme ve sizofrene yatkinlik genle-
rinden olan COMT geninin belirlenmesi ¢alismasi
ilk kez yapilmistir.

Tesekkiir

Sitogenetik inceleme ve PZR Yontemi ile sizofre-
niye yatkinlikta aday genlerden COMT (21ql1.2)
geninin belirlenmesi calismamiz Yiiksek Lisans
Tezinin projelendirilmesi ile gerceklestirilmistir.
Projemize maddi desdek saglayan Celal Bayar
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine
tesekkiirlerimizi sunariz.
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