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OZET

Genomik ve bilgisayar teknolojilerindeki gelismelerin ardindan genetik
arastirmalarda biyoinformatik disiplininin rolii daha da artmistir. Karmasik arastirma
sorularinin ¢6zlimii i¢in yeni veri analiz tekniklerine duyulan ihtiyag, biyoinformatik
profesyonellerinin karsilagtig1 en 6nemli sorundur.

Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki allel frekansi farkliliklarini arastirmada
en ¢ok kullanilan arastirma tasarimi Genom Caginda Ilgi Calismalaridir (GWAS). i1k
GWAS arastirmasi 2005 senesinde gerceklestirilmistir ve o zamandan beri gittikce
artan saylida GWAS arastirmasi yayimnlanmistir. GWAS, tiim kisithiliklarina ragmen
vaka — kontrol temelli genetik arastirmalar i¢in en dnemli yontemlerden birisidir.

Genomik verilerin analizi i¢in yakin zamanda Onerilen en yeni yontemlerden
birisi de Cok Degiskenli Uzaklik Matrisi Regresyonu’dur (MDMR). MDMR,
ozellikle bagimsiz degisken sayisinin olgu sayisina kiyasla c¢ok fazla oldugu
durumlar ic¢in oldukca gii¢lii bir analiz yontemidir. Bireyler arasindaki uzakliklar
hesaplanarak bir bagimli degiskenler matrisi olusturulur ve genetik bilgi iceren
degiskenler de modele bagimsiz degisken olarak eklenebilir. Boylece bagimsiz
degiskendeki varyasyon miktar1 agiklanmaya calisilir. Yakin zamana kadar, yntemin
genetik alanindaki kullanimi gen ekspresyonu verisi ile sinirli kalmistir.

Bu ¢alismada GWAS yaklagimi ve MDMR yontemi birlikte bipolar bozukluk
veri setine uygulanmustir. ilk basamakta GWAS yapilarak bipolar hastas: bireylerle
kontrol olgularini birbirinden ayiran istatistiksel olarak nalamli SNPler bulunmaya
calistlmustir. Ikinci basamakta ise bipolar bozukluk hastalarina MDMR uygulanmis
ve hastaligin seyrine etki etmesi olas1 fenotip X genotip etkilesimleri incelenmistir.
En son basamakta ise bu iki uygulamanin sonuclar1 kiyaslanmis ve kesisim SNPleri
arastirilmistir.

Bazi kisithliklar1 olmasina ragmen MDMR yontemi, genetik faktdrlerin
kompleks hastaliklara etkisini incelemek i¢in giiclii bir analiz aracidir. Yontemin
esnekligi hem gen ekspresyonu verisi ile hem de SNP verisi ile genomik
arastirmalarin yiiriitiilmesine olanak tanimaktadir. Bilindigi kadariyla bu g¢alisma
MDMR yonteminin fenotip verisi ile olusturulan uzaklik matrisleri ile ilk
uygulamasidir. Ayrica yontem bipolar bozukluk verisi i¢in ilk kez kullanilmaktadir.

GWAS ve MDMR analizleri sonucunda toplam 12 SNP ortak olarak
bulunmustur. Bu SNPler hem hastaligin ortaya ¢ikmasi hem de seyri agisindan
onemlidirler. Ayrica analizler sonucunda istatistiksel anlamlilig1 gdsterilen bazi SNP
ve genlerin Onceki arastirmalarda da bipolar bozukluk ile iligkili oldugu
gosterilmistir.

Sonu¢ olarak, MDMR etkin bir analiz aracidir ve kisithiliklarr iizerinde
calisilarak genomik arastirmalarda verimli sekilde kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: GWAS, SNP, bipolar bozukluk, fenotip, genotip, uzaklik
matrisi, ¢ok degiskenli uzaklik matrisi regresyonu



ABSTRACT

Following the advances in genomics and computer technologies, the role of
bioinformatics in genetic studies dramatically increased. The need for new data
analysis techniques to handle complex problems is one of the most challenging tasks
that bioinformatics professionals have to deal with.

Most frequent study design to compare allele frequency distances between
patients and controls is called GWAS (Genome Wide Association Study). Since the
first GWAS in 2005, increasing numbers of similar research were published. GWAS
has its own strengths and weaknesses and still is a major design for most case —
control genetic research.

One of the recent data analysis methods proposed for the analysis of genomic
data is Multivariate Distance Matrix Regression (MDMR). MDMR is a statistically
powerful tool, especially for the problems where the number of independent
variables exceeds the total number of cases. A dependent variable matrix is
calculated based on statistical distances between individuals and genetic information
is added to the model as independent variables to explain the variation in the distance
matrix. Until recently, its use in genetic research was limited with gene expression
studies.

This study utilizes traditional GWAS approach and MDMR method on a
bipolar disorder data set. As the first step, we applied the GWAS technique to
determine the statistically significant SNPs those may distinguish bipolar patients
and control individuals. In the second step, we applied MDMR model to understand
the phenotype X genotype interactions those may affect the disease course in bipolar
disorder. As the last step, we compared the outcomes collected in previous steps and
determined the overlapping SNPs.

Despite several limitations, MDMR is a useful analysis tool, especially for
investigating the effects of genetic factors on complex diseases. Flexibility of the
method is an advantage as it can be used in both gene expression and SNP based
genomic research. To our knowledge, this study is the first MDMR application on
phenotype based distance matrices. Moreover, this is the first study to apply the
method on bipolar disorder data.

A total of 12 SNPs were common in both GWAS and MDMR runs. These
SNPs are crucial in terms of both occurrence and course of bipolar disorder. Several
SNPs and genes those found to be statistically significant in our analysis were
previously reported to be associated with bipolar disorder.

As a conclusion, MDMR is a useful tool and it should be tweaked in terms of
its limitations so that it can be used more effectively in genomic research.

Key Words: GWAS, SNP, bipolar disorder, phenotype, genotype, distance matrix,
multivariate distance matrix regression
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GIRIS

Bilgi teknolojilerindeki hizli gelisimin etkisi, her alanda oldugu gibi biyolojik
bilimler ve tip alanlarinda da 6nemli degisimler ve yenilikler getirmistir. Bu
teknolojilerin sagladig1r olanaklarla birlikte gittikge artan miktarlarda veri elde
edilmektedir. Elde edilen bu verilerin saklanmasi, islenmesi, ¢oOzliimlenmesi,
sunulmasi ve iletilmesi, yine bilisim teknolojilerinin yardimi ile daha hizli ve kolay
bir sekilde yapilabilmeye baslanmistir.

Bilisim alanindaki gelismelere paralel olarak istatistiksel yontemler de zaman
igerisinde ¢agin gereksinimlerine uygun bigimde gelismektedir. Bilinen yontemlerin
uygulanabilirligi yiiksek kapasiteli bilgisayarlar ve islevsel yazilimlar sayesinde
kolaylasirken yeni ¢oziimleme yontemleri de gelistirilmekte, bu yeni yontemler
1s181inda gerceklestirilen yeni bilimsel ¢aligmalar sonucunda da saglik alanindaki bilgi
birikimi hizla artmaktadir. Bu ¢6ziimlemeler sonucunda tipta kanita dayal
uygulamalarin oranlar1 hizla yilikselmektedir. Tip alaninda yapilan bilimsel
caligmalarin ve yayinlanan makalelerin sayisi son senelerde oldukca biiyiik artis
gostermistir.

Bilgi teknolojilerinin tip alanindaki onemli etkilerinden birisi de genetik
caligmalar tlizerinde olmustur. Kisilere ait genetik verilerin toplanabilmesi ve bu
veriler ile birgok hastalik arasindaki olasi iliskilerin arastirilmaya baglanmasi ile
birlikte hem mevcut veri tabanlarinin boyutlarinda biiylik artiglar gergceklesmis hem
de bu biiylik veri tabanlarindaki verilerin ¢dzlimlenmesine yonelik yontemler
gelistirilmesi gereksinimi artmustir. Kisisel genetik bilgileri, demografik bilgileri,
hastalik, tan1 ve tedavi bilgilerini ve bireye ait fenotipik ozellikleri igeren veri
tabanlarinin ¢oziimlenebilmesi i¢in yeni istatistiksel yaklagimlar ortaya ¢ikmaktadir.

DNA mikro dizi analizleri ve proteomik platformlar gibi ileri teknoloji
kullanilarak gerceklestirilen yontemler ile aragtirmacilar olduk¢a karmasik ve biiyiik
veri topluluklart iizerinde genetik faktorlerin etkilerini incelemek durumunda
kalmaktadirlar. Bu gereksinim, birden ¢ok disiplinin igbirligini artirmis ve
biyoinformatik alaninin artan bir ivme ile 6nem kazanmasina neden olmustur. On
binlerce gen ve proteinin ekspresyonuna iliskin verilerin es zamanli olarak
¢Oziimlenmesi ve bu verilerden anlamli bilgilerin elde edilmesi bu yeni teknolojiler
ve teknikler yoluyla gerceklesmektedir [1, 2]. Bununla birlikte bu teknolojiler
sayesinde Tliretilen biiyilk miktarlardaki verinin istatistiksel ve biyolojik olarak
Oonemliligini tespit etmek de olduk¢a zordur [3]. Bu sebeple, ¢ok sayida akilli ve



kullanigh veri ¢oziimleme stratejileri gelistirilerek ¢ok boyutlu genomik verilerin
analizine yonelik ilerlemeler kaydedilmektedir [4].

Ozellikle genetik verilerin analizine yonelik gelistirilmis olan ¢dziimleme
yontemleri, birgok hastaligin incelenmesinde kullanilmaktadir. Bu yontemler temel
olarak bireylerin genetik verilerini de igeren genis veri tabanlarinda uygulanan
istatistiksel yaklagimlardir. Veri madenciligi uygulamalarinin da katkis1 sonucunda
bu tip biiyiik hastalik veri tabanlarindan yeni bilgiler iiretilmekte ve bilimsel
calismalar sonucunda hastaliklarin tan1 ve tedavi siire¢lerinde 6nemli ilerlemeler
kaydedilmektedir. Bu yolla ¢ok sayida hastaligin genler vasitasiyla nesilden nesle ne
sekilde tasindigi anlasilmistir. Gelecek nesillerin  ebeveynlerinin  tasidiklar
hastaliklarin etkisinde kalacagi distliniilerek c¢esitli onlemlerin alinmasi1 yoluna
gidilmektedir. Genetik alanindaki gelismeler hastaliklarin etiyolojisinin anlasilmasi,
tan1 ve tedavi siireclerinin sekillendirilmesi bakimindan yeni imkanlar yaratmaktadir.

Yukarida bahsedilen klinik problemlerden birisi de bipolar davranis
bozuklugu (bipolar disorder) olarak bilinen psikiyatrik hastaliktir. Bipolar bozukluk,
kisinin yasam kalitesini etkileyen ve siklikla da hayati tehlike arz edebilen bir
hastaliktir. Toplam diinya niifusunun yaklasik %1'ini etkilemektedir. Hastalarin
yasam slireleri boyunca %17 oraninda intihar etme siklig1 gortilmektedir [5].

Her ne kadar bipolar bozuklugun nedenleri tam olarak belirlenememis olsa
da, genetik faktorlerin 6dnemli bir rolii oldugu diistiniilmektedir. Bipolar bozukluk
tanist almis kisilerin %80-90'inda ailede bipolar veya major depresyon Oykiisii vardir
[5]. Bununla birlikte, aile 6ykiisii olanlarin hastaliga iliskin genetik egilime mutlaka
sahip olacag1 sdylenemeyecegi gibi, genetik yatkinligir tasisalar bile hastalik
semptomlarini kesin olarak gelistirecekleri de iddia edilemez. Mevcut yontemler ile
hastaligin tanis1 standartlara dayali sekilde konulabilmekte ve dogru tedavi ile
hastalarin giinliik yasamlarindaki stabilizasyonu saglanabilmektedir.

Genotipleme teknolojilerindeki mevcut gelismeler ve kamu erisimine agik
veri tabanlariin olusturulmasi ile hastaliklarin genetik nedenlerini arastiran genis
oleekli “Genom Capinda iliski Calismalar’” (GWAS) yayginlasmaya baslamistir.
Son 10 yilda bipolar bozukluk ile ilgili GWAS arastirmalarinin sayist dnemli dl¢iide
artmistir. Calismalar sonucunda 200'in {lizerinde gen veya SNP’in (Tek Niikleotid
Polimorfizm - Single Nucleotid Polymorphism) hastalik riskini artirdigi
gosterilmigtir. Bu genlerden bazilar1 (DAOA, Alg9, DGKH, ANK3, CACNAIC,
DOKS5, RGS4 vb.) en az iki calismadan replike edilebilmistir. Ayrica, tiim otozomal
kromozomlarin bipolar bozukluk ile iliskili oldugu ve X kromozomunun da bazi
iliskili genleri (MAOA, NLGN3 ve HTR2C) tasimakta oldugu gdsterilmistir [5-12].
Ozetle, bu calismalar bipolar bozukluk genetigine iliskin daha ¢ok bilgiye erismemizi
saglamis da olsa hastaliktan tek basina sorumlu olan tek bir gen / SNP tespit
edilememistir.



Bireylerin genetik yapilart ¢ok cesitlilik gdstermektedir. Bu bakimdan sadece
hastalar1 sagliklt bireylerden ayirabilmek degil, hasta bireyler arasindaki ortak
fenotipik 6zelliklerin belirlenebilmesi de biyoinformatigin bir diger amacidir. Ayni
hastaliga sahip bireylerin birbirlerinden farkli seyreden o6zelliklerinin tespit
edilebilmesi ve bu ozelliklere neden olabilecek genetik faktorlerin bulunabilmesi
kisisellestirilmis tedavi yoOntemleri bakimindan olduk¢a Onemlidir. Bireyler
arasindaki genetik c¢esitlilige katkida bulunan veya bu cesitlilik ile iliskili olan
faktorlerin  belirlenmesinde kullanilan istatistiksel yontemler giin gectikce
cogalmaktadir. Bu yontemlerin gelismesi yeni molekiiler analizler ve teknolojiler ile
birlikte daha da hizlanmistir [13].

Bu yontemlerden biridi de Cok Degiskenli Uzaklik Matrisi Regresyonu’dur
(Multivariate Distance Matrix Regression - MDMR). Bu yontem, esas olarak
bireylerden toplanmis olan gen ekspresyonu veya SNP verilerinin ¢aligmadaki her
birey ¢ifti icin benzerlik / ayrilik 6zelliklerini yansitmak iizere benzerlik veya uzaklik
matrislerinin  yapilandirilmas: yaklasimina dayanir [14]. Bu yaklasim gen
ekspresyonu ve SNP analizi ¢alismasinda kullanilmaya bagslanan bir yaklagimdir [15-
18]. Yontem, bir uzaklik matrisi ile gen ekspresyonu veya SNP verileri toplanmig
olan bireylerden aliman tahmin ediciler arasindaki varyasyonlarin iligkilerini test
eder. Benzerlik veya uzaklik matrisleri igerisindeki Oriintiilere iliskin hipotezleri test
ederek cok biiyiik veri gruplarindaki tanimlamasi zor iliskilerin ortaya ¢ikarilmasinda
kullanilir. Oldukg¢a esnek bir yontem olup mevcut tek degiskenli yaklagimlarin
Otesinde ¢oziimleme olanaklar1 sunar [14].

Bu 6zellik goéz oniine alinacak olursa, MDMR ile benzer davranis gosteren
gen veya SNP kiimelerinin tanimlanmasi ve bdylece bireylerin benzerlik veya
farkliliklarinin incelenmesi miimkiin olacaktir [14]. Bu yoOntemin bilinen klasik
kiimeleme yontemlerinden en biiyiik farki, klasik yontemlerin siklikla tek boyutlu
olmasi, buna karsin MDMR’da hem genlerin hem de fenotiplerin es zamanl
degerlendirilmesinin yapilabilmesidir. Yani; bir tek gen / SNP birden ¢ok biyolojik
ozelligi etkileyebilir ve bir biyolojik 6zellik de aymi anda birden ¢ok gen / SNP
tarafindan etkilenebilir.

Arastirmamizda amag; bahsedilen ¢ift yonlii iliskilerin ortaya konmasi igin
MDMR yoénteminin kullanilarak bipolar bozukluk hastalarinin fenotipik 6zellikler
bakimindan degerlendirilmesi ve genetik farkliliklarinin neden oldugu etkilerin
incelenmesidir. Ayrica standart GWAS yaklasimi ile bipolar bozukluk hastalarinin
normal kontrol olgularindan SNP ve gen seviyesinde gosterdikleri farkliliklar
incelenecektir. Boylece MDMR ve GWAS bulgulart birlestirilerek hastaligin ortaya
¢ikist ve seyri i¢in 6nemli bulunan ortak SNPler’in varlig1 aragtirilacaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1.  Genetik ve Biyoinformatik Tarihcesindeki Temel Adimlar
Gregor Mendel 1866 senesinde kalitimla ilgili teorilerini bahce bezelyesi ile

gergeklestirdigi denemelere dayanarak yayinladi. Her ne kadar bu yayin 1900ler’in
basina kadar yeterince dikkate alinmamis da olsa, Mendel’in ¢alismasi aslinda
modern genetik biliminin temellerini olusturmaktadir. Mendel, beyaz ¢icekli ve mor
cigekli bitkileri ¢aprazladiginda karisim renkte c¢iceklere sahip bitkiler yerine yine
mor ¢igekli bitkiler elde ettigini gozlemledi. Birbirini takip eden birka¢ ¢aprazlama
sonucunda baskin ve g¢ekinik karakterli kalitima dayanan fikirlerini sekillendirmis
oldu. Baskin karakterler (bu 6rnekte mor ¢igekli olmak) ¢ekinik karakterin (beyaz
renkte ¢icek) gizli kalmasini saglamaktaydi [19].

Daha sonra, 1900ler’in baslarinda Sir Archibald Garrod “metabolizmanin
dogustan gelen hatalar1” (6rnegin albinizm) seklinde adlandirdigi ¢esitli hastaliklar
tanimlarken Mendel’in denemelerindekine benzer bir kalitim oriintiisii ileri siirdii.
Boylece hastaliklarin kalitimi agisindan 6nemli bir temel insa etmis oldu [20].
Garrod, otozomal cekinik kalittmimn dogasmni bu kosullara dayanarak acikladi
(hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in normal olmayan genetik varyant ya da “allel” ¢iftinin
gerekli oldugu). Mendel prensiplerine dayanarak, hastalik alleli bakimindan
heterozigot olan iki bireyin ciftlesmesi ile dogacak cocugun dortte bir ihtimalle her
iki ¢ekinik hastalik allelini tagiyacagini ve hasta olacagini ileri stirdii [19].

Wilhelm Johannsen 1909 senesinde “gen” terimini ilk kez kullandi ve
1915°de de Thomas Morgan Hunt kromozomlar iizerinde yer alan genlerin kalitimin
yap1 taglart oldugunu ileri siirdii [21]. Takip eden senelerde otozomal c¢ekinik
karakterde kalitim1 gergeklesen c¢esitli hastaliklarin varligina iliskin 6rnekler sunuldu.
Bunlarin arasinda fenilketoniiri ve kistik fibrozis de vardi. Ayni zamanda otozomal
baskin hastaliklar da (hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in sadece bir tane normal olmayan
allelin varliginin yeterli oldugu) tanimlanmaktaydi. O donemde ortaya cikarilan
otozomal baskin karakterli bu hastaliklarin belli baglilar1 Huntington hastaligi ve
Marfan sendromuydu. Bu sekilde bir kalitim Oriintlisii gosteren hastaliklar
“Mendeliyen hastaliklar” olarak adlandirildilar ve bu hastaliklarin analizi ve
anlasilmasi gorece daha kolaydi.

Bununla birlikte, benzer hastaliklarin kalittm modellerine dayanilarak olusan
genel kani da gelecekte yapilacak arastirmalarin esas c¢ikis noktasini olusturdu:



genler belirleyicidir ve eger bir birey bir hastaliga iligskin allele sahipse, o kisi
istenmeyen bu Ozelligi veya hastaligt sonraki nesillere tagimig olur. Zaman
ilerledikge bu yarginin tam olarak dogru olmadigr goriildii. Cilinkii yakin zamanda
yiriitiilen genomik temelli arastirmalarda goriilmektedir ki spesifik bir genetik
varyasyona sahip olmak, hastaligin ortaya ¢ikmasini veya taginmasini kesin olarak
saglamayabilir. Ciinkii ¢evresel ve / veya diger genetik faktorler de hastaliklarin
ortaya ¢ikmasinda 6nemli birer belirleyicidirler [19, 22].

Hans Winkler 1920 senesinde gen ve kromozom kelimelerini birlestirerek
“genom” kavramini ortaya atti. Genom, bir organizmadaki tiim genleri temsil eden
bir kavramdi [23]. DNA’nin kromozom ve genlerin en temel bileseni oldugu
bulgusunu ortaya ¢ikaran James Watson ve Francis Crick ismindeki iki bilim adamu,
Rosalind Franklin’in de katkilariyla 1953 yilinda DNA’nimn ¢ift sarmalli yapisini
kesfettiler. Marshall Nirenberg ise 1966 senesinde “genetik kodu kirarak” DNA’nin
protein yapimindaki rollerini tanimladi [19, 24].

Tiim bu 6nemli bulgularin 15181nda, genomik profillerin tip ve diger alanlarda
ne sekilde kullanilabilecegine odaklanan yeni ¢alismalar yapilmaya baslandi.
Ornegin 1978 yilinda bir biyoteknoloji firmas: olan Genentech, genetik miihendisligi
yontemleri ile diyabet tedavisinde kullanilmak {iizere, bakteriden insan insiilini
iiretmeyi basardi (rekombinant teknoloji kullanilarak ftretilen ilk ilag) [19, 25].
Ayrica 1983 senesinde bilim adamlar1 Huntington hastaligindan sorumlu olan geni
buldular. Boylece hastaliklar i¢in genetik test rutin olarak kullanilmaya baslandi. Sir
Alec John Jeffreys 1984 senesinde DNA profilleme ya da “parmak izi” yontemini
gelistirerek genetik bilginin babalik testlerinde ve adli vakalarda kullanimina olanak
tanidi. Bu yontemin adli olarak kullanildigt ve DNA kanitlarinin incelenmesi
sonucunda zanlinin beraat ettigi ilk dava 1986 yilinda Richard Buckland’in
sugsuzlugunun kanitlandig1 dava olarak tarihe gegti. Daha sonra diinyanin en biiyiik
gen ¢ipi tretici firmalarindan biri olacak Affymetrix’i kuracak olan Stephen Fodor
1989 senesinde ilk DNA “mikro dizisini” ve tarayicisimi iiretti. Bu bulus ileriki
yillarda yiiz binlerce genetik varyantin es zamanli olarak test edilebilmesine olanak
tanid1 ve GWAS doneminin de fitilini ateslemis oldu [19, 26].

