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Abstract

Purpose: This study aimed to scteen for cytochrome b
(CYB) mitochondrial DNA (mtDNA) mutations and
analyze the mRNA expressions of genes in the
PI3K/AKT/mTOR signaling pathway in patients with
schizophrenia.

Materials and Methods: In this study, whole blood was
obtained from 44 schizophrenic patients and 41 healthy
individuals for DNA (patients) and RNA (patients and
control) isolation. Samples for CYB mtDNA mutations
were amplified by PCR and identified by Sanger DNA
sequencing. RT-PCR and 2-4ACt method was used for
mRNA expression of PIK3CA, AKT1, and mTOR genes.
Results: In schizophrenia patients, m.15326 A>G
(43/44), m.15452 C>A (5/44), m.15078 A>G (3/44),
m.14872 C> T (3/44) and m.14798 T>C (3/44) was the
most common CYB mtDNA mutations. I silico analysis
showed that some of the mutations were associated with
the harmful, disease-causing or benign character. The
mRNA exptession of the PIK3CA, AKT1, and mTOR
genes in schizophrenia patients was significantly higher
than in healthy individuals. There was a significant
moderate positive correlation between the PIK3CA and
AKT1 genes. In addition, by ROC analysis, PIK3CA,
AKT1 and mTOR genes were found to have good
diagnostic power in the patient group. ROC analyzes
showed that PIK3CA in particular has significant
diagnostic value for schizophrenia patients with 80%
sensitivity and 63.4% specificity.

Conclusion: Both of CYB mtDNA mutations frequency
and PIK3CA, AKT1 and mTOR mRNA expression were
higher in schizophrenic patients compared to healthy
individuals. We believe that studying these mechanisms in

Oz

Amag: Bu calisma, sizofreni hastalarinda sitokrom b
(CYB) mitokondriyal DNA (mtDNA) mutasyonlarin
taramayt ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagindaki
genlerin mRNA ifadelerini analiz etmeyi amaglamistir.
Gereg ve Yontem: Bu calismada 44 sizofreni hastasindan
ve 41 sagliklt bireyden DNA (hasta) ve RNA (hasta ve
kontrol) izolasyonu i¢in tam kan alindi. CYB mtDNA
mutasyonlart icin Srnekler PCR ile amplifiye edildi ve
Sanger DNA dizi analiziyle tanimlandi. PIK3CA, AKT1 ve
mTOR genlerinin mRNA ekspresyonu i¢in RT-PCR ve 2-
AACt metodu kullanildi.

Bulgular: Sizofreni hastalarinda m.15326 A>G (43/44),
m.15452 C>A (5/44), m.15078 A>G (3/44), m.14872
C>T (3/44) ve m.14798 T>C (3/44) en sik rastalanan
CYB mtDNA mutasyonlariyd.  [n analizler,
mutasyonlarin bir kismunin zararli, hastalik yapict veya
benign karakterle iliskili oldugunu gosterdi. Sizofreni
hastalarinda PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin mRNA
ckspresyonu  saglikli bireylere gére anlamli derecede
yiiksekti. PIK3CA ve AKT1 genleri arasinda anlamli orta
siddette pozitif bir korelasyon tespit edildi. Ayrica ROC
analizi ile PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin hasta
grubunda iyi tanisal giice sahip oldugu belitlendi. ROC
analizleri, 6zellikle PIK3CA'nin sizofreni hastalart icin %
80 duyarlilik ve % 63,4 secicilik ile 6nemli bir tant degerine
sahip oldugunu gosterdi.

Sonug: Sizofreni hastalarinda hem CYB mtDNA
mutasyon stkligi hem de PIK3CA, AKT1 ve mTOR
mRNA cekspresyon diizeyi saglikli bireylere gbre daha
yiiksekti. Bu mekanizmalart daha genis sizofreni
poptilasyonunda ¢aligmanin hastaligin tani, tedavi veya
prognozunda degerli olabilecegine inantyoruz.
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the larger schizophrenia population may be valuable in the
diagnosis, treatment, or prognosis of the disease.
Keywords:. Schizophrenia, mtDNA, CYB, PI3K, AKT,
mTOR

GIRIS

Sizofreni, dinya capinda bir¢ok insani etkileyen
kronik bir psikiyatrik bozukluktur!. Cok faktorli bir
noéropsikiyatrik  bozukluk olan sizofreni hastalig,
antipsikotikletle tedavi edilir ve prognozu genellikle
kotu seyreder?. Sizofreni hastaligina siklikla sosyal
bilissel bozukluklar da eslik eder3. Ozellikle objektif
testlerin olmamast nedeniyle, sizofreni i¢in dogru tant
ve etkili tedavilerin se¢iminde zorluklar yasanmaya
devam etmektedir. Sizofreni hastaligi icin biyobelirteg
arastirtlmasinda ¢ok sayida teknoloji kullanilmigtir#.
Sizofreni hastalarinin en azindan bir alt grubunda
noéroinflamatuar sireclerin sizofreni patogenezinde
rol oynayabilecegi dusinilmektedirt. Hastaliga ait
¢ok fazla molekiler degisim s6z konusudur,
dolaysiyla hastaliga ait molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasinin =~ sizofreni  hastaliginin
tedavisinin belitflenmesine katk1 saglayacaktir.

