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KISALTMAILAR

dB: desibel

COMT: katekol-O-metiltransferaz enzimi ve onu kodlayan gen
ECOG: elektrokortikografi

EEG: elektroensefalografi/elektroensefalogram

EF: giiclenme faktorii (enhancement factor)

EOG: elektrookulografi

fMRG: fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme

fNIRS: fonksiyonel yakin kizilalti spektroskopisi

Hz: hertz

IUP: isitsel uyarilmis potansiyeller

IOIP: isitsel olay iliskili potansiyeller

MEG: magnetoensefalografi

Met: metionin

MMN: uyumsuzluk negatifligi (mismatch negativity)

MR: manyetik rezonans

ms: milisaniye (1/1.000 saniye)

HV: mikrovolt (1/1.000.000 volt)

PCR: polimeraz zincir tepkimesi (polymerase chain reaction)
PET: pozitron emisyon tomografisi

SPECT: tek foton emisyon bilgisayarl tomografisi

Val: valin
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SIZOFRENIDE ELEKTROFiZYOLOJIiK DEGISIMLER VE COMT
VAL158MET POLIMORFIZMI iLE ILISKILERI

Serhat Taslica
Dokuz Eyliil Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisti

Mithatpasa Cad. Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi
Biyofizik Anabilim Dali, 35340, Inciralt: — Izmir

OZET

Amac: Bu tezin amaci beynin bazi elektrofizyolojik yanitlarinin sizofreni hastaliginda
goriilen degisimlerini ve bu degisimlerin COMT geninde goriilen Val158Met polimorfizmiyle
iligkilerini incelemektir.

Hipotezler: Sizofreni hastalarina ait isitsel uyarilmis potansiyellerin kontrol grubundan
farklilik gostermemesi; isitsel olay iligkili potansiyellerin ve uyumsuzluk negatifliginin hasta
grubunda azalmis genliklere sahip olmasi beklenmektedir. Val/Val genotipini tasiyan
hastalarin  sinyal/giiriilti oranlarinin Met/Met genotipli hastalardan diisiik olmasi
beklenmektedir.

Yontem: 17 sizofreni hastasi ve 17 saghkli katilimciya isitsel uyaranlar dinletilirken
EEG kaydi alinmistir. Elde edilen uyarilmis ve olay iligkili potansiyeller ile uyumsuzluk
negatifligi yanitlarinin 6 elektrotta (F3, F4, FCz, P3, P4, CPz) genlik ve latans Olciimleri
yapilmustir. 14 hastadan alinan kanlardan elde edilen DNA ile hastalarin COMT Val158Met
genotipi incelenmistir. Bu hastalar genotiplerine gore gruplandirilarak olay iligkili
potansiyellerde sinyal/giiriiltii oranlar1 incelenmistir.

Bulgular: Uyarilmis potansiyellerin P60 bilesenlerinin latans: hasta grubunda kisalmig
goriinmektedir (FCz, P4) . Isitsel olay iliskili potansiyellere ait P300 bilesenlerinde gruplar
arast anlamh fark yokken hastalarda ge¢ negatif yamitin genliginin artmis (FCz, P3, CPz),
FCz'de N100 bileseninin genliginin azalmis oldugu goriilmektedir (p<.05). Farkli ses sapma
tiplerinin farkl seviyelerinde sizofreni hastalarinin diisiik genlikli uyumsuzluk negatifligine
sahip olduklar gorilmektedir (p<.05). COMT Val/Val(158) genotipli hastalarin olay iligkili
potansiyellerinin sinyal/giiriiltii oranlarinin Met/Met genotipli hastalardan yiiksek oldugu
gozlenmistir (istatistiksel anlamlilik incelenmemistir).

Sonuc¢: Hasta ve kontrol gruplar arasinda isitsel uyarilmis potansiyellerde gorece az
sayida bilesende fark varken isitsel olay iliskili potansiyel ve uyumsuzluk negatifliginde daha
fazla bilesende ve elektrotta gruplar arasi fark gozlenmistir. Diigiik aktiviteli COMT enzimi
tireten Met allelinin sizofreni hastalarinda sinyal/giiriiltii oranini diisiirdiigii g6zlenmektedir.