Yakin zamanda ise iki temel arastirmanin Onciiliigiinde “post genomik” caga
giris yapilmis oldu: Human Genome Project (HGP) ve International HapMap Project.
HGP’nin amact DNA’y1 olusturan tiim kimyasal baz ¢iftlerini tanimlayarak referans
bir insan genomunu ortaya c¢ikarabilmekti. Ayrica yaklagik 25.000 adet genin
lokasyanlarimi belirleyerek insan genomunu kesfetmek hedeflenmisti. 2000 yilinda
onciil bir ¢aligma yayinlandi1 [27, 28] ve en son versiyon da 2003 yilinda sunuldu.
International HapMap Project’in amaci ise bireyler ve popiilasyonlar genelinde
genom capinda bir veri tabani yayinlayarak ortak insan sekans Oriintiilerini
kataloglayabilmekti [29, 30]. HapMap projesinin esas hedeflerinden birisi de “ortak
hastalik — ortak genetik varyasyon” hipotezine [31-34] uygun sekilde hastaliklara



neden olan genetik varyantlarin tanimlanabilmesini kolaylagtirmakti. Bu hipotez
daha sonraki arastirmalarin sonuglari ile birlikte revize edilmek durumunda kalmigtir
[33, 35-37]. Bu hipoteze gore kompleks hastaliklarin genetik nedenleri, toplumun
yaklasik %5’inde goriilmekte olan ortak allelik varyantlarla iliskilendirilmelidir. Bu
varyantlar “risk faktorleri” ya da ‘“hastalia kars1i hassaslik varyantlar1” olarak
adlandirilir. Bu anlamda Mendel prensiplerinin deterministik yaklasimindan farklidir.
Zaman igerisinde goriilen teknolojik gelisimler ve maliyet azalmalar1 sonucunda,
DNA mikro dizi teknikleri yiiz binlerce genetik varyantin aymi anda test
edilebilmesine olanak tanimistir ve bu iki dnemli projenin agtig1 yol sayesinde ilk
GWAS calismasi yapilabilmistir [38]. Bu ilk GWAS c¢alismasinin ardindan gittikce
artan saylda GWAS aragtirmas1 yapilmistir. Her ne kadar GWAS aragtirmalarina 6zel
onemli kisithliklar oldugu bilinse de, tiim bu arasgtirmalar genomik ve
kisisellestirilmis tip alaninin altyapisin1 hazirlamaktadirlar [19].

2.2. Genom Capinda iliski Arastirmalan

2.2.1. GWAS Nedir?
Insan genom sekansi1 yaklasik olarak 3 milyar niikleotid bazindan (gift sarmal

yap1 diisiiniilecek olursa 6 milyar baz) meydana gelmektedir. Her ne kadar bu dizinin
%99’undan fazlas1 bireyden bireye farklilik gostermese de, farkliliklarin ortaya
ciktig1 gorece az sayidaki bolge Onemlidir. Ciinkii bu farkliliklar g¢evresel /
davranigsal faktorlerle birlikte fenotipik degiskenlige neden olmaktadirlar. DNA
dizisindeki varyasyonlar farkli formlarda olabilir. Bu varyasyonlardan en sik
gortleni, bireylerin DNA dizininin herhangi bir noktasinda gdosterdikleri tek baz
temelli farkliliklardir. Bu farkliliklara genel olarak SNP adi verilir. SNPler ortalama
300 bazda bir bolgeye denk diisecek sekilde goriliirler [39].

Insan genomunda 10 milyondan fazla SNP oldugu diisiiniilmektedir. GWAS
caligmalar1 temel olarak yiiksek kapasiteli genotipleme (highthroughput genotyping)
teknolojilerini kullanarak genomdaki SNP varyasyonlarini arastirir ve bir hastaliga
(veya belirli bir fenotipe) sahip olan bireylerle normal bireyler arasindaki allel
frekans: farkliliklarini bulmay1 amaglar. GWAS arastirmalar 6zellikle son 10 yilda
teknolojideki gelismeler ve maliyetlerdeki azalmalar sonucunda hastaliklarin genetik
nedenlerini inceleyen arastirmalarin en 6nemli yontemlerinden birisi haline gelmistir
[40]. Hastaliklara kalitsal yatkinlik ve yakalanmanin nedenlerini inceleyen bu
caligmalarda ¢ok sayida SNP’in genotip ve allel frekanslar1 bakimindan hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel bir farklilik gosterip gostermedigi es zamanl
olarak arastirilir [41-44].

On milyonun iizerindeki bélgenin genotiplenmesinin ¢ok pahali olacagi ve
fazla zaman alacagi diisiintilebilir. Fakat genom, baglanti esitsizligi (Linkage
Disequilibrium — LD) ad1 verilen yapisal bir 6zellik gostermektedir. Bir fenotipin
genetik kaynagini aragtirabilmek icin yaklasik ka¢ tane SNP incelenmelidir sorusuna



baglant1 esitsizligi agisindan bakmak gerekir. Buna gore belirli bir kromozom
tizerinde DNA sekansinin biiyiik boliimleri yiiksek korelasyon gosterir. Bu yapisal
ozellik GWAS caligmalarinin maliyetini diisliren bir kisa yol sunar ve boylece
korelasyon gosteren bolge icindeki temsilci SNPler (“etiket” SNP) genotiplenerek
ayni bolgeye ait diger SNPler’in Ol¢lilmeyen bazlar1 tahmin edilebilir. Boylesi
korelasyon gosteren bolgelere “haplotip™ adi verilir.

Bilinen “etiket SNPler’in” oranim1 arastiran bir c¢alismada Afrika
popiilasyonunda yaklasik 10.000 — 30.000 arasi1 baz c¢iftinin Avrupa ve Asya
popiilasyonlarinda ise yaklasik 30.000 - 50.000 baz ciftinin ortak etiket SNP tagidigi
gosterilmistir [45]. Bu bulgu HapMap projesinin de {izerinde calisti§1 bir arastirma
ile daha da sekillenmistir ve proje sonucunda yaklasik 4 milyon SNP onaylanarak
kataloglanmistir [46]. Genel anlamda diinya popiilasyonlarinda var oldugu tahmin
edilen 10 milyonun iizerinde SNP’den ortak oldugu diisiiniilen 2,8 milyonu da bu
kataloglanan SNPler arasindadir.

Bu sayede diinya genelinde biyoteknoloji firmalar1 arasindaki rekabet de
artmis ve yiiksek kapasiteli genotipleme araglar tiretmek amaciyla teknolojik
gelismeler birbirini izlemistir. Su an itibartyla Avrupa popiilasyonunda yaklasik
500.000 ve Afrika popiilasyonunda da yaklagik 1 milyon adet SNP’in etiket gorevi
iistlendigi ve boylece toplam SNPler’in yaklasik %80’inin tahmin edilebilmesini
saglayacaklar1 kabul edilmektedir [47].

Bu sekilde tiim haplotipler genelinde yapilacak bir genotipleme ile 500.000
ile 1 milyon arasinda SNP incelenerek tiim genoma ait yeterli bilgi toplanmis olur.
Tiim genomdan toplanan ve sayisi genellikle 500.000’in iizerinde olan SNP verisi ile
hastaliga neden olan varyasyonlarin tespiti amaclanir.

Son yillarda genotipleme teknolojilerinin maliyeti neredeyse 2.000’de birine
kadar gerilerken sonuglarin hassasiyeti yeni iiretilen c¢ipler sayesinde binde bir
hatanin altina kadar gelisim gostermistir. Tiim bu gelismeler GWAS arastirmalarinin
yayginlagsmasini saglamistir [48].

Su ana kadar yapilan ¢ok sayida GWAS arastirmasi ile hastaliklarla iligkili
bircok polimorfizmin varligi ampirik olarak kanmitlanmistir [39, 42, 49-51]. 2005
senesinden beri sayis1 gittikce artan GWAS arastirmasinin hemen hepsinde bu
yontem kullanilmistir. Bu caligsmalara iligkin bilgilere
“http://www.genome.gov/gwastudies” web adresinden de erisilebilir [52-54].

Ilk 6rneginin yaymlandigi 2005 yilindan beri [38] GWAS calismalari ile
40’1n iizerinde Onemli hastaliga iliskin genetik yatkinlia neden olan ¢ok sayida
spesifik DNA sekanslar1 belirlenebilmistir [39]. Bu bulgularin birgogu, dnceden
diisiiniilmeyen yeni aday genlere odaklanilmasina neden olmus ve boylelikle yeni
patofizyolojik hipotezler ortaya atilabilmisti. GWAS yontemi bir¢ok agidan



uygulama avantajlar1 tasimaktadir. Artik milyonlarca insan DNA sekanslari
kataloglanabilmektedir ve ayni anda milyonlarca varyasyonun c¢abuk ve dogru bir
bicimde belirlenebilmesi miimkiin hale gelmistir.

Noropsikiyatrik bozukluklar, bilinen genetik kdkenleri nedeniyle iizerinde en
cok calisilan konularin basinda gelmektedir. Bugiine kadar basta otizm, bipolar
bozukluk, sizofreni, major depresif bozukluk ve dikkat eksikligi hiperaktivite
bozuklugu olmak iizere bir¢ok mental hastalik i¢cin ¢ok sayida GWAS arastirmasi
yuriitilmistir [48].

En temel sekliyle bir GWAS arastirmasi; kalitsal oldugu diisiiniilen fenotipi
tasidigt  dogru bir sekilde tanilanmis olgularla (hastalar), bu hastalarin
karsilastirilacagi yine net bir sekilde tanilanmis kontrol olgularini igerir. SNPler’in
frekanslar1 farkli toplumlarda farkliliklar gosterebildiginden, arastirmaya dahil edilen
olgularin hepsinin ayn1 kokenden gelmesine (Avrupa kokenli, Asya kokenli gibi)
dikkat edilmelidir. Varyasyonlarin nedenselligi homojen popiilasyonlarda daha net
goriilebilmektedir. Her bir olgunun doku veya kan Ornegi c¢ipler kullanilarak
genotiplenir. Bu asamada, toplanan verinin dikkatli bir kalite kontrol siirecinden
gecmesi gerekir. Veriler yanlis pozitifligi veya yanlis negatifligi artirabilecek
hatalardan, yanlis Glgmelere bagli beklenmeyen u¢ degerlerden temizlenmelidir.
Bireyler arasindaki akrabalik da bu yontemlerde tespit edilebilir ve bu durumda bazi
olgular arastirma dis1 tutulabilir. Bu asamada ortaya ¢ikabilecek bazi sorunlar da
istatistiksel diizeltme yoOntemleri ile ortadan kaldirilabilmektedir [55]. Bir¢ok
calismada her bir SNP, fenotipe gore test edilir ve HapMap referans dizisi
kullanilarak veri imputasyonu da yapilabilir [48, 50, 56, 57].

Sistematik taraf tutmanin oniine gegebilmek i¢in hasta ve kontrol olgularinin
iyl tamimlanmas1 ve dikkatle ayni popiilasyon iginden seg¢ilmesi gerekir. Nadir
rastlanan veya klinik seyri agir olan hastaliklar i¢in vakalarla kontrollerin benzer
yapida olmasi durumu zor saglanabilmektedir. Arastirilan fenotipe bagli olarak,
karsilagtirilacak gruplarin yas, cinsiyet gibi demografik 6zellikler agisindan benzer
olmas1 gerekebilir. Ornegin Alzheimer ile ilgili bir arastirma tasariminda kontrollerle
hastalarin yas olarak birbirine yakin olmasi 6nemlidir. Eger gen X ¢evre etkilesimi
ile ilgili bilinen etkiler varsa, bu etkiler goz iiniinde bulundurulmalidir (6rnegin
madde bagimliligin1 arastiran bir ¢alismada kontrol bireyleri daha 6nce maddeyi
kullanmisg fakat bagimli olmamis bireylerden segilebilir). GWAS arastirmasinin
istatistiksel giicli, arastirilan hastaligin yayginhigina bagli olarak da degisim
gosterebilir. Eger sik rastlanmayan bir hastalik inceleniyorsa (prevelansi %5’den az),
kontrol olgularini klinik degerlendirmeye tabi tutmadan se¢mek istatistiksel giicte az
bir kayba neden olabilir. Fakat daha sik rastlanan bir hastalik i¢in, kontrol olgular
arasinda hig hasta birey olmamasina dikkat etmek gerekir [48, 57].



2.2.2. GWAS Arastirmalarinin Kisithhiklari
GWAS, genomdan elde edilen bilgiler ile yiiriitiilen ve sik goriilen, kompleks

fenotiplerin ortaya ¢ikmasinda etkili olan SNPler’in belirlenmesinde kuvvetli bir
arastirma ¢esididir. Fakat GWAS ile tespit edilebilen hastaliga yatkinlik riski ile
(genellikle %1-10 aras1), hastaliklarin kalitsal kokenlerine iligkin tahminler arasinda
gozle goriiliir bir fark vardir. (Tablo 2.1) [58, 59]. Bazi hastaliklara yatkinligin
kalitsalligia iligkin tahminler %50’nin iizerinde olabilmektedir. Ayrica kronik,
yaglanma ile ilgili hastaliklara kiyasla ndropsikiyatrik bozukluklarin genetik
temellerini arastiran GWAS caligsmalarinda bu durum daha da belirgin olabilmektedir
[60]. Bu eksikligin belki de en dncelikli sebebi, az rastlanan varyantlarin istatistiksel
olarak incelenebilmesi i¢in ¢ok biiyiik 6rneklemlere ihtiya¢ duyuluyor olmasidir.
Etkisi kiiciik fakat onemli olan SNPler’i tespit edebilmek i¢in ¢ok fazla sayida
olguya ihtiya¢ duyabilmektedir. Ek olarak, su an itibariyla genotiplemede kullanilan
ciplerin biiyiikk kismi nadir varyasyonlar1 (frekansi %1’den daha az olan) tespit
edemeyebilmektedirler. Son olarak, gen X gen etkilesimini belirleyebilmede mevcut
yaklasimlarin dugsiik istatistiksel giicli, gen X c¢evre etkilesimini yeterli olarak
inceleyemiyor olmamiz, fenotipik heterojenlik ya da yeterince hassas ve belirgin
olmayan tanmi kriterleri ve epigenomik degisimler gibi faktorler de GWAS
sonuglarmin tatmin ediciligini azaltabilmektedir [59].

Tablo 2.1. Bazi1 Hastalik ve Fenotiplere Iliskin Tahmin Edilen Kalitsallik Yiizdeleri [19]

Hastalhk / Fenotip Kzrfl?t];:;ll:lk]i;ii;lzilnesi Arastirmalar
Obezite 77 [61, 62]
Koroner Kalp Hastalig 57 [63]
Tip II Diyabet 64 [64]
Kolorektal Kanserler 35 [65]
Prostat Kanseri 42 [65]
Meme Kanseri 27 [65]
Alzheimer 74 [66]
Uzun Omiirliiliik 25 [67, 68]
Sizofreni 81 [69]
Bipolar Bozukluk 85 [70, 71]
Unipolar Depresyon 37 [72, 73]
Anksiyete Bozukluklari 32 [74, 75]

Bu faktoérlerin ¢ogu noropsikiyatrik bozukluklarda diger bazi hastaliklara
kiyasla daha 6nemli rol oynamaktadirlar. Ayrica yine ndropsikiyatrik bozukluklar
icin “ortak hastalik — ortak genetik varyasyon” hipotezi yetersiz kalabilmektedir.
Dolayisiyla boylesi hastaliklarin genetik temellerini arastirirken bu yaklagimin yerine
gen X ¢evre etkilesimine daha fazla 6nem verebilecek arastirma yontemlerine gerek
duyuldugu disiiniilmektedir [37]. Tim bu siralanan sebepler yiiziinden mental
bozukluklar1 inceleyen GWAS arastirmalarinin klinikte etkin sekilde kullanilabilecek



genetik bilgiyi sundugunu tam olarak sOyleyemeyiz. Bu sebeple, 0Ozellikle
noropsikiyatrik bozukluklar i¢in olmak iizere, neredeyse tiim kompleks ve Non-
Mendeliyen hastaliklar i¢in genomik bilginin daha etkin olarak kullanilabilecegi yeni
biyoinformatik yaklagimlarina ihtiya¢ duyuldugu soylenebilir [19].

Yeni jenerasyon sekanslama araclarmin daha da gelisip maliyetlerinin de
azalmasi ile yakin gelecekte DNA’nin tamamiyla incelenmesi aragtirmalar agisindan
belki de bu sorunlar1 ortadan kaldirabilecektir. Bu sekilde, sadece “ctiket SNPler”
veya “aday genler” degil, tiim nadir varyasyonlar, insersiyonlar, delesyonlar, kopya
sayis1 varyasyonlar1 da tespit edilebilecektir [19]. GWAS arastirmalari, tiim genom
arastirmalaria evrilecek ve maliyetler agisindan daha ulasilabilir olacaktir Bu da
Ozellikle yaslanma ve noropiskiyatrik bozukluklar acisindan yepyeni bulgulara
ulasilmasini saglayabilir. Ornegin Halaschek- Wiener ve arkadaslarinim yiiriittiigii bir
aragtirmada 85 yas ve Usti saglikli bireylerde yaslanmayla ilgili 24 adet aday gen
tamamiyla sekanslanmig ve tespit edilen istatistiksel olarak anlamli varyasyonlarin
%41’inin mevcut genetik veri tabanlarinda kayitli olmadigi goriilmiistiir [76]. Bu
anlamda, tekniklerin gelismesi ve maliyetlerin diismesi, bilgi birikimini artiracak ve
dolayli olarak bulgularin daha kapsamli ve hassas olmasina yol acabilecektir. Yani
GWAS basta olmak iizere, bu giine kadar kullanilan biyoinformatik y&ntemleri,
siire¢ igerisinde hep evrilmek durumundadir ve bu anlamda genetik arastirmalarda
yontem her zaman i¢in dinamiktir.

Yeni teknikler ve daha fazla sekanslama bilgisi iceren veriler ile sizofreni,
bipolar bozukluk ve anoreksiya nervosa gibi hastaliklarin genetigine iliskin bilgi
birikiminin klinik kullanimda gittikge daha fazla etkinlesecegi ongoriilebilir [19].
Ayrica veri setlerinin birlestirilmesine dayanan meta analizi gibi teknikler de en az
teknolojik gelismeler kadar dnemlidir. Bu bakimdan elde edilen verilerin bilimsel
kullanima agik veri tabanlarinda tutulmasi tercih edilmektedir. Boylelikle
arastirmalarin giiciinii ve 6rneklem biiyiikliiglinii artirmak miimkiin olabilecektir [77,
78].

Ayrica gelecekteki GWAS aragtirmalarindan daha kullanigh bulgular elde
edebilmek icin Onerilebilecek bir diger etkin strateji de klasik vaka — kontrol
arastirmalarinin yani sira, fenotip bilgilerinin de dogru sekilde toplanmasidir.
Cevresel faktorler de bir diger 6nemli degisken grubudur. Gen X gen etkilesimlerini
ortaya koyabilmek i¢in a priori hipotez testleri kullanilabilir. Gen X c¢evre
etkilesimini daha net ortaya koyabilmek icin olgularin ailelerinden de etkin veri
toplamak gerekmektedir. Tiim bu Onerilebilecek stratejiler, maliyet azalmalari, teknik
alanda kaydedilen gelismeler ve arasgtirma yontemlerinin optimize edilmesi ile
birlikte, kompleks fenotiplerin genetigine iliskin daha tatmin edici sonuglara
ulasilacagini 6ngorebiliriz [19].
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Bu yontemin kullanildig1 ¢aligmalar ile hastaliklarin ve bazi kompleks
fenotipik ozelliklerin kalitsal nedenlerine iliskin ¢ok dnemli bulgulara erisilmis de
olsa, GWAS arastirmalarinin bazi 6énemli uygulama kisithliklar1 da vardir [79].
Bunlarin en basinda yontemin SNPler’in / genom bdlgelerinin tek baslarina
gosterdigi etkiyi bulmaya odaklanmasi gelmektedir. Oysa kompleks fenotipik
ozellikler bircok SNP’in / genin etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir [43, 54,
80]. Bu etkilesime diger genetik ve ¢evresel faktorler de katkida bulunur [81].

Ote yandan test edilen SNP sayis1 fazla oldugundan ¢oklu testler icin yapilan
istatistiksel ~ diizeltmeler sonucunda az sayida SNP anlamlilik diizeyini
saglayabilmektedir [43, 82]. Bir SNP’in genom ¢apinda anlamli bulunabilmesi icin
genellikle ¢ok diisik p degerlerinde (p<10® ya da p<10® gibi) 6nemliligi
ispatlanmak durumunda kalinmaktadir [83]. Bu sorunu giderecek optimal bir p
degerinin tespiti de zordur [84]. Anlamlilik diizeyinin diisiik tutulmasi, Snemli
bulunan SNP sayisint  kisitlayip  biyolojik aglarda rol oynayan belirli
polimorfizmlerin dikkate alinmamasina neden olur [85]. Yiiksek tutulacak p degeri
ise ¢cok sayida SNP’in 6nemli bulunmasina yol agacaktir ve bu durumda da yanlis
pozitiflik artar [84]. Ozetle, GWAS yaklasiminda etkisi anlamli bulunmayan fakat
biyolojik aglarda etkilesimler sayesinde 6nemli rol oynayan SNPler goz ardi edilmis
olur [41, 80, 81]. Istatistiksel olarak “giiriiltii” kabul edilen bu SNPler’e iliskin
bilgilerin de degerlendirilebilecegi yeni analiz yaklagimlarina ihtiya¢ oldugu
savunulmaktadir [43, 49, 81, 86].

Her ne kadar GWAS yoluyla etkisi tespit edilen aday genlerden bir¢ogu
hastaliklarin patofizyolojisini anlayabilmede ©nemli protein yolaklarinin kesfine
olanak tanimis da olsa [50, 51, 80, 87-93], SNPler’'in GWAS ile bulunan bireysel
etkileri gorece disiliktiir (odds oran1 ~= 1,2 - 1,4) [43, 54, 80, 83, 94]. Yani
istatistiksel ~ anlamlilik  fenotipik  varyasyonlarin  kiigiik  bir  kismini
aciklayabilmektedir [54]. Bununla birlikte, bir GWAS sonucunda ¢ok sayida SNP
hastalikla iligkili bulunabilir. Fakat bu polimorfizmlerden hangilerinin etkisinin
nedensel oldugu, hangilerinin ise veriden kaynaklanan yaniltict bulgu oldugunu
bilmek zordur [54]. Ote yandan nedensel etkileri olan SNPler ile kuvvetli LD
gosteren SNPler de GWAS sonucunda 6nemli bulunabilir. Bu SNPler’i de tespit
etmek zordur.

GWAS calismalar1 ile onemliligi tespit edilen SNPler’in baska benzer
calismalarda replike edilmesi de genellikle miimkiin olmamaktadir. Bunun nedeni;
SNPler’in bireysel etkilerinin diisiik olmasi, kompleks fenotipik 06zelliklerin
genetigindeki heterojenlik ve GWASIar’da genom capinda anlamlilik i¢in kabul
edilen p degeri siirinin ¢ok diisiik olmasidir [80, 84, 95, 96]. Bulgularin replike
edilememesi, o bulguya iliskin kanitin giiciinii azaltir.
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GWAS c¢aligmalarinin bu anlatilan sebepler yiiziinden gelecekte {i¢ temel
basamaga dayal1 olarak evrimlesecegi ongoriilebilir: SNP, gen ve yolak temelli iligki
analizleri [80].