tant  ve

mtDNA  varyasyonlari, sizofreni hastaliginda glial
hicre sagkalimi icin 6nemli etkileri olan oksidatif

fosforilasyon  sistemi  (OXPHOS),  kalsiyum
tamponlama ve reaktif oksijen tirleri (ROS)
Uretiminde degisikliklere neden olabilir!.
Mitokondtiyal motfometri, beyin enetji
metabolizmast  ve mitokondriyal solunum
zincirindeki  enzimatik aktivitedeki degisiklikler,

sizofrenide mtDNA'nin genetik 6zellikleriyle iligkili
olabilecek  mitokondriyal bir islev  bozuklugu
oldugunu dusundurird. Sizofreni, bir genetik arka
plana sahip oldugu distintlen karmagik bir hastaliktir.
mtDNA'daki genetik degisikliklere baglt olarak
bozulmus mitokondriyal fonksiyonun, zihinsel
bozukluklar da dahil olmak nérolojik
durumlara etkide bulunabilecegi varsayilmistir6. Fakat
sizofreni hastaliginda mitokondriyal patolojinin rola
tam olarak aydinlatilamamugtir”.

uzere

Cantley ve arkadaslar1 1988’de, fosfatidilinositol 4,5-
bifosfatin  (PIP2) fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfata
(PIP3) fosforilasyonunu katalize eden ajant tanimladi
ve bu enzimi fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)® olarak
adlandirdt ve ardindan insilin sinyalinin PI3K
aktivitesini  diizenledigi  gosterildi®.  PI3K'lar
memelilerde t¢ smufa (I, II ve III) ayrlan lipid
kinazlardir!®.  PI3K’lar  fizyolojik  rolleri  ve
patogenezdeki fonsiyonlart sebebiyle kapsamli bir
sckilde incelenmistir!!. Stnuf I PI3K, protein kinaz B
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(PKB/AKT) ve rapamisin (mTOR) yolunun
mekanik hedefi (PAM yolu), insan kanserlerinde
siklikla anormal aktivasyon gosterir ve hiicrenin
hayatta kalmasi, besin alimi, htcre ¢ogalmasi,
biiyiime, otofaji, apoptoz ve go¢ dahil olmak tzere
cesitli  hucresel islevleri dizenler'>14. Psikiyatrik
hastaliklarin ~ patogenezinde, PI3K/AKT/mTOR
ckseninin dizensizligini isaret eden bazt kamitlar
olmasina ragmen, bunun gelisimsel ve/veya sinyal
kusurlarinin bir sonucu olup olmadigt actk degildir.
PI3K/AKT/mTOR inhibisyonu ve GSK3un
aktivasyon azalmasinin néronal hiicre sagkalimi ile
iligkili oldugu rapor edilmistir!>16.
PIBK/AKT/mTOR kritik islevlerinin 1siginda, bu
sinyal yolagindaki anormallikler ve duzensizlikler
megalensefali,  mikrosefali, otizm  spektrum
bozukluklari, zihinsel engellilik, epilepsi ve sizofreni
gibi cesitli nérogelisimsel hastaliklarin temel nedeni
olarak kabul edilmistir!”.

Biz de yukaridaki bilgiler 1siginda, CYB mtDNA
mutasyonlarinin gizofreni hastalarindaki sikligi nedir
ve bu gendeki mutasyonu tagiyan hastalarla
tastmayanlarda PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolagindaki genlerin mRNA ekspresyonu arasinda
fark var m1 bu durumu aragtirmak ve ilk kez aciga
cikarmak istedik. Bu yiizden bu calismada sizofreni
hastalarinda hem CYB mtDNA mutasyonlarint hem
de PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagindaki onemli
olan bazi genlerin mRNA ekspresyon diizeyini
belitlemeyi amagladik. Sizofreni hastalarinda bu
mekanizmalart birarada arastiran ilk ¢alisma olmast
agisindan da gelecekte yapilacak calismalara yol
gOsterici ve hastaligin tanisi, tedavisi veya prognozu
acisindan biyobelirteg olabilecegine inantyoruz.

GEREC VE YONTEM

Orneklem

Tiim 6rnekler Atatiirk Universitesi Egitim Arastirma
Hastanesi Psikiyatri Bolimt@’nde takipte olan
bireylerden toplanmustir. Bu arastirma Atatirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir (Etik kurul tarihi:
02.06.2022, onay no: 2022/15). Bu calismaya 18 yas
tizerinde olan 44 sizofreni hastast ve 41 sagliklt birey
onam alinarak dahil edildi.
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Uygulama

Tum bireylerden 5 cc EDTA’h tipte tam kan
alinmustir.  Sizofreni siiphesiyle ilgili poliklinige
basvuran hastalarin tanist icin psikiyatri uzmant Dr.
Halil Ozcan tarafindan Ruhsal Bozukluklarin Tanisal
ve Istatistiksel El Kitabr’nda yer alan kriterlere gore!8
degerlerlendirmeler  yapidi.  Ayrica  sizofreni
hastaliginin - psikopatolojik semptomlarinin  siddeti
Pozitif ve Negatif Sendrom Olgegi (PANSS)!, Klinik

Global Tzlenim (CGD)2 ve Kisa Psikiyatrik
Derecelendirme  Olgegi  (KPD)2122  ile hastalar
degerlendirildi.

PANSS o6lgeginde sizofreni hastalarina 30 maddeden
olusan pozitif ve negatif belirtiler ile genel
psikopatoloji 6lceklerinden olugan 3 alt Slgek ile
degerlendirmeler yapilr. Hastalarin
degerlendirmelerinde gésterdikleri belirtilere gore 1-7
arast puan verilir’®?, KPD 6l¢egi 18 maddeden ve 0-
6 arasinda puanlamadan olusmaktadir. Psikotik ve
depresif belirtiler ile bu belirtilerin ~ siddetini
degerlendiren sorulardan olugsmaktadir??2. CGI tg
boyutlu bir 6lcek ve 18 sorudan olusuyor.
Degerlendirmede 1-7 arasinda puan veriliyor.
Hastaligin seyrini degerlendirmek i¢in kullaniiyor?425,

Hastalarda eslik eden ruhsal bozuklugu ve kronik
fiziksel hastaligt (hipertansiyon, diyabet, organ
yetmezligi, kanser vs) olanlar dislandi. Saglikl
gonillilerde herhangi bir ruhsal ve belirtilen tarzda
kronik fiziksel hastalik bulunmamaktadir.