Anahtar Sézciikler: Sizofreni, {UP, IOIP, MMN, COMT, sinyal/giiriiltii oran.



ELEKTROPHYSIOLOGICAL ALTERATIONS IN SCHIZOPHRENIA
AND RELATION OF THEM TO COMT VAL158MET POLYMORPHISM

Serhat Taslica
Dokuz Eyliil University
Health Sciences Institute

Mithatpasa Cad. Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi
Biyofizik Anabilim Dali, 35340, Inciralt: — Izmir

ABSTRACT

Aim: This thesis aims to investigate the alterations in electrophysiological responses of
the brain in schizophrenia and the relation of these alterations with Val158Met polymorphism
in COMT gene.

Hypothesis: It is hypothesized that auditory evoked potential of schizophrenia patients
does not differ from healthy subjects while auditory event related potentials and mismatch
negativity has lower amplitudes in schizophrenia patients. Patients with Val/Val genotype in
COMT gene are expected to have lower signal-to-noise ratio than patients with Met/Met
genotype.

Methods: 17 schiozphrenia patients and 17 healthy subjects underwent EEG recording
during presentation of auditory stimuli. Latency and amplitudes of auditory evoked and
event related potentials and mismatch negativity responses at 6 electrode sites (F3, F4, FCz,
P3, P4, CPz) was measured. COMT Val158Met genotyping of 14 patients was performed via
venous blood. These patients were grouped in terms of their genotypes and signal-to-noise
ratios of event related potentials of these groups are investigated.

Results: Latency of P60 component of evoked potentials is shorter in patients (FCz,
P4). While P300 component of auditory event related potentials does not show significant
difference between groups, patients have smaller late negativity (FCz, P3, CPz) and larger
N100 amplitudes (p<.05). Schizophrenia patients have smaller mismatch negativity responses
against different types and levels of sound deviations (p<.05). Patients with Val/Val genotype
have larger signal-to-noise ratios in event related potentials than patients with Met/Met
genotype.

Conclusion: While there is a small difference between auditory evoked potentials of
schizophrenia patients and healthy subjects, significant difference is observed in more
components and at more electrode sites of auditory event related potentials and mismatch
negativity. Smaller signal-to-noise ratio is observed in the patients with Met allele which
produces less active COMT enzyme.

Keywords: Schizophrenia, AEP, AERP, MMN, COMT, signal-to-noise ratio.



1. GIiRiS VE AMAC

Sizofreni hastalarin ve hasta yakinlarinin yasam kalitesini azaltan ve biligsel islev

bozuklugu olusturan bir bozukluktur. Sizofreni hastalarinin sadece % 10-20’sinde tamamen
diizelme meydana gelirken, % 30 hastada kismi diizelme olmaktadir. Hastalarin en az
yarisinda ise belirtiler degismemekte veya kotiilesmektedir (21) bu yiizden ¢ogu hasta ve
yakin1 6miir boyu bu hastalikla miicadele etmek zorundadir. Hastaligin sosyal ve ekonomik
etkisi cok biiyiiktiir. Hasta ve ailesi iizerinde etkileri yikic1 olabilen ve oldukga sik goriilen
(yasam boyu goriilme sikligr % 0.12-1.6’cir (19)) bu hastaligin temellerinin arastirilmasi,
uygun tani, korunma ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi énem tasimaktadir. Sizofreninin
genetik ve biyolojik temelleri oldugu kabul edilmektedir (38, 45). Ancak hastaligin heterojen
alt tipleri ve Mendel kalitmimi takip etmemesi gibi sebeplerle heniiz hastaligin genetik
altyapisi ile ilgi caligmalar yeterince ilerleyememistir. Kompleks hastaliklarla ilgili genetik
calismalarda klinik durumun varlig1 ya da yoklugunun kullanilmas: yerine endofenotiplerin
kullanilmasi bu sorunun asilmasinda kullanilmaya aday bir yéntemdir. Sizofreni genetiginde
kullanilmaya aday endofenotiplerin arasinda ise elektrofizyolojik endofenotipler 6énemli bir
yer tutar (50). Uygun endofenotipler ilerleyen donemlerde hastaligin nesnel tanisinda ve alt
tiplerin net olarak belirlenmesinde etkili olabilir. Ancak bu calisma klinik hedefler
tasimamaktadir. Bu calismanin sonuclari, hastalikla iligkili genlerin ve elektrofizyolojik
parametrelerin bulunmasini, bunun sonucunda hastaliktaki biyolojik mekanizmalarin ve