2.3.  Cok Degiskenli Uzaklik Matrisi Regresyonu

MDMR yontemi, ilk olarak McArdle ve Anderson tarafindan ekoloji
alanindaki ¢aligmalardaki karmasik veri yapisina uygulanmakta olan ¢ok degiskenli
analiz yontemlerini (MANOVA, MANCOVA, kismi ya da ¢oklu regresyon gibi)
daha da gelistirebilmek amaciyla temelleri atilan bir yontemdir [97]. Daha sonra
Zapala ve Schork, bu yontemi genetik alanina adapte ederek kullanimini test
etmiglerdir [14]. Yontem su ana kadar 6zellikle gen ekspresyonu temelli arastirmalar
olmak {izere birgok genomik arastirmada kullanilmistir [15-18, 98]. Ayrica bir
gorsellestirme araci olarak da uygulanabilmektedir [99, 100].

Yontem, bireyler arasinda degiskenlere dayali benzerlikleri veya uzakliklar
belirleyerek bir benzerlik / uzaklik matrisi olusturma temeline dayanir. Olusturulan
bu matris, regresyon analizinde bagimli degisken matrisi olarak kullanilir. Temel
olarak, olusturulmus olan benzerlik / uzaklik matrisindeki varyasyon ile bagimsiz
degiskenler arasindaki iligki incelenir. Bu yontemde bagimli degisken matrisini
olusturmada kullanilacak olan degiskenler ve bagimsiz degiskenlerin ne olacagi
se¢imi, yontemin uygulanabilecegi alanlarin gesitlilik gostermesini saglar. Ornegin
yontem, Olgiilen klinik degiskenleri bakimindan bireylerin arasindaki matematiksel
uzakliklar bir matrise doniistiiriilerek bu matristeki varyasyonun gen ekspresyonu
degisiklikleri ile agiklanmasi i¢in kullanilabilir. Yontem, aga¢ temelli gésterimler ve
1s1 haritalar1 gibi gorsellestirme yaklasimlarima uygundur. Matris igindeki olasi
Oriintlilerin test edildigi hipotezler ile kiimeleme analizlerinin kisithiliklarindan
kacimilmakta ve bagimsiz degisken sayisinin olgu sayisindan ¢ok daha fazla oldugu
genetik calismalar i¢in istatistiksel giicii fazla olan bir ¢ozliimleme yOntemi
sunmaktadir [14, 97, 98].

Yakin zamanda gerceklestirilen genomik arastirmalarinin birgogu, kompleks
hastaliklarin ve fenotiplerin genomun tek bir bolgesindeki spesifik bir mutasyona
bagli olmadigini, boylesi fenotiplerin ortaya c¢ikmasinda etkilesimlerin onemli
olabilecegini gostermektedir. Bdoylesi kompleks fenotiplerde, tek basina etkisi
istatistiksel olarak diisiik olan, poplilasyon bazinda nadir goriilen fakat bireyin
tagiyabilecegi baska benzer degisimlerle birlikte toplamsal etkisi 6nemli olabilecek
cok sayidaki genetik varyasyonun birlikte goriilmesinin 6nemli olabilecegi
yoniindeki hipotezler agirlik kazanmaktadir [19, 37]. Organizmalarin tagimakta
olduklar1 genetik materyalin yani sira, ¢evre ile etkilesimin de belirleyici oldugu
goriilmektedir. Bu agidan epigenomik alan1 o6zellikle kompleks fenotiplerin
nedenselligini anlamada giin gegtik¢e deger kazanmaktadir [59, 101].
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Olusturulmus benzerlik / uzaklik matrisini agiklamak i¢in uygulanabilecek bir
modelde kullanilabilecek bagimsiz degiskenler SNPler’e ait genotip verileri de
olabilir. Hastalardan toplanacak olan klinik anlamda degerli fenotip verisi ile uzaklik
matrisleri olusturulabilir. Boylece hastalar arasinda goriilen fenotip varyasyonlarina
bagli benzerlik veya farkliliklarin SNP temelli kokenleri arastirilacak ve gen ve
kromozom bazinda genetik nedenler incelenebilecektir.

Uzaklik matrisleri bir¢ok istatistiksel analiz yonteminde kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, uzaklik matrisinin olusturulmasi i¢in bir¢ok farkli yontem
uygulanabilmektedir. Bu yontemler, olgular arasindaki benzerlik veya farkliliklara
odaklanabilir. Benzerlikler i¢in en sik kullanilan uzaklik matrisi olusturma yaklagimi
korelasyon matrisleridir. Farkliliklar igin ise siklikla Oklit uzaklik matrisi
kullanilmaktadir.

Uzaklik matrisi olusturma yontemlerinden baslicalar1 sdyle siralanabilir:

e Bray-Curtis farkliliklar matrisi
e Bray-Curtis karekok yontemi
e  Oklit uzaklig1

e Orloci Chord uzakligi

e Ki kare uzakligi

e Hellinger uzaklig1

e Gower farklilik matrisi

e (Canberra uzakligi

¢ Binomial tabanl uzaklik

e Kulczynski farkliliklar matrisi
e McArdle-Gower farkliliklar matrisi
e Manhattan uzaklig

e Jaccard farkliliklar matrisi
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e Minkowski uzaklig

e Chebyshev uzakligi

e (Cavalli-Sforza ve Edwards uzaklig
e  Wright uzaklik olgiitleri

e Latter uzaklig

e Reynolds uzaklig

e Nei’nin standart genetik uzakligi

e Nei minimum uzaklik ol¢iiti

Onceki ¢aligmalarda MDMR ¢dziimlemeleri icin farkli uzaklik 6lgiitlerinin
farkli varyasyonlar ortaya cikardigir goriilmiistiir. Fakat uzaklik Ol¢iitii seciminin
bagimsiz degiskenlerin matristeki varyasyonu agiklamada istatistiksel olarak énemli
bir farka neden olmadigini gosteren arastirmalar yayinlanmistir. Ayrica yine onceki
caligmalarda istatistiksel giic ac¢isindan da uzaklik matrisi OSlgiitlerinin  6nemli
farkliliklara neden olmadig gosterilmistir [14, 102, 103]. Yine de matrisin
olusturulmasinda verilerin 6zellikleri ve alternatif yontemlerin performanslari
dikkate alinmalidir [104].

2.4. Bipolar Davranms Bozuklugu ve Genetigine iliskin Arastirmalar

Bipolar bozukluk veya iki u¢lu duygu-durum bozuklugu, eskiden manik
depresyon, manik atak veya manik depresif bozukluk olarak bilinen hastaliktir.
Kisinin depresif egilimlerin yogun yasandig1r donemlerle, taskinlik, coskunluk olarak
tanimlanabilecek mani doénemleri yasadigi duygu-durum bozukluklari sinifini
tanimlayan tanisal kategoridir. Bipolar bozukluk, kisinin yasam kalitesini etkileyen
ve siklikla da hayati tehlike arz edebilen bir hastaliktir. Bozukluk, énemli morbidite
ve mortaliteye neden olup (intihar girisimleri basta olmak iizere) toplumsal ve
mesleki islevleri etkileyerek bosanma, issizlik, yasam kalitesinde azalma gibi
olumsuz sonuglara neden olabilmektedir [105]. DSM-IV (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders — V) adli tan1 ve istatistik kriteri ile teshis konur [105,
106].

Bipolar davramis bozuklugu, yiiksek derecede kalitimsal temeli olan
psikiyatrik bir hastaliktir. 20. ylizyilin baslarindan itibaren yiiriitiilen arastirmalar ve
ikizlerle gergeklestirilen bilimsel ¢alismalar gostermistir ki basta bipolar bozukluk
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olmak {izere birgok mental rahatsizlik aile diizeyinde belirgindir ve kalitsal bir temele
sahiptirler [107, 108]. Bipolar bozukluk tanist almis kisilerin %80-90"inda ailede
bipolar veya major depresyon Oykiisii vardir [109]. Bipolar bozuklugun genel
popiilasyonda goriilme sikligi cesitli calismalarda %1 ile %2 civarinda rapor
edilmektedir [5, 109]. Ortalama baglama yas1 21'dir. Erkek ve kadinlarda goriilme
sikligi benzerdir. ABD’de 18 yas ve istiindeki yaklasik 5,7 milyon birey
(poptilasyonun %2,6°s1) hastaliktan etkilenmektedir [106, 110, 111]. Ayrica birinci
dereceden bipolar bozukluk hastasi akrabasi olan bipolar tanisi almis bireylerde
morbidite riskinin %10-20 aras1 oldugu gosterilmistir [112].

En kayda degerleri bipolar I ve bipolar II bozukluk olmak {iizere, birkag
bipolar bozukluk tipi tanimlanmistir. Genellikle rahatsizlik depresyon, mani (bipolar
I) veya hipomani (bipolar II) veya karma depresyon ve mani ataklartyla
karakterizedir. Ataklarin siklig1 hastadan hastaya degismekle birlikte, bazi hastalar
sik sik ataklar gecirebilmektedirler (hizli dongiisellik) [113].

Bipolar bozukluk tanisi almis bireylerde mani ataklarindan ¢ok depresyon
gozlenmektedir. Bu nedenle unipolar depresyon ile kanstirilarak yanlis
tanilanabilmektedir. Bu hatali tani, semptomlar1 kontrol altina almada yetersizlige
neden olmakla birlikte, ayn1 zamanda hastalig1 kdtiilestirebilen antidepresan tedavisi
kullanimina da yol acabilmektedir [113].

Hastaligin DSM-IV kriterlerine gdre ana bilesenleri manik depresif ataklar,
manik ataklar hipomanik ataklar ve karma ataklardir.

Major depresif ataklar 2 hafta boyunca depresif duygu-durum, ilgisizlik veya
hicbir seyden zevk almama seklinde tanimlanmaktadir. Tabloya istah ve beden
agirhiginda degisiklik, uyku bozukluklari, psikomotor ajitasyon veya psikomotor
gelisme geriligi, bitkinlik veya enerji kaybi, sucluluk, konsantrasyonda azalma,
yinelenen Oliim veya intihar saplantisi gibi semptomlar eslik etmektedir. Major
depresif atak 2 aydan uzun siirebilir. Bu durumdaki hastalar, belirgin islevsel
bozukluklar, kendini degersiz hissetme saplantisi, intihar diislincesi, psikotik
semptomlar veya psikomotor gerileme gosterebilirler. Yine de bipolar olgularda
goriilen bu durum, unipolar depresyonda benzerleri goriilen hastalik seyrinden iyi
ayirt edilmelidir [113].

Manik ataklar 1 haftadan uzun siiren (veya hastaneye yatis gerektirecek
seviyeden daha kisa siireli) belirgin, normal dis1, siirekli keyifli, tagkin veya huzursuz
mizacl, Ustlinliik duygusu, uykusuzluk, kisik konusma, karmagik diisiinceler,
ilgisizlik, ajitasyon, aci sonuclara yol agabilen hedeflere yonelik davranislarda artis
(c1lginca para harcamak, uygunsuz cinsel yasam gibi) seklinde tanimlanmaktadir.
Hipomanik ataklar agir derecede olmayip sosyal veya mesleksel islevsellikte
bozulma ve psikotik Ozellikler gostermemekte ve  hastaneye  yatisi
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gerektirmemektedirler. Karma ataklar en az 1 hafta sliren ve hemen hemen her giin
hem manik hem de depresif semptomlarin varligiyla tanimlanmaktadir [113].

Bipolar I bozukluk, her zaman olmasa bile, genellikle major depresif
semptomlarin eslik ettigi bir veya birden fazla sayida manik veya karma atakla
karakterizedir. Hastalar psikotik semptomlar da gdsterebilirler. Bipolar II bozukluk
en azindan bir hipomanik atakla (manik ve karma ataklar disinda) karakterizedir.
Bipolar bozukluk ile major depresif bozukluk arasindaki ana farklilik, mani veya
hipomaninin varlig1 veya yoklugudur. Iki bozuklugun tedavi yaklasimlari belirgin
derecede farkli oldugundan, bu ayrim énemlidir [113].

Eslik eden psikiyatrik rahatsizliklar bipolar bozuklugu daha karmasik hale
getirebilir ve klinik yaklasimi zorlastirabilir. Bu rahatsizliklar arasinda kisilik
bozukluklari, alkol ve madde bagmmliligi veya kotiiye kullanimi anksiyete
bozukluklar1 da yer alabilir. Bir arastirmada, bipolar bozuklugu olan 60 hastanin 23’1
(%38) en biiylik olasilikla 6zseverlik, sinirda, anti sosyal kisilik, obsesif-kompiilsif
bozukluk veya kaginma davranisi olmak iizere en azindan bir kisilik bozuklugu i¢in
tanisal kriterleri yerine getirmislerdir [114]. Bu bozukluklar veya kisilik
ozelliklerinin varligi, bipolar bozuklugu olan hastalarin baslangi¢ durumlaria dontip
donmediklerini belirlemekte hekimleri zorlayabilmektedir. Semptomlar1 tedavi
edilemeyecek kadar karmagsik veya siddetli olabilir. Bipolar ve kisilik bozukluklari
olan kisilerde intihar riski, yalniz bipolar bozuklugu olanlara gore daha yiiksektir
[113].

Bipolar bozuklugu olan erigkin ve ¢ocuklarda birgok benzer semptom
saptanmasina ragmen, bu yas gruplarina 6zel semptomlarda birka¢ ana farklilik
saptanabilir. Ornegin ¢ocuklarda huzursuzluk, iistiinliik kompleksi veya cosku daha
sik goriilmektedir [115].

Bipolar bozuklugu olan kisilerde alkol ve madde kotiiye kullanimi veya
bagimlilig: riski artmis olup, bipolar I bozuklugu olanlarda riskin %61 kadar daha
yiiksek oldugu tahmin edilmektedir [116]. Hastalar alkol veya madde kullaniminin
tetikledigi depresyonlar veya maniye benzer klinik rahatsizliklar gosterebilirse de,
daha yakindan incelemede bu kisilerin gercekte bipolar bozuklugu olmadig
anlagilabilir [117]. Gergekten bipolar bozuklugu olan hastalarda yalnizca bir duygu-
durum bozuklugu sirasinda veya ataklar sirasinda alkol veya madde kétiiye kullanimi
saptanabilir. Ayrica bir arastirmada da hastaneye yatan ve ¢ogu bipolar I bozuklugu
olan hastalarin %24’iine anksiyete bozukluklar1 eslik etmistir [118].

Yapilan bir diger arastirmada ise ilk kez hastaneye yattiktan sonra 4 yil
hastanede kalmis manik veya karma epizotlu 166 eriskin hastanin %98’inde 2 yilda
ve bunlarin da yarisinda 54. haftada sendromal iyilesme saglanmistir. Hastalarin
%72’sinde ise semptomatik (degerlendirme Olcekleriyle dlciilen semptomlar belirgin
derecede hafiflemistir) diizelme goriilmiistiir (mesleksel ve genel durumda hastalik
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Oncesi iyilesme haline geri doniis). Sendromal diizelme saglandiktan sonra hastalarin
%40’1 yeni bir mani veya depresyon atagi gecirmis veya herhangi bir diizelme
olmaksizin hastaligin fazlar1 degisip durmustur [119].

Judd ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir arastirmadaysa bipolar I
bozuklugun kronik bir seyir izleyebildigi, ortalama 13 yillik izlemde hastalarin
%47’sinin semptomatik oldugu gosterilmistir. Manik-hipomanik semptomlar (%9)
veya dongiisel ya da karma semptomlara (%6) gore depresif semptomlar (gbzlenen
haftalarin %32’sinde) daha sik goriilmiistiir [120]. Ileriye déniik ortalama 13 yillik
izlem siiresince takip siiresinin %54’iine varan zaman diliminde bipolar II bozuklugu
olanlarda benzer kaliplar gozlenmistir. Bu calismada da hipomanik (%1), dongiisel
veya karma (%2) semptomlardan ¢ok (gézlem yapilan haftalarin %50’sinde) depresif
semptomlar goriilmistiir [121].

Cocuklarda bipolar bozuklugun dogal seyri biraz farklidir. Eriskinlerde 3., 6.
aylarda, 1. ve 2. yillarda sirasiyla %77, 86, 92 ve 98 gibi yiiksek oranlarda sendromal
diizelme goriilirken [119], ergenlik oOncesi veya erken eriskin donemde mani
gecirenlerde bu oranlar ¢ok daha diisiik diizeylerde bulunmustur [122]. Toplam 86
hastay1 inceleyen bir caligmada (baslangigta yas ortalamasi 7 yil), sendromal
diizelme oranlar1 6. aylar ve 2. yillarda sirasiyla ancak %14 ve %65 diizeylerinde
bulunmustur [122].

Bipolar bozukluk ile ilgili onlarca yil siiren ¢alisma ve gozlemler sonucunda
elde edilen tiim bu bilgiler, genetik alanindaki ilerlemelerle birlikte ortaya ¢ikan yeni
arastirma yaklagimlarinin temelini olusturmustur. Bu siirecte hastaligin tani kriterleri
bircok kez yenilenmis ve toplumlarin etnik kdkenlerine iligkin 6zellikleri siirekli bir
degisim gostermistir. Biyoinformatik yontemlerinin yaygin olarak kullanildigi
genomik caligmalar Oncesinde genetik epidemiyoloji yoOntemlerini temel alan
yaklasimlar yoluyla kalitsal temelleri olabilecek bazi fenotiplerin varligr (hastaliklar
veya Ozellikler) tespit edilmeye calisilmaktaydi. Ozetleyecek olursak, ikiz
caligmalari, aile agaci ¢aligmalar1 ve popiilasyon temelli arastirmalar ile herhangi bir
hastaligin kalitsal kokenleri olup olmadigr tespit edilebiliyordu. En ¢ok aktarilan
fenotipler inceleniyor ve genetik ve ¢evresel faktorler arasindaki etkilesimlerle ilgili
hipotezler {iretilebiliyordu. Bugilin major psikiyatrik bozukluklar i¢in hala
kullanilmakta olan tan1 kriterleri de temel olarak benzer ikiz ve aile arastirmalarina
dayanmaktadir [48].

Genetik arastirmalarin yogunlagmaya basladig: ilk yillarda bipolar bozukluk
ile ilgili yapilan aragtirmalarda da diger tiim hastaliklarda oldugu gibi cesitli
kisitliliklar gbéze carpmaktadir [123]. Bu kisithliklarin basinda yetersiz 6rneklem
biiyiikliikleri, standart aragtirma yontemlerinin gelistirilememis olmasi ve genetik
haritalama ile iliskin bilgilerin heniiz tam sekillenememis olmasi gelmekteydi [109].
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Bununla birlikte, teknoloji alaninda kaydedilen gelismeler, maliyetlerin hizla
diismesi, ¢ok merkezli caligmalarin sayisindaki artiglar ve uygulanmaya bagslanan
yeni analiz yontemlerinin ortaya ¢ikisi ile bu sorunlarin iistesinden gelinebilecegi
ortaya ¢ikti. Bu gelismelerle birlikte 6zellikle 2005 yilindan itibaren kompleks
hastaliklarin genetik kokenlerine iliskin daha standart arastirmalar yapilmaya
baslandi. O tarihlerde Ozellikle “ortak hastalik — ortak genetik varyasyon”
yaklasimindan hareketle birgok arastirmaci kompleks hastaliklara veya fenotiplere
sahip benzer bireylerde genetik olarak belirgin benzerlikler gdsteren varyasyonlarin
goriilmesi gerektigini varsaymaktaydilar [32-34, 124]. Boylece en sonunda biiyiik
Olgcekli aragtirmalar yapilarak kompleks fenotiplerin genetik nedenini agiklayan
genlerin bulunacagi ya da en azindan sistematik molekiiler arastirmalar i¢in belirgin
baslangi¢ noktalarinin  tanimlanabilecegi  Ongoriililyordu. Bipolar bozukluk
genetigine odaklanan aragtirmalarin da ortak amaci buydu [123].

Bununla birlikte, o tarihten sonra sayist giderek artan arastirmalar sonucunda
bu beklentilerin tam anlami ile karsilanmadigi ortaya cikti. Cok genis Olgekli
arastirmalar veya bir¢ok arastirmaya ait bulgular1 birlestirmeyi amaglayan meta
analizi uygulamalar1 sonucunda, bulgularin 6ngoriildiigii gibi birden ¢ok ¢alismada
kuvvetli bir bicimde replike edilemedigi goriildi. Her ne kadar bazi genom
bolgelerinin, genlerin veya SNPler’in birden ¢ok arastirmada kompleks fenotiplerle
iligskilendirilebilmesi miimkiin olsa da, umuldugu gibi net ve tekrarlanabilir bulgular
ortaya ¢ikmamistir [33, 48, 109].

Boylece bircok farkli calisma sonucunda farkli aday gen ve SNPler rapor
edilmeye baglandi. 21. ylizyilin baslarina kadar genel hakim goriis olan “ortak
hastalik — ortak genetik varyasyon” fikri de revize edilmek durumunda kaldi. Artik
kompleks hastaliklarin genetigine iliskin daha baskin yaklagim “ortak hastalik — ¢cok
sayida, nadir goriilen varyasyon” hipotezi ile ifade edilmektedir [33, 35, 36]. Yani
kompleks fenotiplerin bireysel etkileri kiigiik fakat toplamsal olarak istatistiksel
anlamlilik gosterebilecek ¢ok sayida genetik varyasyona bagh olarak ortaya ¢iktigi
fikri agirhik kazandi [125]. Ozellikle de psikiyatrik bozukluklara iliskin elde ettigimiz
bilgiler gostermektedir ki her biri gorece az risk etkisi olan ¢ok sayida genetik
varyasyonun c¢evresel faktorlerle etkilesimi, kalitsalligin en temel belirleyicisi
olmaktadir [48].

Bununla birlikte, bipolar bozuklugun genetik heterojenligi diistiniilecek olursa
yiriitiilen iligki aragtirmalarinin mevcut bulgular1 ve ileride belki de daha biiyilik
orneklemlerle gerceklestirilecek arastirmalarin  sonuglart hala biiyiik 6nem
tasimaktadir. Tiim bu bulgulan toparlamak ve o6zellikle de hastalarin ailelerinden
daha titiz bir sekilde fenotip verisi elde ederek bu veriler ile genetik bilgileri
iliskilendirmeye ¢alismak bipolar bozukluk arastirmalarinin temel amaglarindan biri
olmaya devam etmektedir [109, 126]. Ayrica bugiin ylriitiilmekte olan molekiiler
temelli genetik arastirmalarda da karsilastirma gruplarimi  uygun sekilde
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belirleyebilmemiz icin hala kaliteli epidemiyolojik verilere ihtiya¢ duyulmaktadir
[48].

Her ne kadar yukarida bahsedilen zorluklar nedeniyle, bipolar bozukluga
neden olan kalitsal faktorler yapilan her arastirmada benzer istatistiksel anlamlilikla
replike edilememis de olsa, konu ile ilgili bircok GWAS arastirmasinda yatkinliga
neden olan aday gen ve SNPler’in varlig1 deneysel olarak kanitlanmistir [6, 9, 127-
130].