CYB mtDNA mutasyonlarinin saptanmasi ve in
silico analizi

DNA izolasyon asamast Bayburt Universitesi,
SHMYO Tibbi Biyoloji ve Genetik laboratuvarinda
Dr. Ebubekir Dirican ve Dr. Sevgi Karabulut
Uzungakmak tarafindan  gerceklestirildi. DNA
izolayonu icin Eco—Tech DNA izolasyon kiti
(Erzurum, Turkiye) kullanildi. Sizofreni hastalarindan
alinan tam kanlardan her bireyin DNA izolasyonu
icin 200 wl tam kan kullanddi Tlgili firmanin
protokoliindeki  belirttigi tavsiyelere gore
izolasyon asamalart basartyla gerceklestirildi?e. DNA
izolasyonu sonrast DNA o6rneklerinin  safligt ve
konsantrasyonlart Take3 Plate (BioTek)
spektrofotometti cihazt kullanilarak 260/280 nm
dalga boyunda 6lgtlerek gergeklestirildi. PCR islemi
gerceklestirilinceye kadar -20° C ‘de buzdolabinda
DNA 6rnekleri arsivlendi.

PCR  asamasindaki tim  deneyler  Bayburt
Universitesi, SHMYO Tibbi Biyoloji ve Genetik

tum
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laboratuvarinda Dr. Ebubekir Dirican tarafindan
gerceklestirildi. CYB mtDNA mutasyonlarinin analizi
icin SensoQuest Labcycler (thermalcycler: 1s1 déngii)
cihazi kullanilarak PCR islemi gerceklestirildi. PCR
reaksiyonu icin 25 pl of EcoTaq 2X PCR Master
miks, 2 ul of forward (ileri) primer (10uM), 2 pl of
reverse (geri) primer (10 pM), 10 pg—500 pg template
(kalip) DNA ve tizeri dH2O ile tamamlandi. PCR
programi ise master miks kitinin alindigr ilgili
firmanin Onerilerine gére ayarlandi®. CYB geni
primerleri daha 6nceki bir ¢alismadan alindi?’. PCR
agamasindan sonra 3 pl etidyum bromur kullanilarak
%2lik agaroz jelde yiritme yapildi ve hedeflenen
1064 b¢’i bantlar 50 b¢’lik marker kullanilarak Bio-
Vision UV cihazinda dogrulandi. Sonra ExoSAP ile
PCR pirifikasyonu yapilip, Sanger DNA dizi analizi
ABI PRISM 310 (Applied Biosystems; Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) cihazt
kullaniarak hizmet alimi seklinde gerceklestirildi.
Sanger DNA dizi analiz sonuglart Unipro UGENE
v43.0 programi kullanilarak degerlendirildi.

CYB mtDNA mutasyonlarinin 7z silico analizleri icin
Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen- 2),
Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN),
Mutation Assessor, Screening for Non-Acceptable
Polymorphisms (SNAP) ve Combined Annotation-
Dependent Depletion (CADD) bes farklt in silico
analiz veri tabani kullanildi.

PIK3CA/AKT/mTOR
ekspresyon analizi

genlerinin mRNA

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi agsamalart Bayburt
Universitesi, SHMYO Tibbi Biyoloji ve Genetik
laboratuvarinda Dr. Ebubekir Dirican ve Dr. Sevgi
Karabulut Uzungakmak tarafindan gerceklestirildi.

RNA izolasyonu icin EcoPURE Total RNA
izolasyon kiti kullaniddi. 100 pl tam kan kullanildi.
Kitin protokoliinde yer alan 6nerilere gére saglkli ve
hasta  bireylerin RNA  izolasyonlari  basariyla
gerceklestirildi?s. Tzolasyonun son asamasinda 50-100
ul EcoPURE Eliisyon Buffer filtreye eklenip 1 dakika
inkiibe edildi. Sonraki asamada maksimum hizda 30
saniye  santrifdj islemi  gergeklestirildi.  Gen
ekspresyon analizine kadar tim RNA 6rnkleri -20°
Cde buzdolabinda arsivlendi. ¢cDNA  reaksiyonu
iScript cDNA sentez kiti ile gerceklestirildi. Kitin
protokoliindeki 6nerilere gére cDNA sentez islemi
SensoQuest Labcycler (thermalcycler: 1s1 dongi)
cihazt kullamilarak yapildi?8.

mRNA ekspresyon deneyleri Atatiirk Universitesi
Dogu Anadolu Yiksek Teknoloji Uygulama ve



Dirican ve ark.

Aragstirma Merkezi’nde Dr. Ebubekir Dirican
tarafindan gerceklestirildi. Bio-Rad CFX-96 gercek
zamanlt polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) cihazt
ile Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase
Catalytic ~ Subunit  Alpha  (PIK3CA), AKT
Serine/Threonine Kinase 1 (AKT1) ve Mechanistic
Target of Rapamycin Kinase (mTOR) genlerinin
ekspresyon  analizleri  gergeklestirildi. ~mRNA
ekspresyon reaksiyonu icin 10 pl iTaq Universal
SYBR Green supermix (2X), 5 pl of complementary
DNA (cDNA), 1 pl forward ve reverse primer ve 3
ul of PCR-grade su ile 6rnekler icin miks hazirlandi.
Master miksin protokoliindeki 6nerilere gbre RT-
PCR programi ayarlanip reaksiyon gerceklestirildi.

Istatistiksel analiz

Elde edilen sonuclarin istatistiksel analizleri icin
GraphPad  Prism  9.3.0 programi  kullaniddi.
Normalizasyon i¢in Kolmogorov-Smirnov (K-S) testi
kullanildi.  Sizofreni hastalarinin yaslari ile saghkli
bireylerin yaslarinin kiyaslanmast icin Mann Whitney-
U testi ve cinsiyetletin kiyaslanmasi icin y? testi
kullanildi. Sizofreni hastalarinda PANSS, CGI ve
KPD o&leeklerinin yatts ve taburcu dénemlerindeki
farklarin gosterilmesi icin Mann Whitney-U testi
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genlerinin hasta ve saglikli gruplardaki dagilimlarinin
gosterilmesi igin Mann Whitney-U testi kullanildi.
PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin korelasyon
analizi icin Pearson korelasyon testi kullanidi.
PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin tanisal gliciinii
ve 6nemini gostermek icin ROC curve analizi yapildi.
CYB mtDNA mutasyonlarint tastyan hastalarda
mutasyon tirine gore PIK3CA, AKT1 ve mTOR
genlerinin - mRNA  ekspresyon  dagilimlarinin
gosterilmesi i¢in One-Way ANOVA (PIK3CA igin)
ve Kruskal-Wallis testleri (AKT1 ve mTOR igin)
kullaniddi. p<0.05 istatisiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

Sizofreni hastalarinin klinik ve demografik verileri
Tablo 1’de o6zetlenmistir. Sizofreni hastalarinin
%43,18 kadin ve %56,82’si erkekti. Hastalarin yas
ortalamast 41£8,65 (ortalamazt sd) olarak belirlendi.
Hastalarin %34,09’u evli ve %29,55’1 cocuk sahibiydi.
Hastalarin hastalik siiresi ve tedavi siiresi cogunlukla
15 yilin altindaydi ve bunlarin frekanst %70,45 olarak
belirlendi. Hastalarin = %36,36’inin  ailesinde de
psikiyatrik hastalik vardu.

kullanildi. Ayrica PIK3CA, AKT1 ve mTOR
ORNEKLER
Marker Blank 1 2 3 4 5 7. 8 9 10

200051 S . S s IR 1064 b
1000 bg - ——— W_— 9
300be- e ” :

200 bg -

100 bg -

50 bg -

Sekil 1. CYB mtDNA geninde jel elektroforezi ile 1064 bg bantlarin belirflenmesi

1698



Cilt/Volume 47 Yil/Year 2022

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagindaki genlerin ekspresyon durumu

Tablo 1. Sizofreni hastalarinin demografik 6zelliklerinin dagilimi

Ozellik Hasta (n=44)
n (%)

Yas (ortalama®SD, yil) 41£8,65

PANSS 6lcegi

Yatis dénemi (ortalamatSD) 954+21,95

Taburcu dénemi (ortalamatSD) 64+16,61

CGI 6lgegi

Yatis dénemi (ortalama£SD) 6£0,77

Taburcu dénemi (ortalamatSD) 7£0,67

KPD o6lgegi

Yatis dénemi (ortalamatSD) 43%10,81

Taburcu dénemi (ortalamatSD) 24+7,77

Cinsiyet

kadin 19 (43,18)

erkek 25 (56,82)

Hastalik siiresi (y1l)

<15 31 (70,45)

215 13 (29,55)

Tedavi stiresi (yil)

<15 31 (70,45)

215 13 (29,55)

Sigara igme durumu

Iciyor 23 (52,27)

I¢miyor 21 (47,73)

Evlilik durumu

evli 15 (34,09)

bekar 29 (65,91)

Cocuk sahibi

evet 13 (29,55)

hayir 31 (70,45)

Ailede baska psikiyatrik hastalig1 olan birey

Var 16 (36,36)

Yok 28 (63,64)

(SD: Standart sapma, PANSS: Pozitif ve Negatif Sendrom Olgegi, CGL: Klinik Global Izlenim Olgegi KPD: Kisa Psikiyatrik

Derecelendirme Olgegi)

Hastalarin %52,27’sinin sigara i¢me aliskanlhig vardu.
Sizofreni hastalarinin yatis dénemindeki PANSS ve
KPD 6lgek degeriyle takip stireci ve yatan hastalarin
taburcu oldugu dénemki 6lgekler arasinda belirtilerde
azalmayt yani iyilesmeyi dastndiren istatistiksel
olarak anlamli farklar saptand: (p<<0,0001). Sizofreni
hastalariin - kullandiklar:  antipsikotikler arasinda
olanzapin, aripiprazol, amilsilpirid, venlefaksin,
klozapin, citalopram, biperiden, haloperidol, ketiapin,
paliperidon gibi ilaglar vardi. Hastalar arasinda bu
ilaclarin tekli veya bitlikte (combine) kullanimlari
mevcuttu.Saglikll - bireylerin  %46,15’1  kadin  ve
%53,851 etkekti. Bu bireylerin  herhangi  bir
psikiyatrik ve kronik hastalik tagimadiklart ve yas
ortalamalarinin 40,32£12,89 (ortalamat sd) oldugu
belirlendi.
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Sizofreni hastalarinin  DNA  Ornekleri PCR ile
amplifiye edildikten sonra %27lik jelde etidyum
bromiir kullanilarak jel elektroforezinde yuratilup
UV cihazinda gorintilendi. Hedeflenen 1064 b¢’lik
bantlar gésterildi (Sekil 1). Sagliklt bireylerin %46,15’
kadin ve %53,85’1 erkekti. Bu bireylerin herhangi bir
psikiyatrik ve kronik hastalik tasimadiklart ve yas
ortalamalarinin 40,32£12,89 (ortalamat sd) oldugu
belirlendi.