Su ana kadar bipolar bozukluk hastalari ile yiiriitiilen GWAS arastirmalarinda
baz1 aday genlerin varlifindan s6z edilebilmektedir [5-10, 50]. Bu genlerden
baslicalari DGKH, CACNAI1C ve ANK3 genleri olup c¢esitli arastirmalarda bu
genlerin genom capinda anlamli olduklar1 tekrarli bicimde gosterilebilmistir [5-12].
DGKH geni kromozom 13q14’{in bipolar iligki bolgesinde yer alir ve diagil gliserol
kinaz eta proteininin iiretimini kodlamakla gorevlidir. Bu protein lityuma duyarh
fosfatidil inositol yolaginda anahtar gorev iistlenmektedir. CACNA1C geni voltaja
bagiml kalsiyum kanalinin bir alfa-1 alt iinitesini kodlamakla sorumludur. ANK3
geni ise ankrin-G’yi kodlar. Bu biiylik protein, noral-spesifik izoformlar1 aksonal
baslangi¢ segmentinde ve Ranvier nodlarinda yer alir ve iyon kanallari ile hiicre
adezyon molekiillerinin devamliligini saglar [109]

Bipolar bozukluk ile ilgili su ana kadar yiritilmis olan GWAS
aragtirmalarinin ortaya ¢ikardigi bazi1 6nemli bulgular soyle siralanabilir [109]:

e Bipolar bozukluk, poligenik bir hastaliktir. Yani her bir lokusun
hastalik riskine katkis1 gorece diisiiktlir. Hasta bireylerde risk allelleri
kontrollere kiyasla anlamli miktarda fazladir. Dolayisiyla hastalik
riski, tasinmakta olan risk allellerinin miktarina bagli olarak artig
gosterebilmektedir.

e GWAS ile bulunacak en agiklayici bulgularin 6nceden iizerinde ¢okca
calisilmis olan genlerden birisi olmasi sart degildir. Ciinkii bu siipheli
genler genellikle ya sinirsel iletim ile ilgili hipotetik nedensellige ya
da iligki caligmalarinin bulgularina gore belirlenmislerdir ve yeni
arastirma bulgular1 bakimindan kesin baglayiciliklar1 yoktur.

e Genellikle GWAS arastirmalarinda uygulanan bir yontem olan “belirli
sayidaki en anlamli bulguyu degerlendirme” stratejisi bircok
kompleks hastalikta oldugu gibi bipolar bozuklukta da yeterli
olmayabilir. Yani bir GWAS arastirmasinda kabul edilen istatistiksel
anlamlilik siir risk genlerinin ve polimorfizmlerin belirlenmesinde
bazen negatif etki gosterebilmektedir. Yapilan meta analizi
aragtirmalart gostermektedir ki, tek baslarina degerlendirilen GWAS
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arastirmalarinda yliksek diizeyde anlamli olmayan lokuslar, birden
cok caligma ortak degerlendirildiginde Onemli bir bulguya
doniisebilmektedir. Dolayisiyla benzer ¢aligmalarin tiimii gozetilerek
diistintilecek istatistiksel anlamlilik diizeyi belki de kompleks genetik
ozelliklerin anlagilmasi i¢in daha degerli olabilir [131].

e Bipolar bozukluk gibi kompleks hastaliklarda allelik heterojenite
onemli bir faktor olabilir. Allelik heterojenite; herhangi bir fenotipe
bir gen iizerindeki farkli allellerin neden olabilecegidir. Bu kavram,
kistik fibrozis [132] ve BRCA1/2 ile iligkili meme kanseri [133] gibi
monogenik hastaliklarda net sekilde gozlenebilmektedir. Ozellikle
ANK3 geni ve bipolar bozukluk iliskisi diisiiniildiiglinde, c¢esitli
sayida allelin ve haplotipin bagimsiz risk faktorleri olabildigi
gozlenmistir [5, 12].

e Diger tiim kompleks fenotipte de goriildiigii gibi, bipolar bozukluk ile
ilgili GWASIar sonucunda belirlenebilen varyasyonlarin da genetik
degiskenlik acisindan sadece kiiciik yiizdelerle etki gosterdikleri netlik
kazanmigtir. Bu kavrama “eksik genetik aktarilabilirlik” adi
verilmektedir [134]. Ayrica epigenetik kavraminin da bu noktada
onem kazandigi goriilmektedir [101].

Postmortem beyin drneklerinden alinan dokularla gergeklestirilen mikrodizi
analizleri temelli arastirmalar da bulunmaktadir. Her ne kadar bazi SNP ve genler
birden c¢ok caligmada replike edilebilse de, bipolar davranis bozukluguna iliskin
genetik risk faktorleri hala tam olarak ortaya konulamadigi sdylenebilir [106, 135,
136]. Bunun nedeni bu ndropsikiatrik hastaligin poligenik yapisi, fenotipik
kompleksitesi ve heterojenligi olabilir [106]. Fakat GWAS ile gen ekspresyonu
verilerinin entegre edilebilecegi ve yeni nesil sekanslama teknolojilerinin de
kullanilacag1 caligmalarla bu konudaki bilgi birikiminin artacagi ongdriilmektedir
[106].
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GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Veri Seti

Arastirmada kullanilan veri seti, doktora tez c¢alismasi dahilinde isbirligi
yiriitilen akademik kurumlarin destegi ve ortak c¢alisma girisimleri sonucunda
mevcut aragtirmay1r desteklemek amaciyla saglanmigtir. Veri seti ABD’de
olusturulmus ve cesitli bilimsel aragtirma projeleri ig¢in belirli akademik izinler
dahilinde arastirmacilarin kullanimina sunulmaktadir. Su an itibar1 ile bahsedilen
akademik izin siire¢leri de yerine getirilerek veri {izerinde yeni yOntem
uygulamalarina destek verilmektedir.

ABD’de saglik alanindaki bilimsel arastirmalar1 destekleyen ve organize eden
en biiyiik kurum olan National Institute of Health (NIH) bilinyesinde kurulmus olan
The National Center for Biotechnology (NCBI) tarafindan ¢evrimi¢i sunulan biiyiik
veri tabanlarindan birisi olan dbGAP (The database of Genotypes and Phenotypes)
biinyesinde ¢alismamiza sunulan veriye erisim miimkiindiir [78].

Veri setinin ¢aligmada kullanilan rafine edilmis haline iligskin hasta ve kontrol
secim yoOntemleri, klinik degerlendirme, genotipleme ve kalite kontrolii gibi
basamaklar1 asagida Ozetlenmistir. Bu yoOntemler Smith ve arkadaslarinin
calismasinda detaylandirilmistir [5].

3.1.1. Bipolar Bozukluk Hastalar1

Bu hastalar ABD’de uzun siiredir genetik calismalara destek veren National
Human Genome Research Institute biinyesinde kurulmus olan The Genetic
Association Information Network (GAIN) calisma grubunun kollarindan birisi olan
Bipolar Konsorsiyumu’nun 1991 senesinden beri Amerika’da yiiriittiigii ¢alisma
sonucunda belirlenmis hastalardir [78]. Hasta bireylerin toplanmasi toplam 5
basamakta gerceklesmistir. Ilk dort basamakta baglant1 (linkage) ¢alismalari igin
toplanan aileler vardir. Besinci basamakta ise genis Olgekli iliski ¢alismalar igin
toplanmis olan ve dnceki toplanan bireyler ile akrabaliklar1 olmayan hastalar vardir.

Bu basamaklardan 1-4 arasindakiler bipolar aileler veri setini olusturmaktadir
ve toplam 646 soyagacindan (pedigree) 2.936 adet birey toplanmistir. Bu bireylerin
ortak ozelligi, kendilerinin Bipolar I (BPI) tanis1 almig olmalar1 ve ek olarak da
soyagaclarinda en az bir adet birinci dereceden BPI ya da bipolar tip sizoaffektif
bozukluk (SABP) tanis1 almis yakinlarinin bulunmasidir. Bizim ¢alismamiz i¢in bu
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olgular arasindan belirli 06zelliklere sahip bir alt grup belirlenmistir. Bu
soyagaclarindan olusan grup igerisinden Diagnostic DSM-IV kriterlerine uygun ve
birbiri ile iliskili olmayan BPI tanist almis bireyler secilmistir. Bu se¢im sonucunda
1. ve 2. Basamaga ait toplam 175 adet akraba olmayan bireye erigilmistir. 3. ve 4.
Basamaktan ise 396 birey secilmistir. Aragtirmanin son basamagindan ise toplam 430
vaka calismamiza dahil edilmistir. Bu sayede toplamda 1.001 adet hastaya
ulasilmigtir. Bu hastalarin ortak 6zelligi birbirleri ile akrabalik iligkilerinin olmamasi
ve Avrupa kokenli Amerikalilar olmalaridir. Kisilerin Avrupa kokenli Amerikali
olup olmadiklarina bakilirken kendi ifadelerine ve hem anne hem de baba tarafindaki
dort biliylikanne ve biiylikbabalarinin hepsinin birden Avrupa kokenli Amerikali
olmalarina bakilmistir. Toplam 1.001 vakanin 951’1 BPI tanist almiglarken geriye
kalan 50’si ise SABP tanis1 almislardir.

3.1.2. Kontroller

Kontrol bireyleri Dr. Pablo Gejman Onciiliiglinde ve Knowledge Networks
Inc. kurumunun The National Institute of Mental Health (NIMH) tarafindan
desteklenen calismasi sonucunda toplanan bireyler arasindan secilmislerdir. Bu
calismada Amerika Birlesik Devletleri genelinde toplam 4.586 adet goniillii birey bir
tibbi anket amaciyla kan ornekleri vermeyi kabul etmislerdir. Bu bireyler arasindan
psikiyatrik anket boliimiinii tamamiyla dolduran ve psikoz veya bipolar bozukluk
Oykiisii yasamadiklarini rapor eden bireyler calismamiza dahil edilmislerdir.
Toplamda 1.033 adet Avrupa kokenli Amerikali birey arastirmamizda kontrol
grubunu olusturmustur.

3.1.3. Klinik Degerlendirme

Tiim hasta bireyler ile Diagnostic Interview for Genetic Studies (DIGS
Version 4.0) temelli goriismeler diizenlenmistir [137]. DIGS, posttravmatik stres
bozuklugu ve yetiskinlerde dikkat eksikligi bozuklugu gibi konularda ek veriler
toplamak ve bipolar bozukluga iliskin yeni fenotipik Ozellikler ekleyebilmek
amaciyla revize edilmistir. Ayrica kullanacak olan klinisyenin tan1 koyma siirecinde
cok sayda fenotipik gostergenin bulunmasi durumunda yargisin1 kolaylastirabilmek
amaciyla da degisiklikler yapilmistir. Bu ek bilgilerin arasinda baslangi¢ yasi,
depresyon episodu sayisi, hipomani ve mani, madde bagimlilig1 ve psikozla ilgili
gecici duygudurum bozukluklar1 ve aile Oykiisii 6zeti gibi bilgiler bulunmaktadir.
Tiim gostergeler uzman bir klinisyen tarafindan (genellikle psikiatrist)
degerlendirilmistir. Bu siirecte eldeki tiim bilgilere, hastalarin saglik kayitlarina,
goriisme yapan kisinin gozlemlerine ve DIGS cevaplarina dikkat edilmistir.

3.1.4. Genotipleme ve Kalite Kontrolii

Alinan 6rneklerle gerceklestirilen genotipleme The Broad Institute Center for
Genotyping and Analysis biinyesinde gerceklestirilmistir. Genotipleme Affymetrix
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 kullanilarak yapilmistir. Kalite kontrol
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sonucunda %86’nin altinda genotiplendigi goriilen Ornekler tekrar genotipleme
stirecine sokulmustur. Belli basli bazi kalite metriklerine uygunluk gostermeyen
ornekler calisma disinda tutulmustur. Bu metriklerden bazilari;

e diisiik cagr1 orani (call rate = 6rnek bagina ¢agrilan SNP sayisinin veri
setindeki toplam SNP sayisi icindeki yiizdesi) (%98,5’in altindaysa)

e agsin yiikksek ya da diisiik heterozigotluk (0,344 ve 0,363 aras1)

e rapor edilen cinsiyet ile genetik analizle belirlenen cinsiyet arasi
uyumsuzluk.

Ayrica arastirmaya dahil edilebilmeleri i¢in SNPler’in de bazi kalite kontrol
Olciitlerini saglamalari istendi. Bu 6lg¢iitler;

e mindr allel frekansinin 0,01°den fazla olmasi
e c¢agri oraninin %95’in iistiinde olmas1

e kontrol 6rneklerinde SNP’in Hardy Weinberg esitligini (p < 1 x 10'6)
diizeyinin altinda kalmayacak sekilde saglamasi

e en fazla 3 Mendelyen hatanin goriilmesi

e tekrarlanan 6rnek 6l¢limlerinde birden ¢ok uyusmazlik goriilmemesi.

Biitiin bu genotipleme ve kalite kontrol asamalarinin ardindan toplamda
724.067 adet SNP arastirmaya katilmigtir.

3.2. Istatistiksel Yontemler

3.2.1. Genom Capinda Iliski Arastirmasi

Arastirmanin bu bdliimiinde bipolar bozukluk hastasi olan 1.001 birey ile
kontrol grubundaki 1.033 birey arasinda SNP diizeyindeki olas1 farkliliklar
incelenmigstir. Tiim kalite kontrol siirecleri sonucunda analize giren toplam 724.067
adet SNP incelenmistir.

Analizler PLINK (Version 1.05) kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Her SNP i¢in
asagidaki 6zellikler ve hesaplamalar elde edilmistir:

e Kromozom

e SNP numarasi (rs number)
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e Ait oldugu genin ismi (biliniyorsa)

e Ilk allelin harf kodu (tiim &rneklem frekanslarina gore belirlenen
mindr allel)

e Bu allelin hastalarda goriilme siklig1

e Bu allelin kontrollerde goriilme siklig1

e Diger allelin harf kodu

e Teste ait ki-kare istatistigi degeri (serbestlik derecesi = 1)

e Testle hesaplanan asimptotik anlamlilik degeri (diizeltilmemis p
degeri)

e Genomik kontrole gore diizeltilmis anlamlilik degeri. Bu deger
ortanca ki-kare istatistigi degeri kullanilarak hesaplanmaktadir.

e Testle hesaplanan odds orani

Tiim hesaplamalar sonucunda diizeltilmis p degerleri dikkate alinarak hasta
ve kontrol bireyleri arasinda allel frekanslar1 bakimindan istatistiksel olarak anlaml
oldugu goriilen SNPler belirlenmistir. Istatistiksel dnemlilik i¢in alfa degeri 0,0001
olarak belirlenmistir.

3.2.2. GWAS Sonuclarinin SNP’den Gen Diizeyine Ilerletilmesi

GWAS analizi sonucunda elde edilen tiim SNPler’e ait anlamlilik diizeyleri,
cevrimi¢in bir uygulama kullanilarak gen diizeyine ilerletilmistir. Liu ve
arkadaslarinin gelistirerek ¢evrimic¢i hizmete soktuklart VEGAS isimli uygulama
araci, GWAS ile elde edilmis olan SNP p degerlerini alarak bu SNPler’i genom
tizerindeki konumlarina gore referans gen dizisini temel alarak ait olduklar1 genlere
haritalamaktadir. Bdylece veri setindeki SNPler’den haritalama suretiyle gen
bilgisine ulasilmaktadir. Her gene ait tim SNPler degerlendirilerek SNPler’e ait
hesaplanmis olan p degerleri matematiksel modelleme ve simiilasyonlar yoluyla gen
diizeyinde tekrar hesaplanmaktadir [138].

Arastirmamizin GWAS basamaginda kullanilan 724,067 adet SNP’e ait p
degerleri hesaplandiktan sonra VEGAS c¢evrimi¢i araci kullanilarak gen diizeyinde
anlamliliklar incelenmistir. Gen diizeyindeki p degerleri SNPler’den hesaplanan p
degerlerinin giivenli bir kestirimi oldugu i¢in ve her gende birden ¢ok SNP p degeri
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dikkate alindigr i¢in gen diizeyindeki p degerlerinin SNP seviyesine gore daha
yiilksek olmasi beklenmektedir [138]. Bu nedenle ¢alismamizda gen diizeyinde
dikkate alinacak alfa degerinin 0,005 olmasi 6ngoriilmiistiir. Bu asamada her gene ait
asagidaki 6zellikler sunulmustur:

e QGenin iizerinde yer aldig1 kromozom

e Genin ismi

e Gen lizerinde veri setinde kullanilmig olan SNP sayis1
¢ Genin baslangi¢ pozisyonu

¢ Genin sonlanis pozisyonu

e QGene ait diizeltilmis p degeri

Hem SNP diizeyinde hem de gen diizeyinde elde edilen bulgularin grafiksel
gosterimleri i¢in Q-Q grafikleri ve Manhattan grafikleri ¢izilmistir. Bu grafiksel
gosterimler i¢in R yazilimimin (Version: x64 2.14.0) “graphics” paketi (Version
2.16.0) kullanilmistir [139, 140]. Stephen Turner’in paket igin Ozellestirdigi
Manhattan ve Q-Q grafikleri ¢izim scriptlerinden faydalanilmistir [141].

3.2.3. Cok Degiskenli Uzaklik Matrisi Regresyonu

Y matrisinin N x P boyutunda ve gen ekspresyonu degerlerinden olusan bir
matris oldugunu diistinelim. N kisi sayisin1 P ise gen sayisini ifade etsin. X matrisi
ise N x M boyutunda olsun ve M de genlerin ekspresyonu ile iliskili oldugu
diisiiniilen tahmin edici degiskenlerin sayisi olsun. M’in ilk siitunu tiim elemanlar1 1
olan bir vektdr olsun. Bu tahmin edici degiskenler, yas, klinik tani, grup, hiicre tipi,
genotip bilgisi gibi birgok farkli degisken olabilir. Standart ¢oklu regresyon modeli
bu durumda sdyle yazilacaktir:

Y=XB+e¢

Bu denklemde P regresyon katsayilarindan olusan M x P boyutunda bir
matristir ve € da hata terimidir. f i¢in iiretilen en diislik kareler ¢ozliimii:

B=XX)'XY
olacaktir. Modelin artik hata matrisi ise:

R=Y-V=Y-X=(1-H)Y
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olur. Burada;
H=XX)"'X

oldugunu ve geleneksel “sapka” matrisi oldugunu hatirlatalim. Modelde verisi
olan kisi sayisi, modele sokulan degisken sayisindan ¢ok daha az oldugu durumlarda
(N < P) bu modeli ¢cozmek karmasiklasir. Genomik arastirmalarda toplanan verilerde
durum genellikle boyledir. Bu karmasiklik i¢in 6nerilebilecek alternatif yaklasim ise
M sayida tahmin edici degiskenin, calismaya katilan olgularin P sayidaki gen
ekspresyonu degerlerine gore birbirleri ile olan benzerlik veya uzakliklari ile
olabilecek olasi iligkilerine bakmaktir.

Bu durumda D matrisinin N x N boyutunda bir matris oldugunu ve dj
teriminin de 1 ve j sayili bireylerin P gen ekspresyonu degerleri agisindan birbirleri
ile olan uzakliklarini (ya da farkliliklarin) gosterdigini diisiinelim. Ornegin d;; terimi
iki birey arasindaki Oklit uzakhigmin kendisi veya korelasyon katsayisinin bir
fonksiyonu olarak hesaplanabilir.

A= (aif) = (=5 &)

olsun. Bu durumda A’yt kullanarak Gower matrisini su sekilde
hesaplayabiliriz:

G= (I -2 11') A (1% 11’)

Burada 1 N boyutlu ve her elemant 1 olan bir siitun vektoriidiir. I ise N x N
birim matristir. M sayidaki tahmin degiskeni ile N bireyin P degiskene gore
farkliliklarinin arasindaki iligskiyi incelerken kullanilabilecek uygun F istatistigi
asagidaki denklemle hesaplanabilir:

tr(HGH) /(M—1)

F = e a—me a-my -

Yukarida da vurgulandig1 gibi H sapka matrisi, G Gower matrisi ve I da birim
matristir. M bir skalerdir ve tahmin edici degisken sayisini gostermektedir. N de
birey sayisidir. Eger P = 1 ise ve uzakhk matrisi standart Oklit uzakhigina gére
hesaplanmigsa, bu durumda yukaridaki denklemde hesaplanan F, standart F
istatistigidir ve varyans analizi baglamindaki F istatistigi ile ayn1 6zellikleri gosterir.
Farkl1 uzaklik hesaplama yontemleri kullanilarak olusturulan uzaklik matrisleri i¢in
yapilacak ¢oziimlerde F istatistiginin 6zellikleri de degisim gosterecektir.
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F istatistiginin dagiliminin kullanilan uzaklik matrisi yontemine gore degisim
gostermesi ve dolayisiyla karmasik olmasi sebebiyle, istatistiksel anlamlilig
belirleyebilmek i¢in permiitasyon testleri uygulanabilir [142, 143]. Permiitasyon
testleri ham veriyi permiite ederek de gercgeklestirilebilir, G matrisinin satir ve
siitunlarin1 eszamanli permiite ederek de gerceklestirilebilir [97]. Ek olarak, eger
permiitasyon testleri uygulanacaksa F istatistigin hesaplandigi esitligin payindaki (M
— 1) ve paydasindaki (N — M) serbestlik derecesi terimlerini kullanmaya gerek
yoktur. Ayrica tipki standart ¢oklu regresyon analizlerinde oldugu gibi basamakl
(step-wise) veya degisken segme prosediirleri de bu yontemde uygulanabilir [144]. P
degeri hesabinin diginda hesaplanabilecek bir diger rakamsal gosterge de belirli
tahmin edici degiskenlerin uzaklik matrisindeki varyasyonun ne kadarini
aciklayabildigidir. Bu oOlciite kisaca varyasyon agiklama oranmi (proportion of
variation explained — PVE) diyecek olursak;

PVE = tr(HGH) / tr (G)
seklinde bulunabilir.

Zapala ve Schork yontemi teorik olarak gelistirip ortaya koyduklar
caligmalarinda hesaplamalara iliskin yukarida sunulan ayrintilar1 detayli sekilde
aciklamislardir. Ayrica yaptiklar gergek verili ve simiile uygulamalarla yontemin
istatistiksel giicliniin de yiiksek oldugunu gostermislerdir [14].

Calismamizda MDMR yontemi kullanilarak bipolar bozukluk hastalarinin
fenotipik 6zellikleri temel alinmis ve bireylerin bu 6zellikler bakimindan birbirleri ile
uzakliklar1 hesaplanarak bir uzaklik matrisi olusturulmustur. Uzman doktorlarin
goriisiine dayanilarak, toplanan fenotip verisi i¢inden calismaya dahil edilmesi
konusunda karar alinan toplam 44 adet farkli fenotipik oOzellik degisken
belirlenmistir. Bu 44 degiskenden tiim hastalarin %5’inden fazlasi i¢in eksik veri
iceren degiskenler, uzaklik matrisi hesabina dahil edilmemislerdir. Bu kurala uyan ve
matris olusumuna katilan fenotipik degisken sayist 29°dur. Bu 29 adet fenotipik
Ozellik asagida siralanmustir.

e Migren (DIGS — Tibbi Oykii — Soru 1: Bir doktora tarafindan migren
sebepli bas agrisi tanist aldiniz mi?)

e Agir manik konuskanhk (DIGS — Mani / Hipomani — Soru G7: En

agir manik epizodunuzda normalden daha fazla mi konusuyordunuz
ya da konusmaya devam etmeniz yoniinde bir baski hissettiniz mi?)

27



Agir manik diisiine ucusmasi (DIGS — Mani / Hipomani — Soru G8:
En agir manik epizodunuzda diisiinceleriniz ugusuyor muydu ya da
insanlarin sizi takip etmekte zorlandigi kadar hizli konusuyor
muydunuz?)

Agir manik grandiozite (DIGS — Mani / Hipomani — Soru G9: En
agir manik epizodunuzda kendinizin ¢ok énemli bir insan oldugunu ya
da ozel giigler, yetenekler ve planlariniz oldugunu diisiindiiniiz mii?)

Agir manik az uyuma (DIGS — Mani / Hipomani — Soru G10: En
agir manik epizodunuzda uykuya normalden daha az ihtiyag
hissettiniz mi?)

Agir manik dikkat dagilmasi (DIGS — Mani / Hipomani — Soru G11:
En agir manik epizodunuzda dikkatiniz bir konudan baska bir konuya
atlayip durdugu i¢in konsantrasyonunuzda normale gore azalma oldu
mu?)

Agir manik sikintiya neden olma (DIGS — Mani / Hipomani — Soru
G12: En agir manik epizodunuzda sizin i¢in sikintiya neden olabilecek
bir sey yaptiginiz oldu mu; Ornegin gereksiz satin almalar, ticari
yatirimlar yapma, cinsellikle ilgili diisiincesiz hareketler yapma,
dikkatsiz araba siirme gibi?)

Agir Mani Semptomlar1 Sayis1 (DIGS — Mani / Hipomani — Soru
G1-72)

Duysal haliisinasyonlar (DIGS - Psikoz — Soru Kla: Hig sesler
duydugunuz oldu mu? Ornegin bazi insanlar, aslinda gercekte
olmayan kisilerin kendilerine fisildadiklarim1 veya kendileriyle
konustuklarini tecriibe ettiklerini sdylerler)

Gorsel haliisinasyonlar (DIGS - Psikoz — Soru Kl1b: Hi¢ baska
insanlarca goriilmeyen seyleri gordiigiiniiz oldu mu?)

Deliizyonlar (DIGS - Psikoz — Soru Klc: Hi¢ bagkalarmin sizinle
herhangi bir sey paylasmadig1 yoniinde inang ve fikirlere kapildiginiz
fakat daha sonra bunun dogru olmadigimi fark ettiginiz oldu mu?
Ornegin insanlarin size kars1 olduklara, size zarar vermeye
calistiklarina, hakkinizda konustuklarima ya da size 6zel mesajlar
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verildigini disiindiiklerine (televizyon veya radyo gibi yollarla)
inandiniz m1?)

Intihar girisimi (DIGS — Intihar Davranis1 — Soru O1: Hi¢ kendinizi
oldlirmeyi denediniz mi?)

Obsesiflik (DIGS — Anksiyete Bozukluklar1 — Soru P1: Hig aslinda
anlam1 olmayan ve diisiinmemeye calistiginiz halde siirekli aklinizi
kurcalayan diisiincelerle bogustugunuz oldu mu?)

Kompiilsiflik (DIGS — Anksiyete Bozukluklar1 — Soru P2: Hi¢ daha
az anksiyete hissedebilmek amaciyla aymi hareketi direng
gosteremeden defalarca tekrarladiginiz oldu mu? Ornegin el yikama,
bir seyleri sayma ya da siirekli kontrol etme gibi)

Panik Bozukluk (DIGS — Anksiyete Bozukluklar1t — Soru P11: Hig
aslinda herhangi bir tehdit olmayan durumlarda aniden korkarak panik
atak veya anksiyete atagi gecirdigin oldu mu?)

Agorafobi (DIGS — Anksiyete Bozukluklari — Soru P28a: Hig
disartya yalniz ¢ikmaktan, kalabalik yerlerde veya magazalarda yalniz
bulunmaktan ya da kagamayacagin1i veya yardim bulamayacagini
hissettigin yerlerde tek basina bulunmaktan otiirii asir1 korkmus
hissettin mi?)

Sosyal fobi (DIGS — Anksiyete Bozukluklar1 — Soru P28b: Hig

insanlar oniinde konusmak, yemek yemek veya yazmak gibi eylemleri
gerceklestirme fikrinden asir1 korkmus hissettin mi?)

Basit fobi (DIGS — Anksiyete Bozukluklar1 — Soru P28c: Hig ¢esitli
hayvanlardan, yiiksekten veya kapali kalmaktan asir1 korkmus
hissettin mi?)

Anoreksiya Bulimia (DIGS — Yeme Bozukluklar1 — Soru Q14-18)

Alkolizm (DIGS — Alkol istismar1 ve Bagimliligi1 — Soru 11-23)

Madde istismar1 (DIGS — Tiitiin, Uyusturucu Madde istismar1 ve
Bagimliligi — Soru J1-53)
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e Agir Depresyon Semptomlar1 Sayis1 (DIGS — Major Depresyon —
Soru F1-78)

e Hastahk Baslangic Yas1 (DIGS - Psikiyatrik Rahatsizlia Genel
Bakis — Soru E2b: Duygusal problemleriniz i¢in bir profesyonele
danistiginizda kag yasindaydiniz?)

e Tedavi Uygulandigr Sirada Calisma Durumu (DIGS — Psikiyatrik
Rahatsizliga Genel Bakis — Soru E2c: Rahatsizlikla ilgili destek
aldiginiz sirada ¢alistyor muydunuz?)

o Psikiyatrik Hastaneye Yatma Ge¢misi (DIGS - Psikiyatrik
Rahatsizliga Genel Bakis — Soru E4: Ruh haliniz, duygulariniz ya da
davranis sekliniz yiiziinden bir hastaneye yatirildiginiz oldu mu?)

e Goriisme Amindaki Yas (DIGS — Demografik Bilgiler — Soru 2: Su
an kag yasindasiniz?)

e Medeni durum (DIGS — Demografik Bilgiler — Soru 7: Su anki
medeni durumunuz nedir?)

e Meslek (DIGS — Demografik Bilgiler — Soru 10a: Su anki isiniz
nedir?)

e Okul Yih (DIGS — Demografik Bilgiler — Soru 11: Toplam kag¢ yillik
okul egitimi tamamladiniz?)

Bu degiskenlerin dort tanesi (goriisme anindaki yas, medeni durum, meslek
ve okul yil) hastalifa yonelik birer fenotipik o6zellik olmadiklarindan, fakat
arastirmanin  hedeflerinden birisi olan fenotip x genotip etkilesimini
etkileyebilecekleri diisiiniildiiglinden kovaryant olarak atanmis ve regresyon
denkleminin bagimsiz degiskenleri olarak degerlendirilmislerdir.

Kovaryant olarak atanan dort degisken ¢ikarilinca geriye kalan toplam 25
adet degisken, hastalara ait uzaklik matrisini olusturmak icin kullanilmistir.

Uzaklik matrisine sokulan 25 degisken icin, uzakliklarin hesaplanma
asamasindan Once son bir basamak filtre daha uygulanmistir. Bu basamakta,
uzakliklarin hesaplanmasinda eksik verisi olan hastalarin hesaplamalara dahil
edilmemesi i¢in tiim degiskenler incelenmis ve verisi bulunmayan hastalar ¢alisma
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dis1 birakilmistir. Bu basamakta elenen hastalar ¢ikarildiktan sonra uzaklik matrisi 25
degisken iizerinden toplam 873 hasta ile olusturulmustur.

Uzaklik matrisinin olusturulmasinda R yazilimi (Version: x64 2.11.1)
kullanilmistir. Uzaklik matrisi hesaplamak i¢in ise FD paketi (Version 1.01-11)
igerisindeki “gowdis” fonksiyonu kullanmilmistir [145, 146]. Bu fonksiyon farkh
tiplerde degiskenleri igeren verilerde (siirekli, sirali, ikili) bireyler arasindaki ikili
farkliliklar1 6lgmek icin Gower’in benzerlik hesaplama yontemini temel alir [147].
Fonksiyon, Podani’nin ¢aligmasinda o6zellestirdigi Gower benzerlik hesaplamasini
gerceklestirir ve hesaplanan benzerlikleri uzakliga dontstliriir [148]. Ayrica
Legrende ve Legrende’nin yontemine gore degisken agirliklarini hesaplar ve uzaklik
matrisini olusturur [149].

Olusturulan uzaklik matrisinin bagimli degisken oldugu ve bu matris igindeki
varyasyonun GWAS analizinde de kullanilan toplam 724.067 adet SNP ile
incelendigi MDMR modeli calistirilmistir. Belirlenmis olan kovaryantlar da
regresyon modeline eklenmistir. Modelin ¢alistirllmasinda yine R yazilimi (Version:
x64 2.11.1) kullanilmistir. Arastirmada isbirligi yiiriitiilen The Scripps Research
Institute arastirma enstitiisiine bagli Translational Science Institute blinyesinde Prof.
Dr. Nicholas Schork 6nderligindeki arastirma laboratuvarinda Dr. Rany M. Salem
tarafindan gelistirilmis olan MDMR R scripti kullanilarak tiim analizler iki
basamakta yapilmistir. Bu script, talep edildigi takdirde arastirmacilarla bilimsel
kullanim amaciyla paylagilmaktadir [102].

Birinci basamakta tim 724.097 SNP icin F istatistikleri hesaplanmistir.
Permiitasyon testleri gerceklestirilmeden yapilan bu analizde ama¢ en yiiksek F
istatistigine sahip SNPler’i tespit etmek ve F istatistifi degerine gore SNPler’i
siralayarak en tepedeki 2.500 SNP’i segebilmektir. F istatistigi kiigiildiikce p
degerinin 1’e yaklasacagi bilindiginden, istatistiksel olarak anlamli olma olasilig
daha fazla olan yiiksek F istatistigi hesaplanmis SNPler’e odaklanmak ve bdylece
anlamli olmayacagi kesin olan ¢ok sayida SNP’1 biiyiik bilgisayar kaynagi ve zaman
tiikketimi gerektiren permiitasyon testlerine sokmamak esas alinmustir.

Ikinci basamakta ise ilk basamakta F istatistik degerlerine gore belirlenmis
olan 2.500 adet SNP ile permiitasyon testleri gerceklestirilmistir. Boylece her SNP
icin p degerlerini hesaplamak amaglanmustir.

Sadece 1 adet SNP i¢in tek bilgisayar islemcisi kullanilarak 1.000
permiitasyonla ¢alistirilan analiz yaklasik 80 dakika siirmektedir. Buradan hareketle,
siral1 listeden bazi SNPler belirlenerek bu SNPler’e 1.000 permiitasyonlu analiz
uygulanmistir. Burada amag¢ tiim analiz i¢in segilmesi gereken SNP sayisini
belirleyebilmektir. Boylece 500iincii, 1.000inci, 2.500iincii ve 5.000inci SNP i¢in
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olmak tizere toplam 4 adet MDMR analizi uygulanmistir. Sonu¢ olarak 500iincii
SNP ve 1.000inci SNP anlamli bulunurken 2.500iincii SNP ve 5.000inci SNP’in
anlamli olmadiklar1 gozlenmistir. Boylece asil analiz igin sirali listedeki ilk 2.500
SNP se¢ilmistir ve her SNP i¢in 1.000 permiitasyon testi yapilmistir. Bu basamakta
alfa degeri 0,005 olarak belirlenmistir.

3.2.4. GWAS ve MDMR Sonuclarimmin Birlikte Degerlendirilmesi

Arastirmada temel olarak kullanilan iki yontem yukarida agiklanan GWAS
analizi ve. MDMR modelidir. GWAS sonucunda bipolar bozukluk hastalarinin
normal kontrol bireylerine goére toplam 724.067 SNP bakimindan allel frekansi
farkliliklar1 aragtirilmigtir. MDMR uygulamasinda ise bipolar bozukluk hastalar1 25
adet fenotipik 6zellik bakimindan uzaklik matrisi olusturularak incelenmis, 724.067
SNP’in bu uzaklik matrisindeki varyasyona etkileri arastirilmistir.

Her iki yontem sonucunda elde edilen istatistiksel olarak anlamli SNPler
yontemlerin amacina uygun sekilde ayri ayr1 degerlendirilmistir. Bunun yaninda her
iki arastirmada da anlamli bulunmasi olas1 SNPler’in varligina bakilmustir. iki temel
aragtirma sorusuna da istatistiksel olarak anlamli bulunarak cevap veren SNPler bir
liclincii degerlendirmeye tabi tutulmustur.

32



BULGULAR

4.1. GWAS Bulgulan

Arastirmanin ilk basamaginda bipolar bozuklugu tanist almis 1.001 kisi ile
kontrol olgular1 (1.033 kisi) arasinda genom c¢apinda iliski calismasi analizi
gerceklestirilmistir. Bu analizde incelenen toplam 724.067 adet SNP i¢in anlamlilik
diizeyi 0,0001 olarak kabul edilmistir.

Hesaplanan p degerlerine iliskin Q-Q grafigi Sekil 4.4. ile gosterilmistir.
Beklenen ve gozlenen p degerleri arasindaki dagilimin uyumu bu grafikte
incelenmistir.

Gozlenen—log,,(p)

T
0 1 2 3 4 5 6

Beklenen—log,,(p)

Sekil 4.1. Tiim SNPler icin GWAS ile Elde Edilen p Degerlerine ait Q-Q Grafigi
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Tablo 4.1 ise yapilan GWAS analizi sonucunda anlamli bulunan tiim
SNPler’e ait Ozellikleri gostermektedir. Bu tablo diizeltilmis p degerlerine gore
siralanmigtir. SNPler’in rs sayilari, hangi kromozom {izerinde olduklari, eger
biliniyorsa hangi gene ait olduklari, allel bazlari, birinci allelin hasta ve
kontrollerdeki goriilme siklig1, analiz sonucunda elde edilen ki kare istatistigi degeri,
diizeltilmemis ve diizeltilmis p degerleri ve odds oranlari tabloda goriilebilir.

Ornegin ilk sirada gosterilen rs1825828 numarali SNP 3. kromozom
tizerindedir ve hangi gen iizerinde konumlandigi belirlenmemistir. Birinci allel
sitozin ikinci allel ise timindir. Sitozin alleli veri grubunda hastalarda %22 siklikta
goriilmistiir. Kontrollerde goriilme sikligi ise %29,27 olarak bulunmustur. Bu
durumda allelin odds oraninin 0,68 oldugu gozlenmektedir. Ki kare degeri 27,05
olarak hesaplanmistir. Diizeltilmis p degerine gére GWAS analizinin sonunda hasta
ve kontrol gruplar1 arasinda goriilme sikligi bakimindan istatistiksel anlamlilig1 en
diisiik bulunan SNP rs1825828 olmustur (p=0,000000288).

Odds oranlarina bakilarak Tablo 4.1 bulgulari incelendiginde, en yiiksek odds
oranina sahip SNP’in rs1956817 oldugu goriilmektedir (odds orani=3,79). Bu SNP
icin ilk allel olan guanin hastalarda %1,82 siklikta goriiliirken kontrollerde goriilme
siklig1 %0,49 bulunmustur.

Yine odds oranlarina bakilarak Tablo 4.1’de goriilen en diisiik odds oranl1 iki
SNP’in 152129554 ve rs8013833 olduklar1 goriilebilir. Her iki SNP i¢in de birinci
allelin hastalarda goriilme siklig1 kontrollerde goriilme sikligina goére daha distiktiir.
rs2129554 numarali SNP hastalarda %0,71 siklikla goriiliirken kontrol bireylerinde
goriilme sikligr %2,03 bulunmustur. rs8013833 numarali SNP i¢in ise hastalarda
goriilme siklig1 %0,65 ve kontrollerde goriilme sikligi ise %2,13 olarak bulunmustur.

Anlamli bulunan tim 91 SNP’den 40’1 i¢in odds oranit 1’den diisiiktiir
(minimum=0,3 ve maksimum=0,78). Geriye kalan 51 SNP i¢in ise odds orani1 1’den
bliyiik bulunmustur (minimum=1,3 ve maksimum=3,79).

Tablo 4.1 ile gosterilen kromozom bilgisi dikkate alindiginda anlamh
bulunmus olan 91 adet SNP’in 20’sinin (%21,98) 2 numarali kromozom iizerinde
oldugu goriilmektedir. Ayrica SNPler’in bilinen genlere gére dagilimina bakildiginda
da 10 adet SNP’in NAPS geni iizerinde oldugu goriilmektedir (%10,99).

Sekil 4.2 ise analize katilmig olan tiim SNPIler i¢in hesaplanan p degerlerinin
logaritmik doniisiimle gosterildigi grafiktir. Analiz i¢in kabul edilen p degerine
(0,0001) ait referans ¢izgisi isaretlenmistir. Tiim SNPler genom iizerindeki fiziksel
konumlarma gore konumlandirilmigtir. Bdylece her kromozom icin SNPler
isaretlenmis ve referans ¢izgisinin iizerinde kalan anlamli SNPler gdsterilmistir.
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c¢

Tablo 4.1. GWAS Analizi Sonucunda p<0,0001 Diizeyinde Anlamli Oldugu Belirlenen Toplam 91 SNP’e ait Ozellikler

Kromozom SNP Gen Allel | Hastalarda Allel | Kontrollerde Allel | Allel | Ki Kare p Diizeltilmis Odds
1 1 Frekansi (%) 1 Frekansi (%) 2 p Oram

3 rs1825828 | - C 22 29,24 T 27,05 | 0,000000198 | 0,000000288 0,68
11 rs4936819 | - T 3,873 7,415 G 23,66 0,00000115 | 0,000001597 0,50
23 rs5907577 | - T 34,62 26,83 C 21,6 0,00000336 | 0,000004549 1,44
12 rs4964010 | ITPR2 G 31,03 38,15 T 21,27 0,00000398 | 0,000005364 0,73
9 rs11789399 | DBCI1 G 51,35 44,14 A 21,15 0,00000424 | 0,000005704 1,34
2 rs10193871 | NAPS G 10,43 15,16 A 20,31 0,0000066 0,00000877 0,65
4 1s7690204 | GYPA A 45,11 52,19 T 20,27 0,00000673 0,00000894 0,75
3 1620918 | UBE2E2 G 47,37 40,33 A 20,17 0,00000709 | 0,000009399 1,33
11 rs7931512 | - C 21,23 27,2 T 19,74 0,00000886 | 0,00001168 0,72
2 1513430905 | NAPS A 10,64 15,3 G 19,48 0,0000102 0,00001334 0,66
23 1613278 | - G 52,6 44,59 A 19,48 0,0000102 0,00001336 1,38
2 rs1016771 | VRK2 G 45,04 38,22 A 19,41 0,0000105 0,00001384 1,33
1513431418 | NAPS T 10,24 14,81 C 19,35 0,0000109 0,00001431 0,66

12 rs4765864 | CACNA2D4 G 24,93 19,22 A 19,3 0,0000112 0,00001467 1,40
2 110496702 | NAPS A 10,29 14,86 G 19,27 0,0000114 0,00001489 0,66
2 rs7600871 | NAPS A 10,29 14,86 G 19,27 0,0000114 0,00001489 0,66
6 1s9475671 | - T 47,47 40,62 C 19,15 0,0000121 0,00001584 1,32
12 rs11532502 | - A 16,35 21,75 G 19,14 0,0000121 0,00001588 0,70
6 rs12523857 | TIAM2 A 48,25 41,43 T 19,12 0,0000123 0,00001607 1,32
6 rs12528887 | TIAM2 T 48,25 41,43 C 19,12 0,0000123 0,00001607 1,32
2 rs13399558 | NAPS A 12,26 17,12 T 19,06 0,0000127 0,00001655 0,68
3 rs14380 VIPRI1 A 19,59 14,41 T 19,03 0,0000129 0,00001679 1,45
2 152043890 | VRK2 C 30,06 36,55 T 18,89 0,0000138 0,00001801 0,75
18 1s537962 | KCNG2 C 37,86 31,41 G 18,69 0,0000154 0,00002001 1,33




9¢

Kromozom SNP Gen Allel | Hastalarda Allel | Kontrollerde Allel | Allel | Ki Kare p Diizeltilmis Odds
1 1 Frekansi (%) 1 Frekansi (%) 2 p Oram

7 rs10949808 | C7orfl3 T 42,06 35,48 G 18,55 0,0000166 0,00002152 1,32
9 rs11789407 | ADAMI19 G 50,3 43,56 T 18,53 0,0000167 0,00002167 1,31
5 1511740562 | DBCl1 C 7,792 4,55 T 18,53 0,0000167 0,00002168 1,77
2 rs41523444 | CENPO G 3,719 1,556 C 18,53 0,0000167 0,0000217 2,44
10 rs7068008 | FGFR2 A 42,08 48,83 G 18,4 0,0000179 0,00002318 0,76
2 rs17800749 | NAPS T 10,64 15,15 C 18,37 0,0000181 0,00002349 0,67
rs12469282 | NAPS T 12,37 17,17 A 18,37 0,0000182 0,0000236 0,68

12 rs10784460 | MSRB3 T 47,94 41,17 C 18,34 0,0000185 0,00002395 1,32
7 rs4724977 | C1GALTI T 25,47 19,86 C 18,27 0,0000192 0,00002478 1,38
23 rs677033 | - G 52,53 44,78 A 18,24 0,0000194 0,00002512 1,37
23 rs4825220 | - T 52,26 44,52 C 18,2 0,0000199 0,00002565 1,36
3 rs6775777 | RYBP A 15,21 10,71 G 18,19 0,00002 0,00002577 1,50
5 156891243 | LOC442132 T 49,1 42,45 A 18,13 0,0000207 0,00002667 1,31
1 rs11580589 | PTPRU C 24,69 30,77 T 18,12 0,0000208 0,0000268 0,74
18 154799092 | KCNG2 G 37,86 31,52 C 18 0,0000221 0,00002844 1,32
14 rs1092015 | - T 3,38 1,361 C 17,94 0,0000228 0,00002936 2,54
15 156603020 | LOC648809 G 30,31 24,39 A 17,86 0,0000238 0,00003064 1,35
1513412008 | NAPS T 12,45 17,15 G 17,77 0,000025 0,00003209 0,69
rs7800159 | FLJ20323 A 24,38 18,94 C 17,7 0,0000259 0,00003327 1,38

23 rs5909027 | - T 52,28 44,64 C 17,64 0,0000266 0,00003415 1,36
10 rs17153882 | FANK1 G 1,236 3,202 C 17,52 0,0000285 0,00003648 0,38
2 rs848291 | FANCL T 44,01 37,56 C 17,5 0,0000288 0,00003682 1,31
16 rs4786850 | LOC440337 C 32,12 26,17 A 17,44 0,0000297 0,00003795 1,34
21 rs11701130 | SLC19A1 A 20,23 25,75 C 17,4 0,0000302 0,00003863 0,73




LE

Kromozom SNP Gen Allel | Hastalarda Allel | Kontrollerde Allel | Allel | Ki Kare p Diizeltilmis Odds
1 1 Frekansi (%) 1 Frekansi (%) 2 p Oram