Sizofreni hastalarinin  DNA  6rnekleri PCR ile
amplifiye edildikten sonra %27k jelde etidyum
bromiir kullanilarak jel elektroforezinde yuratilup
UV cihazinda gorintilendi. Hedeflenen 1064 b¢’lik
bantlar gésterildi (Sekil 1).Sizofreni hastalarinin CYB
mtDNA mutasyonlarint tasima durumlart Sanger
DNA dizi analiziyle gosterildi (Sekil 2 A-I).
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Sekil 2 (A-D). CYB homozigot mtDNA mutasyonlarinin Sanger DNA dizi analiz sonuglar1 A. T194A, B. M53M,
C. F18L, D. 1421
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Sekil 2 (E-H). CYB homozigot mtDNA mutasyonlarinin Sanger DNA dizi analiz sonuglar1 E. 1.236I, F.
D171IN, G. G99G, H. G157G.
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Sekil 2 (I). CYB homozigot mtDNA mutasyonlarinin Sanger DNA dizi analiz sonuglar I. E111G

Hastalarin 43’inde 15326. niikleotid pozisyonunda
T194A missense (yanlis anlamli) A>G mutasyonu
saptandt. Diger en stk goriilen mutasyonlar ise 15452.
nikleotid pozisyonunda 1.2361 (C>A) (n=5), 15078.
nikleotid pozisyonunda E111G (A>G) (n=3),
14872. niikleotid pozisyonunda 1421 (C>T) (n=3) ve
14798. niikleotid pozisyonunda F18L (T>C) (n=3)

mutasyonlartydi. Hastalardaki frekansi dustk olan
mutasyonlar arasinda 15043. niikleotid pozisyonunda
GI9G (G>A) (n=1), 15257. niikleotid pozisyonunda
DI7IN  (G>A)  (n=1), 15217. nikleotid
pozisyonunda G157G (G>A) (n=1) ve 14905.
niikleotid pozisyonunda M53M (G>A) (n=1) yer
almaktayd: (Tablo 2).

Tablo 2. Sizofreni hastalarinda CYB mtDNA mutasyonlarinin dagilimi

Gen Niikleotid Niikleotid | Amino asit Mutasyon Grantham Mutasyon
pozisyonu degisimi degisimi tipi degeri orant
(mutasyon sayist/
Toplam hasta
say1s1)
CYB 15326 A>G T194A Missense 58 43/44
CYB 15452 C2>A 1.2361 Missense 5 5/44
CYB 15078 A>G E111G Missense - 3/44
CYB 14872 C2>T 1421 Sinonim 0 3/44
CYB 14798 T=>C F18L Missense 22 3/44
CYB 15043 G2>A GI9G Sinonim 0 1/44
CYB 15257 G2>A D17IN Missense 23 1/44
CYB 15217 G2>A G157G Sinonim 0 1/44
CYB 14905 G2>A M53M Sinonim 0 1/44
Tum hastalarda toplam saptanan mutasyon sayist: 61
1 mutasyon tagtyan hasta sayisi: 30
2 mutasyon tastyan hasta sayist: 11
3 mutasyon tasiyan hasta sayist: 3

(Aminoasit degisimlerinin kisaltma ve acilimlar;; A: Alanin, T: Treonin, L: Losin, L:Izolssin, E:Glutamat, G:Glisin, D: Aspartat, N:

Asparajin; M: Metiyonin)
1701
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Grantham skoru (degeri) ad: verilen bir puan, iki
amino  asit arasindaki yan  zincir  atomik
kompozisyonu, polaritesi ve hacmindeki farki
tanimlar?®. Grantham skoru korunmus (0-50), orta
derecede korunmus (51-100), orta derecede radikal
(101-150)  veya  radikal  (=151) seklinde
degetlendirilmektedit®®. Bu c¢alismada sizofreni
hastalarinda tanimlanmis olan mutasyon tirleri
arasinda en ylksek Grantham skoru T194A
mutasyonunu tastyanlardayd: ve bu deger 58 olarak
belirlendi. L2361 mutasyonu i¢in Grantham skoru 5,
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F18L icin 22 ve D171N icin ise 23 olarak bulundu
(Tablo 2).

Bu calismada ayrica, CYB mtDNA mutasyonlarinin
in silico analizleri icin PolyPhen- 2, PROVEAN,
Mutation Assessor, SNAP ve CADD olmak uzere
bes farklt in silico analizi veri tabant kullanilds. T silico
analiz sonuglarina gére m.15326 (T194A), m.15452
(L230D), m.15078 (E111G), m.14798 (F18L) ve
m.15257 (D171N) mutasyonlarinin bazt hastaliklarda
benign karakterde, hastalik yapict veya zararlt
etkilerinin oldugu gérillmistir (Tablo 3).

Tablo 3. CYB mtDNA varyantlarinin in silico analiz sonuglar1

Gen Niikleotid Niikleotid Polyphen2 PROVEAN | Mutation SNAP CADD
pozisyonu degisimi Assessor

CYB 15326 A2>G Benign Notr Notr etki Notr Notr

CYB 15452 C2A Benign Notr Notr etki Notr Notr

CYB 15078 A>G Muhtemel Zararli Orta etki Hastalik Zararl

zarar verici

CYB 14872 C>T - - - - -

CYB 14798 T>C Benign Notr Notr etki Notr Notr

CYB 15043 G2>A - - - - -

CYB 15257 G2A Benign Zararli Orta etki Hastalik Zaratlt

CYB 15217 G2>A - - - - -

CYB 14905 G2>A - - -

Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen- 2) Erisim: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

Protein Vatiation Effect Analyzer (PROVEAN) Erisim: https://www.jcvi.org/research/provean

Mutation Assessor Erisim: http://mutationassessor.org/t3/

Screening For Non-Acceptable Polymorphisms (SNAP) Erisim: https://hpc.nih.gov/apps/snap.html
Combined Annotation-Dependent Depletion (CADD) Erisim: https://cadd.gs.washington.edu/
Sizofreni ve saglikli bireylerde PI3K/AKT/mTOR yolagindaki genlerin ekpresyon durumlart
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Sekil 3. PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin gizofreni ve saglikli biteylerdeki ekspresyon durumu (sirastyla

*%p=0,0025; *p= 0,0461; *p=0,0317).