1 rs577483 | CLSPN A 10,56 14,92 G 17,33 0,0000314 0,00004007 0,67
2 rs1158219 | EIF2AK2 T 35,41 41,76 A 17,28 0,0000323 0,0000412 0,76
2 16749561 | NAPS C 16,48 21,59 T 17,16 0,0000344 0,0000438 0,72
7 rs10486158 | FLJ20323 C 24,27 18,94 T 17,05 0,0000363 0,00004622 1,37
1 rs535638 | CLSPN C 10,59 14,91 T 17,01 0,0000372 0,0000473 0,68
2 rs2717055 | FANCL G 34,17 40,41 A 16,92 0,000039 0,00004951 0,77
7 rs13233490 | - G 2,198 0,6776 C 16,72 0,0000434 0,00005492 3,29
2 1512692245 | ASB1 C 48,02 41,62 T 16,69 0,000044 0,0000557 1,30
13 1s2129554 | - A 0,7136 2,303 G 16,67 0,0000446 0,0000564 0,30
9 rs10984107 | DBCl1 C 42,36 36,11 T 16,66 0,0000447 0,00005651 1,30
1 110922013 | KCNT2 A 19,84 25,33 C 16,6 0,0000462 0,00005846 0,73
7 rs4726211 | ACTR3B G 44,21 50,58 A 16,57 0,0000468 0,0000592 0,77
20 156046396 | RIN2 G 31,52 25,75 A 16,55 0,0000475 0,00006002 1,33
rs7858079 | DIRAS2 A 30,92 36,93 G 16,38 0,0000517 0,0000652 0,76

rs2881814 | - T 24,37 19,14 C 16,36 0,0000525 0,00006616 1,36
rs10821402 | DIRAS2 A 31,02 37,03 C 16,34 0,0000528 0,00006654 0,76
1s6955140 | RORA A 24,02 18,8 G 16,32 0,0000534 0,00006725 1,37

15 rs3934516 | - G 4,45 7,454 C 16,32 0,0000535 0,00006739 0,58
11 rs11219172 | - T 3,846 6,68 G 16,31 0,0000539 0,00006786 0,56
22 rs9604779 | BCL2L13 G 10,85 7,226 A 16,26 0,0000551 0,00006936 1,56
21 1s2839020 | PCBP3 A 24,51 30,23 G 16,23 0,0000562 0,00007067 0,75
1 rs6688464 | TFAP2E G 10,94 15,2 A 16,2 0,000057 0,00007163 0,69
7 rs2159710 | COL28Al A 24,14 18,95 C 16,14 0,0000589 0,00007396 1,36
14 rs8013833 | LOC283551 A 0,6494 2,13 G 16,13 0,0000592 0,00007437 0,30




8¢

Kromozom SNP Gen Allel | Hastalarda Allel | Kontrollerde Allel | Allel | Ki Kare p Diizeltilmis Odds
1 1 Frekansi (%) 1 Frekansi (%) 2 p Oram

16 rs7188257 | A2BP1 C 32,92 27,15 T 16,08 0,0000606 0,00007608 1,32
20 1s6023059 | - C 44,51 50,77 T 16,02 0,0000628 0,00007874 0,78
16 1513336322 | A2BP1 C 15,25 11,01 G 15,99 0,0000635 0,00007966 1,45
1 rs2275313 | SMYD3 G 7,9 11,62 C 15,9 0,0000669 0,00008377 0,65
14 rs1956817 | - G 1,82 0,4869 A 15,88 0,0000675 0,00008456 3,79
15 rs7178655 | - A 35,01 29,19 C 15,86 0,0000683 0,00008552 1,31
20 rs6022716 | FLJ35695 G 44,55 50,78 A 15,78 0,0000712 0,00008905 0,78
2 1535213472 | CENPO G 3,497 1,549 A 15,78 0,0000713 0,00008911 2,30
15 1s2643217 | C200rf77 T 24,25 19,12 C 15,78 0,0000713 0,00008917 1,35
152969363 | MTX2 C 39,75 33,71 T 15,72 0,0000735 0,00009189 1,30

1s2969637 | - G 38,46 44,58 T 15,66 0,0000756 0,00009441 0,78

17 1s2193055 | ATP6VOE2 C 21,33 16,47 A 15,66 0,000076 0,00009484 1,38
5 1s952037 | C2orf34 A 32,22 26,57 G 15,62 0,0000773 0,00009647 1,31
2 rs17498753 | ADRAIB C 12,97 17,48 T 15,62 0,0000776 0,00009685 0,70
13 rs7336303 | - A 3,378 1,45 C 15,6 0,0000784 0,00009781 2,38
7 rs17158578 | - G 2,585 0,9406 C 15,59 0,0000788 0,00009823 2,80
23 rs1244670 | - C 47,8 40,68 T 15,57 0,0000793 0,00009892 1,34
5 152673925 | TRPC7 T 32,67 27,01 C 15,56 0,0000797 0,00009943 1,31
12 1s328764 | TBCIDIS5 A 20,08 15,36 G 15,56 0,0000798 0,0000995 1,39
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Hasta ve kontrol gruplart SNP seviyesinde karsilastirildiktan sonra, tiim
SNPler’in fiziksel olarak genom iizerinde bulunduklar1 pozisyonlar esas alindi ve
boylece sonuglarin gen diizeyinde de anlamliliklar1 incelendi. Asagida sunulan Tablo
4.2’de gen diizeyinde yapilan analiz sonucunda alfa=0,005 diizeyinde anlaml
bulunan genlere (101 gen) ait bulgular gosterilmistir.

Tablo 4.2. GWAS ile Hesaplanan SNP p Degerlerinin Gen Diizeyinde Degerlendirilmesi

Kromozom Gen SNP Sayis1 | Baslangi¢ Bitis p
20 STK4 46 43028533 | 43142007 | 0,000117
20 KCNSI1 23 43154363 | 43163167 | 0,000118
12 OR10AD1 28 46882388 | 46883342 | 0,000143
20 WEFDCS5 23 43171506 | 43177217 | 0,000275
17 RPL38 21 69711389 | 69717614 | 0,000291
12 LOC387856 28 46863665 | 46865976 | 0,0004
12 PIP4K2C 19 56271323 | 56283298 | 0,0005
12 SLC26A10 19 56299959 | 56306201 | 0,000557
12 GEFT 17 56290229 | 56297293 | 0,000595
1 EIF2C1 10 36121396 | 36162486 | 0,000611
12 DTX3 16 56284870 | 56289850 | 0,000663
12 B4GALNTI1 17 56305817 | 56313252 | 0,000833
18 CDHI19 30 62322300 | 62422196 | 0,000916
17 Cl170rf55 12 76891218 | 76897643 | 0,000926
1 OR2C3 20 245760056 | 245763764 | 0,000934
2 COPSS8 22 237658822 | 237672228 | 0,001028
17 TMEMI105 15 76899668 | 76919069 | 0,001083
16 CREBBP 29 3715056 3870122 | 0,001203
1 EIF2C3 11 36169358 | 36294650 | 0,001221
6 SYNEI1 235 152484514 | 153000227 | 0,001221
12 ASB8 31 46827838 | 46837644 | 0,00139
1 EIF2C4 6 36046414 | 36093775 | 0,001444
7 SLC26A4 26 107088315 | 107145488 | 0,001499
12 KIF5A 19 56230113 | 56264821 | 0,00151
7 WNT2 39 116704517 | 116750579 | 0,00153
2 QPCT 40 37425256 | 37453969 | 0,00161
7 ASZ1 25 116790511 | 116854813 | 0,00165
20 WFDC12 22 43185480 | 43186520 | 0,001719
17 SLC38A10 17 76833393 | 76883691 | 0,001751
19 NCLN 22 3136874 3160573 | 0,001876
15 ZNF592 19 83092821 | 83150667 | 0,001882
2 PRKD3 45 37331149 | 37397726 | 0,001957
12 ZNF641 20 47022178 | 47030268 | 0,001979
19 BRUNOLS 24 3175700 3248073 | 0,00199
2 MBOAT?2 33 8914151 9061327 | 0,00201
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20 CABLES2 29 60397080 | 60415734 | 0,002082
1 OLFML2B 84 160219605 | 160260268 | 0,002138
7 CFTR 45 116907252 | 117095954 | 0,00216

12 HIFNT 20 47009029 | 47010329 | 0,00217

22 TCF20 21 40885962 | 40941389 | 0,00217

12 TBCIDI5 45 70519805 | 70604362 | 0,00218
1 NEKY7 43 196468304 | 196555392 | 0,0022
1 Clorf216 8 35952063 | 35957377 | 0,002267
1 CLSPN 8 35974404 | 36008138 | 0,002275

20 KIAA0406 25 36044836 | 36095247 | 0,00229

12 RAB21 16 70434924 | 70467417 | 0,00236

15 CDANI1 19 40803051 | 40816709 | 0,002529

13 CCDC122 39 43308488 | 43351826 | 0,002707

17 C170rf89 14 76827705 | 76829693 | 0,00285

13 Cl3orf31 30 43351419 | 43366068 | 0,00289

11 Cllorfl0 17 61313177 | 61316661 | 0,002941

11 Cllorf9 18 61276696 | 61312565 | 0,00296

11 POLD3 37 73981276 | 74031413 0,003

17 KRTAP9-4 12 36659464 | 36660431 0,003

11 FENI 17 61316725 | 61321286 | 0,00304

20 C20o0rf151 28 60418687 | 60435984 | 0,00307

12 TMEMI19 16 70366144 | 70384106 | 0,00308

17 KRTAP9-8 14 36647795 | 36648782 | 0,00308

12 BHLHB3 40 26164225 | 26169113 | 0,00312

20 C200rf77 27 36095361 | 36154180 | 0,00314
1 OR2WS5 31 245721052 | 245722015 | 0,00316
7 CTTNBP2 44 117137941 | 117300797 | 0,003171
1 IMID4 23 225985557 | 225989735 | 0,00324

17 C170rf56 15 76816673 | 76827450 | 0,00327

22 PHF21B 114 43655705 | 43784245 | 0,00331
1 SEMA4A 21 154390011 | 154414159 | 0,00333
7 MADIL1 109 1821953 2239109 | 0,00334

12 MSRB3 38 63958754 | 64146954 | 0,00334
1 PDZKI1IP1 26 47421847 | 47428358 | 0,00337

20 RPS21 19 60395515 | 60396971 | 0,00341
1 Clorf142 27 225989319 | 226035550 | 0,003457
6 HISTIHIA 15 26125238 | 26126019 | 0,00352

10 ABLIM1 130 116180858 | 116434404 | 0,00352

17 KRTAP9-9 19 36642277 | 36666142 | 0,00359

21 ZNF295 53 42280008 | 42303565 | 0,003638

15 CTDSPL2 8 42506870 | 42606721 | 0,00365

15 EIF3J 6 42616557 | 42642293 | 0,00374
6 RPP40 49 4940278 4949270 | 0,00386
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3 THOC7 13 63794585 | 63824637 | 0,00391
19 DIRAS1 11 2665564 2672369 | 0,00396
7 TNRCI8 37 5312948 5429703 | 0,00404
1 TMEMS51 81 15352815 | 15419459 | 0,00412
17 CCT6B 16 30279050 | 30312619 | 0,00418
22 SEPT3 21 40702876 | 40724171 | 0,00422
6 GLULDI1 14 64047518 | 64087841 | 0,00435
6 HIST1H3A 16 26128696 | 26129165 | 0,00437
22 WBP2NL 20 40724737 | 40754423 | 0,00438
11 FADSI1 19 61323676 | 61340886 | 0,0044
5 TRPC7 65 135577021 | 135720972 | 0,00441
6 PHF3 13 64414389 | 64482364 | 0,00441
19 VMAC 13 5855851 5861263 | 0,00445
8 ARC 18 143689411 | 143692835 | 0,00451
22 MKLI1 31 39136237 | 39362636 | 0,004519
6 HIST1H4A 16 26129885 | 26130257 | 0,00452
2 SULT6B1 22 37248466 | 37269194 | 0,0046
14 PPMI1A 36 59782222 | 59835559 | 0,00461
8 GPR20 18 142435768 | 142446547 | 0,00467
20 LAMAS 24 60317515 | 60375763 | 0,00467
11 NLRX1 14 118544649 | 118559936 | 0,00494
1 CYP4A22 20 47375693 | 47387113 | 0,00497
17 KRTAP17-1 27 36724694 | 36725473 | 0,00498

Tablo 4.2’de goriilen anlaml1 101 gen i¢in kromozom temelli bakildiginda,
12. kromozomun toplam 16 adet anlamli gen ile en sik anlamli gen bulunan
kromozom oldugu goriilmektedir (%15,8). Ayrica 1 numarali kromozom (1 gen
%14,9) ve 17 numarali kromozom da (11 gen ve %10,9) anlamli bulunan gen sayisi
bakimindan ikinci ve tigiincii siradadirlar.

Bu analiz sonucunda elde edilen p degerlerinin yanlilik ve dagilimlarini

incelemek amaciyla Sekil 4.3°de sunulan Q-Q grafigi ¢izilmistir.
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Sekil 4.3. Tiim Genler icin GWAS ile Elde Edilen p Degerlerine ait Q-Q Grafigi

Son olarak, tiim 724.067 SNP’in toplam 17.724 adet gene haritalandig1 ve
tim genler i¢in p degerinin hesaplandigi analiz sonucunda elde edilen anlamlilik
diizeyleri Sekil 4.4 ile gosterilmistir. Burada mevcut analiz i¢in belirlenen 0,005
anlamlilik diizeyi referans ¢izgisi ile isaretlenmis olup bu referansin iizerinde kalan
noktalar ile anlaml1 bulunan genlerin tlimii isaretlenmistir. Genom {izerindeki fiziksel
konumlarina gore yerlestirilen genler i¢in kromozom bilgileri de grafikte
gorilebilmektedir.
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Sekil 4.5. Anlamli1 Bulunan Genlerin Kromozomdaki Pozisyonlarina Goére Gosterimi

Sekil 4.5°de gorildiigi tizere, 8, 11, 13, 17 ve 19 numarali kromozomlarda
gen diizeyinde anlamlilik tespit edilememistir. Daha koyu isaretlemelerin goriildiigii
baz1 bolgelerde ise fiziksel konum olarak birbirine yakin genlerin istatistiksel anlamli
oldugu goriilmektedir. Ornegin 1, 2, 3, 7, 12 ve 15 numarali kromozomlar iizerinde
boylesi anlamli ve birbirine yakin gen lokasyonlar1 oldugu gozlenmektedir.

4.2. MDMR Bulgularn

Arastirmanin ikinci ve temel basamagi olan MDMR uygulamasi ise bipolar
bozukluk tanist almis hastalarin fenotipik 6zellikleri bakimindan birbirleri ile ikili
farkliliklarina dayanan bir uzaklik matrisi temelli regresyon modeli ile incelenmistir.

Uzaklik matrisi hesaplamasi i¢in hastalik seyri ile iliskili oldugu diisiiniilen
toplam 25 adet fenotip kullanilmistir. Kayip verilerle ilgili filtreleme ve ¢alismaya
dahil edilme olgiitlerinin uygulanmasi sonucunda toplam 873 adet hastaya ait veriler
kullanilmistir.

Sekil 4.6 ile hesaplanmig olan 873 x 873 boyutundaki uzaklik matrisinin 1s1

grafigi bicimindeki gosterimi sunulmustur. Kirmizi tam benzerlik mavi ise tam
farklilik ifade eden renk kodudur.
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Sekil 4.6. Hastalara ait Uzaklik Matrisinin Grafiksel Gosterimi

Sekil 4.6’da grafiksel gosterimi sunulmus olan uzaklik matrisinin bagimh
degisken oldugu ve veri setindeki tiim SNPler’in de bagimsiz degiskenler olarak
uzaklik matrisindeki varyasyonu agiklamak {izere diisiiniildiigii MDMR analizinin ilk
temel basamaginda permiitasyon testleri kullanilmadan tiim 724.067 SNP i¢in F
istatistigi hesaplanmistir.

Hig permiitasyon testi uygulamadan tek bir SNP i¢in tek bilgisayar islemcisi
ayrilarak yiiriitiilen analizin siiresi yaklasik 1 saniye siirmektedir. Tiim SNPler’in F
istatistiginin hesaplanma siiresi, tek islemci kullanarak yaklasik 200 saattir.

SNPIler’in F istatistigi degerleri hesaplandiktan sonra permiitasyon testlerine
gecilerek istatistiksel olarak anlamli SNPler’i tespit etmek igin filtreleme
uygulanmigtir. F istatistigi diisiik olan ¢ok sayida SNP’in istatistiksel olarak anlamli
olamayacagi, yani p degeri belirlenmis alfa degeri olan 0,005’in altinda olacagi igin,
diisiik F istatistigi hesaplanan SNPler’e permiitasyon testi yapilmamistir. Boylece
cok fazla zaman ve bilgisayar kaynagi gerektiren ve istatistiksel olarak Gnemli
olmayacag kestirilen SNPler digsarida birakilmistir.

Bu asamada F istatistigine gore siralanan SNPler’den en yiiksek F istatistigine
sahip belirli sayida SNP permiitasyon testlerine dahil edilmistir. Bu sayiy1
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belirleyebilmek amaciyla, sirali listeden bazi SNPIer se¢ilmis ve bu SNPler’e 1.000
permiitasyonlu MDMR analizi uygulanmistir. Se¢ilen SNPler, F istatistigi en yiiksek
olan 500iinci, 1.000inci, 2.500inci ve 5.000inci SNPler’dir. Bu analizlerin sonunda
elde edilen p degerlerine bakildiginda 500iincii SNP ve 1.000inci SNP anlamli
bulunurken 2.500iincii SNP ve 5.000inci SNP’in anlamli olmadiklar1 gézlenmistir.
Boylece asil analiz i¢in sirali listedeki ilk 2.500 SNP’in se¢ilmesine karar verilmistir.
Secilen bu 2.500 SNP 1.000’er permiitasyon testi ile analiz edilmistir. Bu basamakta
alfa degeri 0,005 olarak belirlenmistir.

Sekil 4.7°de 724.067 SNP’e ait F istatistigi dagilimi grafigi c¢izilmistir.
Hesaplanan F istatistiklerinin ortalamasi 1,01 ve standart sapmasi da 0,79 olarak
bulunmustur. En diisiik F istatistigi 0 ve en yiiksek F istatistigi de 12,78’dir.
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Sekil 4.7. MDMR Analizi Sonucunda Tiim SNPIler’e ait F Istatistigi Degerlerinin Histogrami

Yukarida aciklandigi gibi, en yiiksek F istatistigine sahip 2.500 SNP
secilmigtir. 2.500tncii SNP’in F istatistigi 3,90’dir (Sekil 4.7). Dolayisiyla F
istatistigi 3,90 ile 12,78 arasinda hesaplanan toplam 2.500 adet SNP permiitasyon
testlerine tabi tutulmustur.

Bir adet SNP i¢in 1.000 permiitasyonlu tek bilgisayar islemcisi ayrilan
MDMR analizi i¢in gecen siire yaklasik 80 dakikadir. Toplam 2.500 SNP ig¢in
analizin tamamlanmasi yaklagik 3.300 saat (~140 giin) siirmektedir. Bu sebeple
analizler 10 adet paralel islemci ile yiiriitiilmiis ve kesintisiz yaklagik 2 hafta zaman
almustir.

Belirlenmis olan 0,005 diizeyindeki istatistik anlamliligi 2.500 SNP’den
1.728 tanesi saglamistir. Tablo 4.3’de bu SNPIler’den ilk 100 tanesi gosterilmistir.
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Tablo 4.3. MDMR Sonuglaria Gére Istatistiksel Olarak Anlamli Bulunan ilk 100 SNP

SNP N . F p Aciklanan Varyasyon
Istatistigi Yiizdesi

1s9352737 | 865 12,775 0 0,0145
rs12035324 | 867 12,201 0 0,0139
rs12332357 | 862 11,259 0 0,0129
rs1351959 | 873 10,113 0 0,0114
rs9375754 | 873 9,492 0 0,0213
154664525 | 871 9,051 0 0,0204
1s9946845 861 9,543 0 0,0109
rs9361538 | 864 9,663 0 0,0110
rs4706789 | 873 9,676 0 0,0109
1s7278456 | 867 9,008 0 0,0204

rs871436 872 8,961 0 0,0201
1s9964530 | 873 9,173 0 0,0206
rs1440752 | 873 9,056 0 0,0203
rs16844893 | 870 8,998 0 0,0102
rs17211228 | 873 8,790 0 0,0100
rs9577730 | 853 8,519 0 0,0099
rs10104788 | 873 8,179 0 0,0184
rs10506556 | 873 8,394 0 0,0189
1s2469354 | 871 8,061 0 0,0182
rs1994069 | 873 8,447 0 0,0096
rs6828388 | 872 8,435 0 0,0096
rs6027005 873 8,195 0 0,0184
152028945 | 865 8,147 0 0,0185
rs3783124 | 825 8,645 0 0,0104
156791443 | 870 8,278 0 0,0187
1s6462731 871 7,872 0 0,0178
rs11074925 | 871 8,381 0 0,0095
rs16932028 | 872 7,910 0 0,0178
rs10914351 | 865 8,801 0 0,0101
rs12370025 | 870 8,257 0 0,0186
rs7485934 | 873 7,793 0 0,0175
rs1525299 | 867 8,049 0 0,0182
rs17251516 | 873 8,041 0 0,0181

1s678262 873 7,830 0 0,0176
rs7159893 | 873 7,949 0 0,0179
rs11116610 | 872 7,846 0 0,0177
rs1782938 | 870 7,652 0 0,0173
rs1735318 | 873 7,483 0 0,0168
rs16982391 | 872 7,667 0 0,0173
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156562214 | 863 7,808 0 0,0178
rs16855571 | 869 7,729 0 0,0088
156739985 869 7,520 0 0,0170
rs17345849 | 873 7,395 0 0,0167
rs2888810 | 873 7,284 0 0,0164
157242702 | 873 7,746 0 0,0174

rs628299 869 7,342 0 0,0166
1s9955571 871 7,735 0 0,0174
rs4752594 | 873 7,453 0 0,0085
rs10788208 | 873 7,453 0 0,0085
rs10861139 | 873 7,265 0 0,0164
rs8058644 | 857 7,039 0 0,0162
rs7091811 872 7,422 0 0,0084
rs10749429 | 872 7,433 0 0,0084
rs10861137 | 873 7,220 0 0,0163
rs7298655 873 7,230 0 0,0163
rs1659132 | 857 7,314 0 0,0168
rs3850016 | 873 7,239 0 0,0163
1s7295499 | 873 7,239 0 0,0163
rs7314790 | 873 7,239 0 0,0163
1s7964654 | 873 7,239 0 0,0163
157465143 866 7,293 0 0,0166
156715405 858 7,467 0 0,0171
1s9289348 867 6,977 0 0,0158
rs7008053 873 7,551 0 0,0170
rs16869462 | 873 7,186 0 0,0162
1517059290 | 873 7,061 0 0,0159
rs12329322 | 872 7,275 0 0,0164
rs12570407 | 873 8,091 0 0,0092
rs10958627 | 873 7,395 0 0,0084
rs6558795 865 7,235 0 0,0164
1s9576468 842 7,073 0 0,0165
rs7301439 | 864 7,065 0 0,0161
rs10197160 | 871 7,460 0 0,0085
rs17113474 | 873 7,593 0 0,0086
1s9491951 854 7,046 0 0,0082
19976065 861 7,314 0 0,0084

rs472730 865 7,260 0 0,0165
1s9372972 | 873 6,981 0 0,0157

rs995322 872 7,141 0 0,0161
1s9352744 | 872 7,776 0 0,0088
rs6790032 | 859 6,850 0 0,0157
rs10829631 | 872 7,133 0 0,0161
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rs12680875 | 873 7,017 0 0,0158
rs17099529 | 858 7,594 0 0,0088
154943561 863 6,866 0 0,0157

rs727389 867 6,732 0 0,0153

rs528765 865 6,965 0 0,0158
159682236 873 6,727 0 0,0152
rs17127810 | 873 7,029 0 0,0158
1s9321245 870 6,743 0 0,0153
rs13358776 | 849 7,008 0 0,0162
rs3850017 872 6,745 0 0,0152
rs11250936 | 847 6,633 0 0,0154
rs17071652 | 805 6,900 0 0,0169
rs11263754 | 872 6,521 0 0,0147
rs17781327 | 873 6,791 0 0,0153
1516992856 | 870 6,567 0 0,0149
rs1516555 873 6,772 0 0,0153
rs2162075 872 7,197 0 0,0162
1512424244 | 871 6,804 0 0,0154

Tablo 4.3°de goriildiigii gibi bazi SNPler i¢in analize giren kisi sayis1 873°de
daha azdir. Bunun nedeni, verinin genotip kismindaki eksikliklerdir. Bireylerden
aliman doku veya kan 6rneklerinin sekanslama sirasinda cesitli faktorlere bagl olarak
caligilan tiim genom bdlgeleri i¢in genotiplenememesinden kaynaklanmaktadir.

Tablo 4.3°de ayrica “Aciklanan Varyasyon Yiizdesi” siitunu sunulmustur. Bu
siitundaki degerler, her bir SNP’in uzaklik matrisinde arastirilan varyasyonun ne
kadarlik bir kismin1 agiklayabildigini gdstermektedir. Ornegin F istatistigi en yiiksek
bulunan 1s9352737 numarali SNP, uzaklik matrisinde gozlenen varyasyonun
%0,0145 kadarini agiklamaktadir.

Analiz sonucunda 0,005 diizeyinde anlamli bulunan 1.728 SNP i¢in agiklanan
varyasyon yiizdesi kismi1 toplandiginda %19,55 bulunmaktadir. Yani MDMR analizi
ile hastalarin fenotipik 6zelliklerini temel alan bir uzaklik matrisi olusturulup 0,005
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli olan tiim SNPler incelendiginde, bu 1.728
SNP’in toplam varyasyonun toplamsal olarak 919,55 kadarim1 agikladigi
gozlenmektedir.

4.3. GWAS ve MDMR Bulgularinin Birlestirilmesi

GWAS ve MDMR basamaklarindan olusan tiim ¢6ziimlemelerin sonucunda
elde edilen 2 kiime SNP vardir: bu kiimelerden birincisi GWAS ile tespit edilen
SNPIer, ikincisi ise MDMR ile tespit edilen SNPler’dir.

Her iki analiz sonucunda elde edilen sirali listelerdeki ilk 2.500 SNP i¢inde
herhangi bir kesisim olup olmadig: incelendiginde ise, her iki analizde ortak olarak
en tepedeki 2.500 SNP listesine giren 12 adet SNP oldugu goriilmiistiir. Bu SNPler
Tablo 4.4 ile gdsterilmistir.
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Tablo 4.4. GWAS ve MDMR Analizlerinde En Ust 2.500 SNP Arasinda Ortak SNPler

GWAS GWAS p MDMR MDMR p
SNP o . - .
Siralamasi Degeri Siralamasi Degeri
1s620918 8 0,000009399 397 0

rs8044639 161 0,0002019 2.489 0,029
rs13338967 223 0,0002667 2.485 0,024
rs41343045 464 0,0005569 2.245 0,009
rs17087294 958 0,001148 2.175 0,009
rs9392129 1.523 0,001876 2.085 0,008
rs11243875 1.588 0,001952 1.002 0,002
rs7863484 1.873 0,002294 1.621 0,004
rs11814078 1.922 0,002369 2.293 0,010
rs9649850 1.967 0,002424 1.414 0,003
rs11838644 2.236 0,002768 2.474 0,020
rs17295058 2.344 0,002924 2.384 0,014
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TARTISMA

Genetik iliski arastirmalari, kompleks hastaliklarin ve fenotiplerin ortaya
cikmasina etki eden kalitsal faktorlerin neler oldugunu anlayabilmek i¢in 6zellikle
20. ylizyilin ikinci yarisindan itibaren ¢ok sayida bilimsel ¢alismada uygulanmistir.

DNA’nin yapisal olarak kesfi 1953 senesinde James D. Watson ve Francis
Crick tarafindan gerceklestirilmistir. Bu c¢alisma ile birlikte bilim diinyasinda
yepyeni bir devir agilmis, biyolojik bilimler ve tip alaninda birbirini takip eden
bircok yeni bulus goriilmiistiir. Canlilarin genetigine iliskin bilinenler arttikea,
yiizyillardir nesilden nesle iletildigi gozlenen o&zelliklerin hangi mekanizmalarla
aktarildigina iligkin sorularin da cevabmi arayan aragtirmalar tasarlanarak
uygulanmaya baslanmistir.

Ote yandan, teknoloji alaninda kaydedilen yiiksek ivmeli gelismeler, tiim
bilim alanlarinda oldugu gibi, molekiiler biyoloji ve genetik alaninda da kendini
gostermeye baslamistir. Onceleri laboratuvar ortamimda emek-yogun, yiiksek
konsantrasyon isteyen, zaman alic1 ve gorece diisiik giivenilirlikli sonuglar veren
yontemler ile yiirlitilen aragtirmalar yapilmaktaydi. Fakat yiiksek mikrodizi
teknolojileri, DNA sekanslama teknikleri ve mikrogipler kullanilmaya baslandikca
benzer arastirmalarin sayisi ve kalitesi de artmaya baslad.

Yeni milenyum ile birlikte Human Genome Project ve International HapMap
Project gibi iki biiylik arastirmanin sekillenmesi, genetik calismalarin bilimsel
arastirmalarin en 6nemli odaklarindan biri haline doniismesini saglamistir. Genetik
arastirmalar sadece klinik tibb1 ilgilendiren alanlarda degil, biyoloji, gida
miihendisligi, viroloji, ziraat ve daha bir¢ok dala da damga vurmaya baslamistir.

Tim bu gelismelerin neticesinde ortaya ¢ikan en biiyiik sonuglardan birisi
devasa boyutlarda verinin iiretilmesi olmustur. Verilerin islenmesi, kalite kontrolii,
depolanmas1 ve analiz edilmesi baghi basina yeni bir disiplinin evrilmesine yol
acmistir.

Temelleri matematik, istatistik, biyolojik bilimler ve enformasyon
teknolojileri iizerine kurulu olan biyoinformatik alani, varolus sebebi geregi cok
disiplinli bir alan olarak ortaya ¢ikip giin gectikce daha da fazla 6nem kazanmaya
baslamistir. Fakat bOyle aragtirmalardan elde edilecek verileri isleyerek bilgiye
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doniistiirecek sekilde analiz edebilmek icin yeni ve etkin stratejilere ihtiyag
duyulmaktadir.

GWAS arastirmalari, genetik verilerin etkin kullanildigi temel yontemlerin
basinda gelmektedir. Ilki 2005 yilinda yayilanan bu arastirmalar, birgok hastalik ve
fenotipin kalitsalligina iligkin 6nemli bulgulara erismemize olanak tanimistir [53].
Bununla birlikte, zaman igerisinde GWAS c¢alismalarinin kisithliklart daha da
netlesmis ve yeni alternatif yaklasimlara gereksinim duyuldugu goriilmiistiir [79].

Geleneksel istatistiksel yaklagimlar ve yaygin kullanilan c¢ok degiskenli
yontemlerin genomik verilere uygulanmasi ise bazi agilardan sorgulanmaktadir.
Ornegin tek degiskenli geleneksel istatistiksel ¢dziimleme ydntemlerinin, bir¢ok
faktorden etkilenen ve bu faktorlerin toplamsal etkisi sonucunda ortaya ciktigi
diisiiniilen problemlere yaklasimi yetersiz kalabilmektedir. Yapilan ¢alismalar
gostermistir ki Mendeliyen 6zellik gosteren smirli sayidaki hastalik ve fenotipler
disinda birgok kalitsal 6zellik kompleks yapidadir. Genetik bilginin ¢evre faktorleri
ve davranigsal ozelliklerle etkilesimi belirleyici olabilmektedir [59, 101]. Bu agidan
tek degiskenli yontemlerin ¢ozlimlemeleri bir¢ok genetik problemi agisindan tatmin
edici olmamaktadir.

Standart ¢cok degiskenli istatistiksel analizlerde ise genetik arastirmalara 6zgii
baz1 zorluklar goriilebilmektedir. Bu zorluklardan biri, ¢ok fazla sayida degiskenle
yiirlitilen fakat oOrneklem biiyiikliigli gorece az olan arastirma tasarimlaridir.
Giliniimlizde birgok genetik aragtirmada 1.000 — 2.000 civarinda bireye
ulasilabilmektedir. Maliyetlerin ¢ok fazla sayida olgu ile calisilabilmesini
kisitlamasi, biiylik 6rneklemlere erismenin dogal zorluklari, arastirilan bazi hastalik
ve fenotiplerin toplumda nadir goriilmesi gibi sebeplerle kisi sayis1 genellikle belirli
diizeylerin tstline ¢ikamamaktadir. Bununla birlikte hemen hemen her genetik
arastirmada ¢ok fazla sayida faktoriin etkisi arastirilmak istenmektedir. Ornegin gen
ekspresyonu temelli arastirmalarda yaklasik 20.000 civart gene ait veri
toplanmaktadir. Yine standart bir GWAS i¢in bir milyon civarinda SNP’in etkisi
incelenmektedir. Orneklem sayismin kisitli, incelenen bagimsiz degisken sayisminsa
orneklem sayisina goére cok fazla olmasi, geleneksel c¢ok degiskenli analiz
yontemlerinin uygulanma zorluklarinin baslicalarindandir [14]. Boylesi durumlarda
caligmanin istatistiksel giicliniin diisiik olmasi istenmeyen bir durumdur.

Bir diger onemli konu da istatistiksel hatanin ¢oklu testler neticesinde
bliylimesidir. Cok sayida degiskenin incelendigi arastirmalarda hesaplanan
istatistiksel hatalarin ¢oklu testlere gore diizeltilmesi, birgok arastirmanin
odaklandig1 bir konudur [150]. Ornegin yanls bulunusluk orani (false discovery rate
— FDR) yaklasimi ile ¢oklu karsilastirmalarda diizeltmeler yapilabilmektedir. FDR,
hata sonucunda reddedilen yokluk hipotezlerinin (tip I hata) toplam reddedilen
hipotezler igindeki beklenen oranini esas alarak diizeltme uygular. Standart
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istatistiksel ¢oziimlemelerden sik kullanilan hata diizeltme yaklasimlarindan birisi
olan Bonferroni diizeltmesine kiyasla daha esnektir. Bu nedenle genetik
arastirmalarda kullanilma orani1 da fazladir. Cok sayida FDR diizeltmesi yaklagimi
One siiriilmiistiir. Genetik arastirmalarda en sik kullanilan ydntemlerin basinda
Benjamini-Hochberg yontemi gelmektedir [151].

Cok degiskenli istatistiksel yoOntemler, yogun hesaplama gerektiren
matematiksel uygulamalardir. Her ne kadar bilgisayar donanim ve yazilim
teknolojilerinde biliyiik ilerlemeler gerceklesmis de olsa, ¢ok boyutlu verilerin
analizinde bu yontemlerin kullanilmasi biiylik miktarlarda bilgisayar kaynagina ve
uzun zamanlara gereksinim duymaktadir. Bu sorundan kaginabilmek ig¢in veri
indirgeme yaklasimlari onerilebilir. Fakat birgcok kompleks fenotipin ortaya ¢ikisinda
popiilasyonda nadir goriilen fakat etkilenen bireyin genomunda ¢ok sayida bulunmast
muhtemel varyantlarin toplamsal etkisi oldugu disiiniildiigiinde, indirgeme
yaklasimlarinin da yetersiz olacagi goriilebilir [33, 35, 36]. Bu nedenle genomik
arastirmalar i¢in, elde edilmis verileri her detayr ile degerlendirebilecek
cOziimlemelerin kullanilmas1 gerekmektedir.

Biitlin bu siralanan sebeplerin etkisiyle, genomik arastirmalarla elde edilen
verilerin analizi i¢in yeni yaklasimlara gereksinim duyulmaktadir. Bu yaklagimlarin
hem istatistiksel olarak giiclii testler olmas1 hem de kaynak kullanimi bakimindan
etkin olmas1 gerekmektedir.

MDMR yontemi de benzer problemler i¢in sekillendirilmis ¢ok degiskenli bir
¢Oziimleme aracidir. Yontemin bireyler arasinda Olglilen benzerlik / uzaklik temelli
bir bagimli degisken matrisini temel alarak ¢ok sayida genetik degiskeni kullanip bu
matris igindeki varyasyonu aciklamasi hedeflenmektedir. ilk teorik temelleri
McArdle ve arkadaslar1 tarafindan atilan [97] ve ardindan Schork ve arkadaslari
tarafindan genomik arastirmalarda da kullanilabilmek iizere sekillendirilen [14] bu
yontem su ana kadar gesitli ¢alismalarda uygulanmistir [15-18, 98]. Yontemin
agirlikli olarak uygulandigi genetik arastirmalarin ortak 6zelligi, gen ekspresyonu
temelli arastirmalar olmalardir. Bireyler arasindaki benzerlik veya farkliliklar,
genlerin ekspresyon degerlerine gore hesaplanmis ve bagimli degisken matrisi boyle
olusturulmustur [14]. Matrisin grafiksel gosterimi, bireyler arasindaki kiime ve
oriintiileri de sekilsel olarak ortaya koyabilmektedir (Sekil 4.6).

Fakat yontemin esnekligi ve istatistiksel giic acisindan diger bir¢cok c¢ok
degiskenli ¢oziimleme yontemine gore biiylik sayilarda degisken igeren arastirmalara
uygun oldugunun gosterilmis olmasi [14], yontemin SNP temelli arastirmalar i¢in de
uygun olabilecegini diisiindiirmektedir. Yukarida da vurgulandig1 gibi standart bir
SNP temelli aragtirmada, SNP sayis1 bir milyona kadar ulagabilmektedir.

Ayrica birgok arastirmaci sadece belirli bir fenotipin / hastaligin varligi veya
yoklugunun nedenselligini degil, hastaliklarin seyrini belirleyen kalitsal faktorleri
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incelemektedir. Geleneksel vaka — kontrol ¢caligmalarinin 6tesinde, bireylerden alinan
fenotipik bilgilerin dnemli oldugu benzer arastirmalarda toplanan bu bilgilerin analizi
icin MDMR yonteminin uygun oldugu diisiiniilebilir.

Bu arastirmada MDMR yontemi ilk kez fenotip X genotip etkilesimini
inceleyebilmek amaciyla kullanilmistir. Bipolar bozukluk hastalarindan toplanmis
olan ve her biri klinik olarak hastalik seyriyle yakin iliskili kabul edilen ¢ok sayida
farkli fenotip temel alinmis ve bireylerin birbirleri ile gosterdikleri farkliliklar
incelenmistir. Bu amagla fenotip temelli bir uzaklik matrisi olusturulmus ve GWAS
arastirmasi i¢in toplanmis olan 725.000 civar1 SNP bilgisi bu matristeki varyasyonu
acgiklamada kullanilmstir.

Hepsi ayni taniyr almig bireylerin biitiinliyle benzer hastalik seyri
gostermeyebilecegi bilinmektedir. Bir¢ok kompleks hastalik i¢in farkli hastalik
evreleri ve karakteristikleri vardir. Noropsikiyatrik bozukluklar da bu anlamda
oldukca heterojen seyre sahiptirler. Bir hastaligin patofizyolojisi biliniyorsa (6rnegin
bir enzim eksikligi), bu durumda aday genleri belirlemek ve DNA sekansiin hangi
bolgesinin hastalia neden oldugunu tespit etmek gorece kolaydir. Psikiyatrik
bozukluklar i¢inse patofizyoloji genellikle bilinmemektedir [123]. Ayrica kompleks
hastaliklarin nadir goriilen ama bireyde fazla sayida bulunabilen genetik varyantlarin
toplamsal etkisinden kaynaklanabilecegi de diisiiniildiiglinde, hasta bireylerin
tagidiklar1 genetik varyasyon miktarima gore hastalik seyirlerinin  degisiklik
gosterebilecegi varsayilabilir.

Buradan hareketle arastirmamiz hasta bireylerin fenotipik verilerini
genomlarindan elde edilmis SNP verileri ile agiklayabilme amacina odaklanmustir.
MDMR yonteminin basamaklandirilmasi ve permiitasyon testleri i¢in belirli bir
strateji izlenmesi sonucunda toplam 1.728 adet SNP’in 0,005 seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Tablo 4.3’de F istatistigine gore siralanmig
sekliyle en anlamli bulunan 100 SNP gosterilmistir. Ayrica MDMR analizi
sonucunda anlamli bulunan bu 1.728 SNP’in, fenotip bilgileri ile olusturulmus
uzaklik matrisindeki varyasyonun toplam %19,55’ini acikladigi bulunmustur. Bu
bulgu, genetik varyasyonlarinin etkisinin toplamsalligi bakimindan o6nemlidir.
Incelenen SNPler’den yaklasik %0,24ii istatistiksel olarak onemli bulunurken bu
SNPler toplamda fenotipik varyasyonun yaklasik %20’sini agiklayabilmektedir.

Sekil 4.6’da hastalarin fenotipik bilgileri ile olusturulan uzaklik matrisinin 1s1
grafigi ile gosterimi sunulmustur. Bu grafikten hastalarin birbirleri ile olusturduklar
dogal kiimeler ve oriintiiler de goriilmektedir. Bu gosterim, MDMR analizinin
gorsellik bakimindan sagladigi 6nemli bir avantajdir.

Calismamizin bir diger amaci da hem hasta — kontrol arasinda anlaml etki
gosteren hem de sadece hasta grubu icerisindeki fenotipik varyasyonu agiklayan
SNPIler’in var olup olmadigini inceleyebilmektir. Tablo 4.4’de bu kosulu yerine

55



getiren 12 adet SNP’e iliskin bilgiler sunulmustur. Bu 12 SNP’in hem hastaligin
ortaya ¢ikmasinda hem de seyrinde dnemli oldugu goriilmektedir. Calismamiz bu
ozelligiyle de bipolar bozukluk genetigi alaninda yapilmis tek aragtirmadir.

Arastirmamizla ilgili en 6nemli kisithilik, MDMR yo6nteminin ¢ok yogun
kaynak kullanimi gerektirmesidir. Toplam 1.000 adet permiitasyon testine tabi
tutulan tek bir SNP i¢in harcanan siirenin 80 dakikayi bulmasi, biitiin genomdan
alinmis olan yaklagik 725.000 SNP’in hepsi i¢in permiitasyon testlerinin yapilmasini
olanaksiz kilmaktadir. Yine de F istatistigi temel alinarak uygulamis oldugumuz
filtre basamagi ile goz ardi edilebilir etkisi olan SNPler’i eleme ydniindeki
stratejimizin verimli oldugu savunulabilir. Anlamli bulunan SNP oraninin agikladig
yiiksek miktardaki fenotipik varyasyon da bu goriistimiizii desteklemektedir.

Bununla birlikte, genom c¢apindaki anlamlilik i¢in 1.000’den fazla
permiitasyon testine ihtiya¢ duyulabilir. Genom capinda istatistiksel olarak anlamli
kabul edilebilecek p degerinin 10 seviyesinde hesaplanmasi planlanacak olursa
permiitasyon sayisini bin katina g¢ikarmak gerekecektir. Bu durumda benzer bir
calismanin tamamlanmasi i¢in 1.000 paralel islemci kullanildig1 varsayilirsa kabaca
140 giine ihtiyag duyulacaktir. Paralel islemci kullanimi ve analize iliskin bir
planlama stratejisi sarttir. Bu acgidan yontemin diger benzer ¢ok degiskenli
yaklasimlara kiyasla bir avantaj saglamadig1 sdylenebilir.

Tim genomdan SNP diizeyinde toplanan veriler genellikle GWAS
arastirmalarinin temelini olusturmaktadir. Gen ekspresyonu Olgiilerek yapilan
arastirmalarda ise etkiler gen seviyesinde Ozetlenmektedir. Arastirmamizda
uyguladigimiz GWAS yaklasiminda ise hem SNP hem de gen diizeyinde istatistiksel
etkiler incelenmistir. Tablo 4.1’de anlamli bulunan SNP’ler goriilmektedir. Ek
olarak, tim SNPlere ait GWAS sonuglar1 ile yapilan yeni hesaplamalar ile gen
diizeyinde istatistiksel anlamlilik incelenmistir. Bu ek analize iliskin bulgular ise
Tablo 4.2 ile sunulmustur. Her iki diizeyde etkinin birlikte sunuldugu aragtirmalarin
daha aciklayici olacagi ve gelecek arastirmalarda da buna benzer bir stratejinin
benimsenecegi diisiiniilmektedir. Bu bakimdan arastirmamiz biiyiik bir GWAS verisi
ile hem SNP hem de gen bazinda analiz gergeklestirilen ilk uygulamalardandir.

Sekil 4.1 ve Sekil 4.3’de GWAS arastirmasinin hem SNP temelli hem de gen
temelli basamaklar i¢in Q-Q grafikleri sunulmustur. Bu grafikler her iki basamakta
da elde edilen p degerlerinin yanliliktan uzak oldugunu gostermektedir. Ozellikle
Sekil 4.3’de gosterilen gen temelli basamaga ait sonuglar bu bakimdan daha da
onemlidir. Bunun nedeni, gen temelli genetik arastirmalarin esas olarak genlerin
ekspresyon diizeyleri Olciilerek gerceklestirilmesi fakat bizim arastirmamizda bunu
SNPler bazinda hesaplanan p degerlerinden yola c¢ikilarak yapilmasidir. Bu
basamakta kullandigimiz istatistiksel yontemin, gercek veriler ile bdylesine
yanliliktan uzak bulgular saglamasi dikkat ¢ekicidir.
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Biyoinformatik alanimin ¢ok disiplinli dogas1 geregi, ele alinan arastirma
sorusunun ait oldugu birincil disiplinle igbirligi O6nemlidir. Bu anlamda
bulgularimizin, arastirmamizda kalitsal faktorlerin etkisinin incelendigi énemli bir
noropsikiyatrik hastalik olan bipolar bozukluk tanisinin klinik diizeyde yetkin
uzmanlarinca degerlendirilmesi Onemlidir. Biyoinformatik yaklasimlar benzer
problemler i¢in gilivenilir ve etkin ¢6zlim stratejileri liretmek ve uygulamak amaciyla
sekillendirilmektedir. Bu stratejilerin bilimsel isbirligi dahilinde ilgili disiplinlerle
beraber uygulanmasi esastir. Bu bakimdan arastirmamizin bulgularinin klinik
onemliligi ~ve  yorumlanmasi temel olarak uzman  psikiyatristlerce
degerlendirilmelidir.

Bununla birlikte, basta bipolar bozukluk olmak {izere bir¢ok noéropsikiyatrik
rahatsizlikla ilgili su ana kadar yaymlanmis genetik aragtirma bulunmaktadir. Bu
aragtirmalar sonucunda bu kompleks hastaligin kalittmin1 dogrudan agiklayan SNP
veya genlerin olmadigi goriilmektedir. Fakat bazi arastirmalarda istatistiksel olarak
onemli oldugu gosterilen bazi genom boélgelerinin tekrarli olarak rapor edildigi
gortlebilir. Bu genlerden baslicalar1 DGKH, CACNAIC ve ANK3 genleri olup
cesitli arastirmalarda bu genlerin genom ¢apinda anlamli olduklar1 tekrarli bigimde
gosterilebilmistir [5-12].