Sizofreni hastalarinda PIK3CA, AKT1 ve mTOR
genlerinin mRNA  ekspresyon seviyesinin, saglikls
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olarak
(strastyla

bireyletle  karsilastirildiginda  istatistiksel
anlamli  ve yiksek oldugu belirlendi


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
https://www.jcvi.org/research/provean
http://mutationassessor.org/r3/
https://hpc.nih.gov/apps/snap.html
https://cadd.gs.washington.edu/
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p=0,0025; p=0,0461; p=0,0317) (Sekil 3). PIK3CA
geni mRNA ekspresyonunun sizofreni hastalarinda
Ozellikle erkeklerde ve sigara icen bireylerde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiksek oldugu
gorildi  (sirastyla  p=0,0310; p=0,0493). Fakat
PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin mRNA
ekspresyonu ile diger demografik veriler arasinda bir
fark  belitlenemedi  (p>0,05). Ayrica sizofreni
hastalarinda bu t¢ gende de saglikli bireylere nispeten

PIK3CA
AKT1

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagindaki genlerin ekspresyon durumu

mRNA  cekspresyonlarinda artis  belirlenmesinden
dolayt aralarinda herhangi bir korelasyon olup
olmadigi analiz edildiginde PIK3CA ve AKT1 genleri
arasinda orta siddette anlamli bir pozitif korelasyon
gosterildi (p=0,005, r=0,41, %95 CI:0,1361-0,6303).
PIK3CA ile mTOR ve AKT1 ile mTOR genleri
arasinda da pozitif bir korelasyon olsa da bu durum
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 4).

mTOR

1.0

0.5

Sekil 4. PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin korelasyon analizi. PIK3CA-AKT1 (r = 0,41, p = 0,005), PIK3CA-
mTOR (r = 0,17, p = 0,258) ve AKT1- mTOR (r = 0,19, p = 0,204).

ROC analiz sonucuna gére PIK3CA’nin AUC degeri
0,688 ve gliven araligt (GA: %95 CI) (0,569-0,807)
olarak belirlendi (p<0,002). Ayrica galisilan t¢ gen
arasinda sizofreni hastalarinda en iyi ayrim yapabilme
yetenegine sahip olan genin PIK3CA oldugu gérildi.
AKT1 ve mTOR genlerinin ROC analiz sonuglarina
bakildiginda; mTOR icin elde edilen AUC degeri
0,634, GA (0,513-0,756) ve p=0,046; AKT1 i¢in elde
edilen AUC degerinin 0,625 ve GA (0,502-0,748) ve
p=0,046 anlamli hasta ve saglikli bireyler arasinda
ayrim  yapabilme yetenegine sahip  olduklar
saptanmustir  (Sekil 5). PIK3CA geni sizofreni
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hastalar1 icin % 80 duyarlilik ve % 63,4 secicilik ile
6nemli bir tant degerine sahipken, mTOR geni %75,6
duyarlilik ve %56,1 secicilik, AKT1 geninin ise %75,6
duyarlilk ve %58,5 secicilik ile 6nemli bir tant
degerine sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 5). Farkls
CYB mtDNA mutasyonu tasiyan bireylerde
PIK3CA, AKT1 ve mTOR gen ekspresyonlart
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark g6rilmedi
(P>0,05) (Sekil 6). PIK3CA ve AKT1 genleri
ekspresyonunun en yliksek oldugu mutasyon tiri
1421, mTOR geni ekspresyonunun en yuksek oldugu
mutasyon tard L2361 olarak belirlendi.
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Sekil 5. PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin ROC analiz sonuglar1.
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PIK3CA

p>0.05

iﬁrﬁilfli

T194A L2361 E111G 1421 F18L
CYB mtDNA mutasyon tipi

(<]

4

MRNA ekspresyonu (24 ortalama)
N

o

AKT1

P>0.06

mRNA ekspresyonu (2% ortalama)

T194A L2361 E111G 1421 F18L
CYB mtDNA mutasyon tipi

mTOR

p>0.05

mRNA ekspresyonu (2% ortalama)

T194A L2361 E111G
CYB mtDNA mutasyon tipi

1421 F18L

Sekil 6. PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin
ekspresyon sonuglarimin  mtDNA  mutasyonu
tagtyan hastalarda mutasyon tipine gore dagilimlari

TARTISMA

Sizofreni, genetik kokenli olup; ¢esitli klinik etkileri
olan ciddi ve olduk¢a heterojen bir psikiyatrik
bozukluktur 3. mtDNA'daki genetik degisikliklere
baglt olarak bozulmus mitokondriyal fonksiyonun,
zihinsel bozukluklar da dahil olmak tzere farkli
anormal nérolojik durumlara katkida bulunabilecegi
varsayllmistir ©. Mitokondtriyal disfonksiyon, sinaptik
nérotransmisyonu  sinetjistik olarak etkileyebilen,
sizofreni ve bipolar bozuklugun patofizyolojisinde
yer alan norobiyolojik bir fenomendir 2. Beyinde,
PI3K vyolunun bilesenleri, sinaptik olusumu ve
plastisiteyi dizenler; dolayisiyla bu yolun bozulmast
sinaps disfonksiyonuna ve patolojik davranislara yol
acar ¥. Bu calismada sizofreni hastalarinda CYB
mtDNA  mutasyonlart  ile PI3K/AKT/mTOR
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PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagindaki genlerin ekspresyon durumu

yolagindaki ~ bazt  6nemli mRNA

ekspresyonlar arastirlmistir.