Bizim arastirmamizda ulastifimiz bulgular da eski benzer caligmalara
bakilarak degerlendirilebilir. Bu degerlendirme her ne kadar alanin klinik uzmanlar1
tarafindan yorumlanmak durumunda da olsa, bulgularin karsilastirmali incelenmesi
arastirmamiz bakimindan degerlidir.

GWAS basamaginda anlamli bulunan rs11789399, rs10496702, rs10949808,
rs11740562 ve rs6046396 numarali SNPler daha once gergeklestirilen bir meta analiz
caligmasinda da bipolar bozukluk ile iliskilendirilmistir [152]. Smith ve
arkadaglarinin bipolar bozuklugu farkli irklarda inceledikleri bir diger arastirmada
yine rs10193871 ve rs5907577 numarali SNPler raporlanmiglardir [5]. Graae ve
arkadaglarinin bipolar genetigine iligskin aragtirmasinda da rs6023059 SNP’i 6nemli
bulunmustur [153].

Cok sayida SNP’inin GWAS sonucunda istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gostermis oldugumuz NAPS5 geninin birden ¢ok bipolar ¢aligmasinda hastalikla
iligskilendirilmis oldugu goriilmektedir [5, 152]. Ayrica bu gen bir baska psikiyatrik
rahatsizlik olan dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu ile de iliskilendirilmistir
[154]. Crisafulli ve arkadaslarinin yakin zamanda yaptiklar1 arastirmada, bizim
calismamiz1 destekler sekilde CREBBP geninin bipolar bozukluk ve depresif
bozukluk gibi néropsikiyatrik hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir [155].

GWAS bulgularimiza gére SNP bazinda anlamliliga bakildiginda 8, 17 ve 18
numarali kromozomlar iizerinde yer alan SNPler’de istatistiksel anlamlilik
gorilmedigi  gozlenmektedir  (Sekil  4.2).  Sonuglar gen  seviyesinde
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degerlendirildiginde ise 4, 8, 9, 10, 14, 16 ve 21 numarali kromozomlarda
istatistiksel anlamlilik gosteren gen sayisinin hi¢ olmadigi ya da ¢ok az oldugu
gbzlemlenmistir (Sekil 4.4).

Aragtirmamizin klinik anlamda en Onemli basamaklarindan biri GWAS
uygulamasi ile MDMR uygulamasinin bulgularini birlikte degerlendirmektir. Tablo
4.4 ile sunulmus olan 12 adet SNP, hem hasta — kontrol farkliliklarin1 inceleyen
GWAS aragtirmasinda hem de sadece hasta olgular arasindaki varyasyona odaklanan
MDMR analizinde istatistiksel anlamlili§1 en yiiksek olan ilk 2.500 SNP arasinda
ortak bulunmaktadirlar. Bu SNPler’den en anlamlis1 olan rs620918, 3’iinci
kromozom iizerinde yer almaktadir. Bu SNP, GWAS sonucunda p degeri en diisiik
bulunan 8. SNP’dir. MDMR analizinde de F istatistigi bakimindan en yiiksek 397.
SNP oldugu goriilmiistiir. rs620918 numarali SNP daha 6nce Smith ve arkadaglarinin
yapmis oldugu GWAS arastirmasinda da bipolar bozukluk ile iliskilendirilmistir [5].
Tablo 4.4’de sunulmus olan diger 11 SNP icin literatiirde noropsikiyatrik
bozukluklarla iliski rapor eden herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamis olmakla birlikte,
bizim arastirmamizda bu SNPler’in hem hastaligin ortaya cikisiyla hem de seyriyle
ilgili istatistiksel onemlilik gostermesinin degerli bir bulgu olabilecegi diisiiniilebilir.

Arastirmamiz, genomik caligmalarda uygulanan yontemlerin gergek veriler
ile test edilmesi agisindan 6nemlidir. Ozellikle MDMR uygulamasinin fenotip X
genotip etkilesimi acisindan yeni bir yaklagim sundugu gergektir. Hastaliklarin veya
insan topluluklarinin fenotipik agidan benzerlikleri veya farkliliklarinin SNP
seviyesinde incelenmesi onemlidir. Ozellikle gelecek yillarda daha da fazla dnem
kazanacak olan kisisellestirilmis tip uygulamalar1 bakimindan bireylerin tasidiklari
fenotipik Ozellikler daha degerlenecektir. Genetik aragtirmalarinda bireye ve aileye
ait fenotip verilerinin daha fazla toplanip degerlendirilecegi ongoriilebilir. MDMR
yontemi, bu veriler i¢in istatistiksel olarak gli¢lii ve esnek bir ¢oziim sunmaktadir.
Yontemin kaynak harcamasi bakimindan optimize edilmesi ve bdylelikle daha kisa
siirede bulgu vermesi yOniinde c¢alismalara ihtiya¢ vardir. Yazilim agisindan da
gorece daha agir c¢alisan R scripti gozden gegirilebilir veya C++ gibi temel
programlama dilleri ile yeni bir kod gelistirilebilir. Bizim ¢alismamizda kullanilan R
scripti SNP verilerindeki eksikliklere izin vermektedir. Bu agidan mevcut
alternatiflerin en uygunudur.

Ozetle, biyoinformatik alanmnin giderek gelistigi ve artan ihtiyaca gore etkin
coziimleme tekniklerine giin gectikge daha fazla ihtiya¢ duydugu diisiiniiliirse,
calismamizin MDMR uygulamas1 bakimindan degerli ve gelecekteki arastirmalara
151k tutucu oldugu goriilebilir. Kanita dayali ve kisisellestirilmis tip alanlarinda
genomik bilginin daha fazla kullanimina olanak taniyacagi diigiiniilen bu yontemin
gergek verilerle uygulanmasi degerlidir. Yontemin kisithliklar1 giderilir ve
gelecekteki optimizasyonu diisiiniiliirse, bircok klinik problemde verimli sekilde
kullanilabilecegi gbézlenmistir.
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SONUCLAR

. GWAS arastirmalar1 kisithliklarina ragmen en temel genomik arastirma
yontemidir. Gelecekteki GWAS calismalarinda teknolojideki gelismelerle birlikte
genomdan toplanacak olan daha detayli verinin analizi ile nadir goriilen
varyantlarin da etkisi incelebilecektir.

. Bir¢ok kompleks hastalikta ¢ok sayida genetik varyasyonun toplamsal etkisi
belirleyici olabilmektedir.

. Genetik arastirmalar sadece vaka — kontrol tasariminda degil, fenotipik
Ozelliklerin de arastirilmasina yonelik diisiiniilmelidir. Epigenomik yaklagim ile
bireylerde ortaya c¢ikan fenotipik Ozelliklerin gen X c¢evre etkilesimi ile
sekillendigi disiintilebilir. Bu yiizden kompleks hastaliklarin anlagilmasi
amaciyla fenotipik 6zelliklere de odaklanmak gerekir.

. MDMR yontemi bireylerin ¢esitli fenotipik 6zellikler bakimindan birbirleri
arasindaki varyasyonlarinin anlasilabilecegi, kolay gorsellestirilebilme avantaji
sunan, esnek ve istatistiksel olarak giiclii bir yontemdir. Calismamizda tartigilan
kisitliliklar1 da dikkate alinarak daha da gelistirilmelidir.

. Epigenomik, kanita dayali tip ve kisisellestirilmis tedavi gibi alanlar agisindan
MDMR yontemi ile elde edilebilecek bulgular degerlidir.

. Bipolar bozukluk verisi ile gerceklestirilen uygulamalar sonucunda klinik olarak
degerli olabilecek bulgulara erisilmistir. Hem SNP diizeyinde hem de gen
diizeyinde ulasilan bu bulgularin degerlendirilmesi, hastalik genetigine iligskin
yeni bilgiler sunabilir.

. Ozellikle GWAS ve MDMR bulgularinin birlestirilmesi ve elde edilen sonuglarm
literatiirle  birlikte degerlendirilmesi, bulgularin  degerini  artirmaktadir.
Biyoinformatik c¢o6ziimlemeleri agisindan birden ¢ok yoOntemin es zamanl
uygulanmasi ve bulgularinin birlestirilmesi 6nemlidir.

. Aragtirmamiz, hem gorece yeni bir analiz yonteminin fenotip X genotip
etkilesimi problemi iizerinde uygulanmasi bakimindan hem de yerlesmis genetik
aragtirma teknikleri ile birlikte degerlendirmeye olanak tanimasi agisindan ilk
olma oOzelligindedir. Bulgularin klinik Onemi psikiyatri alanimin kalitimla
ilgilenen uzman hekimlerince degerlendirilmelidir.
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Abstract This study determined the allelic frequency and genotypic distribution
of an angiotensin-converting enzyme (ACE) polymorphism and serum ACE activity
in Turkish patients with obstructive sleep apnea syndrome (OSAS). A colorimetric
assay measured serum ACE activity in 73 of 97 subjects. Frequencies for II, ID, and
DD genotypes were 19.6, 53.6, and 26.8% in the OSAS group and 15, 38, and 47%
in the control group, respectively (P = 0.02). The I allele frequency was higher in
the OSAS group than in the healthy control group (P = 0.02). Carrying the I allele
(IT or ID genotypes) increased OSAS risk 2.41 times in the Turkish population.
Mean ACE activity was significantly lower in patients with the II genotype than in
the DD genotype (P = 0.011), and ACE activity was significantly lower in patients
with severe OSAS than in those with mild OSAS (P = 0.006). Our results suggest
that I and ID genotypes of the ACE gene increase the risk of developing OSAS in
the Turkish population.
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Introduction

The modern obesity pandemic is likely to increase the prevalence of obstructive sleep
apnea syndrome (OSAS), the most common form of sleep-disordered breathing (Taheri
2004; Taheri and Mignot 2002). OSAS is associated with snoring, apnea, daytime
sleepiness, and significant mortality due to accidents and cardiovascular events
(Ursavas et al. 2007). Therefore, understanding the pathophysiologic basis of OSAS is
essential for the development of prevention, screening, and therapeutic strategies.

First-degree relatives of patients with OSAS have been shown to be at high risk
for development of this disorder. Familial aggregation studies indicate that most of
the OSAS risk factors were obesity, ventilatory control abnormalities, and
craniofacial dysmorphism (Taheri and Mignot 2002; Kaparianos et al. 2006). The
study of Palmer et al. suggests the involvement of multiple genetic factors
associated with development of OSAS (Palmer et al. 2004). Although several genes
may increase the risk of OSAS, the molecular basis of OSAS development has not
been clearly elucidated (Taheri 2004; Riha et al. 2005; Tafti et al. 2007; Bayazit
et al. 2006a, b, 2007; Hanaoka et al. 2008; Pierola et al. 2007; Barcelo et al. 2002).

Circulating angiotensin-converting enzyme (ACE) activity shows extensive
interindividual variability, and ACE insertion (I)/deletion (D) polymorphism
accounts for 47% of the total variance of serum ACE levels (Rigat et al. 1990).
Plasma and tissue levels of ACE activity are higher in patients with the DD
genotype than in those with the II genotype, and patients with the ID genotype have
intermediate ACE levels (Seckin et al. 2006; Ozen et al. 1997). Experimental and
anthropological studies indicate that I polymorphism in the ACE gene, which
produces reduced serum and tissue ACE activity, is more frequent in individuals
with greater endurance and better adaptation to high altitude (Palmer and Redline
2003). Of the few studies investigating the relationship between ACE I/D
polymorphism and OSAS, Barcelo et al. (2001) did not find any difference in
frequency distribution of the DD, II, and ID genotypes between OSAS patients and
healthy subjects. Rubinsztajn et al. (2004) also reported no association between
ACE polymorphisms and OSAS. Xiao et al. (1999), however, described the I allele
as a risk factor for OSAS in a Chinese population. In addition, a high frequency of
the I allele and the II genotype has been closely associated with hypertensive
patients who show more severe forms of OSAS (Zhang et al. 2000). In our study, we
determined the allelic frequency, genotypic distribution, and serum levels of ACE
activity in Turkish patients who presented with OSAS.

Materials and Methods

The study included 97 unrelated Turkish patients (nine women, 88 men) with
OSAS, who were diagnosed with polysomnography between 2001 and 2004. The
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study was conducted at the Sleep Unit of the Department of Chest Diseases of
the Akdeniz University Medical Faculty. Polysomnography was performed with
16-channel EMBLA SX Proxy 3.0 (Medcare, Iceland) with continuous sleep-
technician monitoring, consisting of four channels of EEG, two channels of EOG,
submental EMG, oronasal air flow, thoracic and abdominal movements, pulse
oximeter saturation, tibial EMG, body position detector, electrocardiogram, and
tracheal sound. Records were scored at intervals of 30 s. Apnea was defined as
complete cessation of airflow lasting >10 s. Hypopnea was defined as 70% or more
reduction in respiratory airflow lasting >10 s and accompanied by a decrease of
>4% in oxygen saturation. An apnea-hypopnea index (AHI; average number of
episodes of apnea and hypopnea per hour of sleep) was used to determine the degree
of OSAS. An index of 5—15 was considered mild, 15-30 moderate, and more than
30 severe OSAS. Sleep data were staged according to the system described by
Rechtschaffen and Kales (1968).

All the subjects underwent a physical examination, including body mass index
(kg/mz), sex, AHI, age, neck circumference, and sleep parameters. We evaluated the
healthy control groups in the study of Berdeli and Cam (2009), and 79 age-matched
healthy Turkish volunteers (mean age 60.1 &+ 10 years) without OSAS from the
study group of Tuncer et al. (2006) were adopted as a control group for our study.
Patients with sarcoidosis, chronic obstructive pulmonary disease, diabetes mellitus,
liver cirrhosis, thyroid dysfunction, or renal failure were excluded. Patients who
used ACE inhibitors, AT receptor blockers, and continuous positive airway pressure
were also excluded from the study. All participants signed an informed consent
form, and this study was approved by the local ethics committee of the Medical
Faculty of Akdeniz University.

Genotyping for ACE I/D Polymorphism

Genomic DNA was extracted from 10 ml peripheral blood samples with K;-EDTA
by a salting-out method (Miller et al. 1988). The D and I alleles were identified by
polymerase chain reaction (PCR) performed in a final volume of 50 pl containing
10 pmol of each primer (Forward 5'-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3' and
Reverse 5-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3'), 20 mM dNTP, 1.5 mM
MgCl,, 0.5 pg DNA, 5 pl 10 x PCR buffer, and 1 U Tag DNA polymerase. The
thermal cycling procedure consisted of initial denaturation at 95°C for 5 min,
denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 63°C for 1 min, and extension at 72°C
for 2 min, repeated for 35 cycles (Jeng et al. 1998). The DNA products were
visualized in 2% agarose gel stained with ethidium bromide. A fragment of 190 bp
represented the D allele, and a fragment of 490 bp represented the presence of the I
allele. To prevent mistyping of ID genotypes as DD genotypes, because of the
selective amplification of the short fragment, each sample that had the DD genotype
was reamplified with insertion-specific primers (Forward 5-TGGGACCAC
AGCGCCCGCCACTAC-3' and Reverse 5'-TCGCCAGCCCTCCCATGCCCA
TAA-3’), which recognizes the inserted DNA sequence in 25 ml of the reaction
mixture, with 1 min at 94°C, followed by 30 cycles of 30 s at 94°C, 45 s at 67°C,
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and 2 min at 72°C. The 335-bp product was observed in the presence of the I allele
(Shanmugam et al. 1993).

Serum ACE Activity

Blood samples were collected, and serum was prepared, and stored at —80°C until
analysis. Serum ACE activity was determined with an ACE colorimetric assay kit
(KK-ACE, Biihlmann Laboratories AG, Switzerland). One unit of ACE activity was
defined as the amount of enzyme required to release 1 pmol of hippuric acid/min/
liter of serum at 37°C.

Statistical Analysis

The distribution of I/D polymorphisms of the ACE gene in OSAS patients and in the
control groups was compared by a chi-square test. The association between the
distribution of I and D alleles and OSAS severity subgroups, as well as case and
control groups, was assessed by a chi-square test. The ACE plasma activity for three
OSAS severity subgroups and three genotypic subgroups was assessed by Kruskal—
Wallis variance analysis. A Mann—Whitney U-test was used to determine the
multiple comparisons in these subgroups. Pearson correlation analysis was used to
determine the possible relationship between the study variables and ACE plasma
activity. All the statistical analyses were carried out with MedCalc software (version
10.2.0.0). P-values lower than 0.05 were considered statistically significant.

Results

Angiotensin-converting enzyme (ACE) genotype distribution was consistent with
Hardy—Weinberg equilibrium in both the patient and control groups (Table 1). The I
allele was observed more frequently in OSAS patients than in the control group
[P =0.02; OR = 1.68 (1.08-2.57)]. Carrying the I allele (genotype II or ID)
increases the OSAS risk 2.41 times in the Turkish population [P = 0.006;
OR = 2.41 (91.28-4.52)].

Table 1 Frequency of ACE I/D genotypes and alleles in OSAS patients and control subjects without
OSAS

Group (n) Genotype %* Allele*

I ID DD 1 D
OSAS patients (97) 19.6 53.6%%* 26.8%%* 0.46 0.54
Control subjects (79) 15 38 47 0.34 0.66

* Difference between groups significant at P < 0.05. Allele frequency, OR = 1.68 (1.08-2.57)

** Significant at P < 0.01. Difference between ID or DD genotype, OR = 2.47 (1.26—4.84). Difference
between carrying I allele or not, OR = 2.41 (1.28-4.52)
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There were no significant differences in the mean value of neck circumference,
body mass index, age, sex, mean duration apnea, and minimum SpO, between the 1
and D genotypes of OSAS patients (P > 0.05). Also, we found no statistically
significant differences related to degree of severity of OSAS and ACE gene
polymorphism (Table 2, P = 0.831).

Although ACE genotype distribution was determined in all of the patients, serum
ACE activity was determined in only 73 patients. We found a statistically significant
difference among the ACE genotype subgroups in terms of the mean ACE activity
(P = 0.043), and the mean ACE activity was lower in the II genotype than in the
DD genotype (Table 3, P = 0.011). When we compared ACE activity with
the severity of OSAS (P = 0.019), the ACE activity was significantly lower in the
severe OSAS group than in the mild OSAS group (Table 4, P = 0.0006).

Our investigation of possible relationships between ACE activity and demo-
graphic and/or polysomnography variables found significant correlations for both
minimum SpO, and AHI (Table 5). The level of minimum SpO, was high and AHI
tended to be low for patients who had higher ACE activity (minimum SpO,:
r = 0.30, P = 0.01; AHI: r = —0.31, P = 0.007).

Discussion

Our study showed that the genotypic distribution of ACE gene polymorphism was
significantly different in the OSAS patients, and the ACE II genotype increased

Table 2 Relationship between

ACE gene polymorphism and OSAS (m) Genotype n (%)

OSAS severity it D DD
Mild (44) 10 (22.7) 21 (47.7) 13 (29.5)
Moderate (22) 3 (13.6) 13 (59.1) 6 (27.3)
Severe (31) 6 (19.4) 18 (58.1) 7 (22.6)

Table 3 ACE activity level in
three ACE genotypes of OSAS
patients

* Difference between II and DD
genotypes significant at
P <0.05

Table 4 Relationship between
mean ACE activity and OSAS
severity

* Difference between mild and
severe OSAS patients significant
at P < 0.05

Genotype ACE activity, mean IU/l &+ SD
I 33.53 + 9.31*

1D 38.25 + 10.80

DD 41.81 £ 9.62

OSAS (n) ACE activity, mean IU/l &+ SD
Mild (36) 41.41 £ 10.16*

Moderate (18)
Severe (19)

36.96 + 10.44
3331 £9.34
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Table 5 Correlation analysis of ACE plasma activity and patient variables

Variable OSAS study population® ACE plasma
Mean + SD activity, r (P)
Age in years 51.27 £ 9.97 0.80 (0.50)
Body mass index in kg/m? 30.58 £ 5.79 —0.03 (0.80)
Neck circumference in cm 41.82 + 3.31 —0.17 (0.16)
Apnea-hypopnea index 2424 + 18.34 —0.31 (0.01)*
Minimum SpO, percentage 76.52 + 11.40 0.30 (0.01)*
Epworth score 11.34 £ 4.7 —0.11 (0.35)
Mean duration apnea in seconds 21.55 + 5.89 0.02 (0.88)

* Of the 97 unrelated Turkish patients, 9 (9.3%) were women, 88 (90.7%) were men

* Statistically significant correlation at 0.05 level

OSAS risk 2.4 times in the Turkish population (Table 1). Even though the II
genotype was shown to be a high risk factor for OSAS in a Chinese population, no
association was found between ACE polymorphism and OSAS in Spanish and
Polish populations (Barcelo et al. 2001; Rubinsztajn et al. 2004; Xiao et al. 1999).

Barley et al. (1994) studied ACE gene polymorphism in different populations,
including white Europeans, black Nigerians, Samoan Polynesians, and Yanomami
Indians. They found that I allele frequency was higher in the latter two populations,
and they concluded that ACE gene polymorphism was associated with ethnic origin.
In the control group adopted for our study, the frequency of the I allele was found to
be 0.34 (Tuncer et al. 2006).

A correlation between homozygote gene deletion (DD genotype) and high
ACE activity has been reported in many studies (Seckin et al. 2006; Ozen et al.
1997). Accordingly, we found the highest ACE activity in the DD genotype and
the lowest in the II genotype (Table 3). Barcelo et al. (2001) compared ACE
activity in patients with OSAS and control subjects and showed that ACE activity
is increased in patients with OSAS regardless of the presence or absence of
arterial hypertension. We did not evaluate ACE activity in control subjects, which
might be a limitation of our study. When we compared ACE activity with the
severity of OSAS, the ACE activity was significantly lower in the severe OSAS
group than in the mild OSAS group, although genotype differences do not exist
between the two groups (Table 4). We found that the level of minimum SpO,
was significantly higher and AHI was significantly lower in patients with high
ACE activity (Table 5).

Several possible mechanisms may contribute to our results. First, different ACE
genotype distributions can result in different ACE activity levels. We found no
significant correlations, however, between OSAS severity and ACE gene polymor-
phism. Second, morbid obesity can negatively influence ACE activity. Previous
results have shown the involvement of ACE in adipocyte growth, function, and
inhibition of adipocyte differentiation by ACE-processed angiotensin II, but Bell
et al. (2007) reported no correlation between ACE gene variations and development
of severe obesity. To our knowledge, no study has defined ACE serum activity in
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obese individuals. Third, decreased serum activity of ACE depends on intermittent
hypoxemia related to high frequency apnea/hypopnea episodes in severe OSAS. In
our study, we found that SpO, was higher and AHI was lower in patients with high
ACE activity (Table 5). The ACE enzyme activity can change in pulmonary
diseases due to vascular endothelial damage. Mean serum ACE activity has been
reported for a wide variety of chronic airway diseases such as asthma, chronic
bronchitis, emphysema, and cystic fibrosis. Rohatgi (1982) reported lower ACE
activity in OSAS patients than in healthy controls. Ashutosh and Keighley (1976)
and Kanazawa et al. (2000), however, reported higher ACE activity in chronic
hypoxia. Further studies are needed to clarify these discrepancies.

In conclusion, our data demonstrate that the frequency of the II genotype of the
ACE gene is significantly higher in OSAS patients than in healthy subjects, and the
II genotype increases the risk of development of OSAS by 2.4 fold in this Turkish
population.
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