genlerin

Literatiire bakildiginda sizofreni hastalarinda cesitli
mtDNA  genlerinde mutasyon veya polimorfizm
tarama calismalart yapdmustir. Mitokondri icindeki
oksidatif fosforilasyon, néronal fonksiyon icin an-
acrobik enerji kaynagidir ve anahtar genleri
mitokondriyal DNA'da bulunur 34 Sizofreni icin
oksidatif ~ fosforilasyon  islevinde  eksiklikler
bildirilmistir, ancak mitokondriyal DNA icinde
sizofreniye yatkinltk olusturan genetik belirteglerin
tanimlanmasina yonelik cabalar smnirlt olmustur 34
Ivanova ve ark. (2021) polimorfik varyant
m.1811A>G (MT-RNR2)’in kontrollere (%4,3)
kiyasla sizofrenide en yiksek sikliga (%24,3) sahip
oldugunu gosterilmiglerdir 3. Bi ve ark. (2010)
m.15395 A > G ve m.8536 A > G varyantlarinin
sizofreni hastalarinda hucresel diizeyde
mitokondriyal fonksiyonu olumsuz etkiledigini 6ne
surmiglerdir %*. Gongalves ve ark. (2018) sizofreni
hastalarinda %7,2 C15452A MT-CYB:
Mitochondrially Encoded Cytochrome B), %7,2
A11251G  (MT-ND4: Mitochondrially Encoded
NADH: Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit
4) ve %74 T4216C (MT-ND1: Mitochondrially
Encoded NADH: Ubiquinone Oxidoreductase Core
Subunit 1) stklikta bazi mtDNA mutasyonlarini tespit
etmiglerdir 3*. Bir derleme calisgmasinda ise CYB
oksidaz geninde (sizofreni hasta sayist = 11,311,
kontrol = 35,735) bulunan A15218G mutasyonunun
sizofreni hastaligiyla ile orta derecede bir iliskisi
oldugunu gostermislerdir 3.

Bu calismada ise sizofreni hastalarinda 44 hastanin
43’inde m.15326 A>G missense (yanls anlamli)
mutasyon oldugu belirlendi. 5 hastada m.15452 C>A
ve 3’er hastada ise m.15078 A>G, m.14872 C>T ve
m.14798 T>C mutasyonlari Sanger DNA dizi
analiziyle tanimlandi. 44 hastada 9 farkli mutasyon
(m.15326 A>G, T94A; m.15452C>A, 1.236];
m.15078A>G, E111G; m.14872 C>T, 1421; m.14798
T>C, F18L; m15043 G>A, G99G; m15257 G>A,
D171N; m.15217 G>A, G157G ve m.14905 G>A,
M53M) olmak tizere 61 mutasyon saptandi 11
hastada 2 farklt mutasyon ve 3 hastada ise 3 farkli
mutasyon belirlendi. 44 hastada saptanan 9 cesit
mutasyonun 5’inin missense mutasyon oldugu, yani
farkli bir amino asidin sebep
olduklart gosterildi.

sentezlenmesine

Grantham skoru, evrimsel anlamda iki amino asit
arasindaki mesafeyi tahmin etmeye ¢alisir 2°. Daha
dustk bir Grantham puani, daha az evrimsel mesafeyi



Dirican ve ark.

yansitir. Diger taraftan daha yiiksek bir Grantham
puant, daha biyiik bir evrimsel mesafeyi yansitir. Bu
yizden daha yiiksek Grantham puanlari daha zararlt
olarak kabul edilir. Bu ¢alismada en yiisek Grantham
skoru gorilen mutasyon tipi m.15326 A>G oldugu
ve puant 58 olarak belirlendi. Diger mutasyon
tiplerinin Grantham puanlart ise m.14798T>C i¢in
22, ml15257G>A i¢in 23 ve m.14872C>T,
m15043G>A, m.15217G>A ve m.14905G>A i¢in 0
olarak saptandi. Fakat m.15078A>G mutasyon
daha Grantham  puant

tarinin  ise once

bilditrilmemistir.

PI3K fosforile oldugu zaman AKTyi aktive eder ve
AKT’nin de mTOR’u aktive ettigi bilinmektedir 8.
PIBK-AKT sinyalizasyonu, néronlarin  hayatta
kalmast i¢in kritik bir faktérdiir 3. PI3K sinyal yolag,
hticre apoptozu, hiicre metabolizmast ve hiicre ici
vezikil taginmasinda da rol alir 4. Beyin kaynakl
nérotrofik faktor, PI3K yolu aktivasyonu dendritlerin
uzunlugunu ve karmasikhigint arturir 4. AKT
onkogeni ekspresyonu ve aktivitesindeki degisiklikler,
psikiyatrik hastaliklarda 6nemli bir rol oynamaktadir
4. Yapilan calismalar, psikiyatrik hastaliklarin
patogenezinde  PIBK/AKT/mTOR  ckseninin
diizensizligini isaret eden kanitlar saglarken, fakat
bunun gelisimsel ve/veya sinyal kusurlarinin sonucu
olup olmadigt acik degildir #2. Bu ytizden bu ¢alismada
sizofreni hastalarinda PI3K/Akt/ mTOR sinyal
yolagindaki PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin
mRNA ekpresyon durumlart arastirildi. Bu genlerin
mRNA ekpresyonlart sizofreni hastalarinda sagliklt
bireylere kiyasla anlamli dizeyde yiksek oldugu
belirlendi. Ayrica PIK3CA geni ile AKT1 geni
arasinda orta siddette anlamlt bir pozitif korelasyon
oldugu gosterildi. ROC analizindeki bulgulara gore;
PIK3CA geninin sizofreni hastalar1 i¢in % 80
duyarliik ve % 63,4 secicilik ile 6nemli bir tam
degerine sahip oldugu, mTOR geni %75,6 duyatlilik
ve %56,1 secicilik ve AKT1 geni ise %75,6 duyarlilik
ve %58,5 secicilik ile 6nemli bir tani degerine sahip
oldugu tespit edilmistir. Fakat farkli CYB mtDNA
mutasyonu tastyan sizofreni hastalarinda PIK3CA,
AKT1 ve mTOR genlerinin mRNA ekpresyon
durumlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
PIK3CA AKT1  genlerinin
ekspresyonlarinin en ylksek oldugu mutasyon tiri
1421 iken, mTOR geni ekspresyonunun en yiksek
oldugu mutasyon tiirii ise 12361 olarak saptandi.

bulunamadi. ve

Literattire bakildiginda sizofreni hastalarinda AKT1
geninin mRNA ekpresyon seviyesini yitksek veya
dustik seklinde farklt bulan ¢aligmalar mevcuttur. Bu

1706

Cukurova Medical Journal

calismalarin bir kacint inceledigimizde, AK'T1 geninin
sizofreni hastaligi da dahil bircok beyin hastaliginda 43
beyin dokusu ve kanda, protein ve mRNA ekpresyon
seviyesinde disiis oldugu bildirilmistir . Bunlara
karsin Moretti ve ark. (2018) ise sizofreni hastalarinda
AKT1 geninin mRNA ekpresyon seviyesinin bu
mevcut calismamizda oldugu gibi arttigini rapor
etmiglerdir ¥. PUBMED veritabaninda sizoftreni
hastalarinda PI3K sinyal yolagindaki PIK3CA geni
mRNA  ekpresyonunu inceleyen herhangi bir
calismaya rastlanmamustir (Erisim tarihi: 29.09.2022).
Gu ve ark. bircok calismada sizofreni ve diger
psikiyatrik bozukluklart olan hastalarda mTOR
geninin bu ¢alismamizda oldugu gibi anormal
derecede yuksek eksprese oldugunu vurgulamiglardir
4, Fakat kendilerinin sizofreni hastalarinda mTOR
geni ekspresyonunu dustik oldugunu géstermislerdit.
Biz sizofreni hastalarinda AKT1 ve mTOR geninin
mRNA ekpresyonlarindaki yiiksek veya dustk olma
dutumunun sizofreni hastaliginin heterojenitesi, tant
ve tedavi  siregleriyle iliskili  olabilecegini
dustinmekteyiz.  Ayrica  sizofreni  hastalarinda
kullamilan mevcut tedavi modellerinde yer alan
ilaglardaki farkhiliklar da bunun sebebi olabilir. Bu
mevcut calismamizda hem hasta sayisinin az olmast
hem de kullanilan ilaglarin ¢esitliliginden dolay
homojen gruplar olusturulamad: ve bu U¢ genin
ckspresyonu ile kullanilan ilaglarin tiiri arasinda
anlamlt bir iliski belitlenemedi.

Sizofreni hastalarinda CYB mtDNA mutasyonlariyla
PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin mRNA
ekspresyonunu arastiran ilk ¢alisma olmasina ragmen,
bu calismanin bazt kisitliliklart vardi. Tlk olarak
arastirma  herhangi bir proje destegi alinmadan
yapilmis olup sizofreni hastalarinda sadece CYB
mtDNA mutasyonlari aragtirilabilmigtir. mtDNA’nin
diger genlerindeki (ND1 ve D310 gibi) mutasyonlar
arastirtlamamistir. Tkinci kisitl durum bu calismada az
sayida hastada (n=44) CYB mtDNA mutasyonlari ile
PIK3CA, AKT1 ve mTOR genlerinin mRNA
ekpresyonlarina bakilabilmistir.

Sonug olarak sizofreni hastalarinda CYB mtDNA
mutasyonlarinin  sikligmin - yitksek  oldugu  ve
PIK3CA-AKT- mTOR genlerininde ekspresyon
seviyelerinin de ytksek oldugu ilk kez bu c¢alismada
birlikte gosterildi. mtDNA’ya ait diger genlerin sekans
taramasinin yaptlmast ve muhtemel sizofreni iliskili
mutasyonlarin aciga ctkarilmast ilerde yapilabilecek
calismalar arasindadir. Ayrica PIK3CA-AKT-mTOR
yolagt ¢ok sayida farklt molekiile sahiptir. Sizofrenide
bu molekillerin gen ifadelerinin ¢alisiimasi ve hatta
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bu molekiillerin etkilesime girdigi diger yolaklarin
aydmlatilmast hastaligin patogenezine ait molekiiler
degisimleri ¢6ztlmesine katki saglayacaktir. Sizofreni
siklikla kandan calistlan bir hastaliktir fakat asi
degisimlerin beyin dokusunda oldugunu biliyoruz. Bu
anlamda kandan yapilan calimalarin  mimkin
mertebe  post-mortem  beyin  dokulart ile
dogrulanmasi cok daha net sonuglar doguracaktir.
Calismalardaki hasta populasyonlarinin arttirilmast ve
wrklara spesifik calismalarin yapilmast da sizofeniye ait
daha glvenilir ve 1rklara Gzgli mutasyon ve
ekspresyon profillerinin ¢ikarilmasini saglayacaktir.
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