stireclerin aydinlatilmasinda rol oynayabilir.

Literatiirde bir isitsel olay iligkili potansiyel olan uyumsuzluk negatifliginin (MMN) ve
katekol-O-metiltransferaz enzimini kodlayan COMT genindeki Val158Met polimorfizminin
sizofreni ile iligkisini ayr ayr1 inceleyen yayinlar bulunmaktadir. Ancak MMN’i endofenotip
olarak sizofreni genetiginde kullanan arastirma bulunmamaktadir. Saghkli bireylerde de

MMN ve COMT Val158Met polimorfizmi iligkisini irdeleyen yayin bulunmamaktadir.

Projenin amac1 farkli deneysel diizeneklerde beynin farklh isitsel uyaranlara
elektrofizyolojik yamtlarinin genlik, stire, siklik, yamt gecikmesi gibi farkli parametrelerinin
sizofrenik bireylerde gosterdigi olas1 degisikliklerin ve bu degisikliklerin COMT Val158Met

polimorfizmi ile iligkisinin gosterilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Dinamigi ve Ol¢iim

Beyin mikro diizeydeki yapisal karmasikliginin yani sira islevsel olarak da karmasik bir
ozellik gostermektedir ve bu karmasikligin ana sebeplerinden biri de beynin dinamik bir
sistem olmasidir. Beynin dinamiklerin arastirilmasi temel, klinik ve cerrahi tip bilimleri
disinda yasam bilimleri, fiziksel, formal, uygulamali ve sosyal bilimlerden pek cok dalin
alanina girmektedir. Bu sebeple beynin islevselliginin o6lciilmesinde de farkli yontemler

goriilmektedir.

Ornegin hayvan  beynindeki hiicresel ve molekiiler siirecler, immunokimyasal,
immunoflorasan ve genetik miihendisligi yontemlerinin farkli mikroskopi yontemleri ile
birlestirilmesiyle takip edilebilir. Beynin daha karmasik islevlerin incelenmesinde &zellikle
insanda uygulanabilecek, girisimsel olmayan yontemler yardimci olmaktadir. Ornegin
psikoloji alaninda sik¢a kullanilan néropsikolojik testler beynin iglevlerinin davranigsal
seviyedeki sonuclarinin Olg¢lilmesini saglarken pozitron emisyon tomografisi (PET),
fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme (fMRG), yakin kizilalti spektroskopisi (fNIRS),
tek foton emisyon bilgisayarl tomografisi (SPECT) gibi goriintilleme yontemleri de insanda

beyin islevlerine eslik eden hemodinamik ve metabolik siireclerin takip edilmesinde etkilidir.

Beyin islevlerinin arastirilmasinda sinir hiicrelerinin elektriksel etkinligi de 6énemli bir
olciim zemini hazirlar. Hiicre kiiltiirlerindeki ya da insan dis1 canlilardaki in vivo hiicre
elektrik kayitlar1 o6zellikle molekiiler seviyede bilgiler verirken derin elektrot kayitlar1 ve
elektrokortikografi (ECOG) ile organizma diizeyinde inceleme yapmak miimkiindiir. Ancak
son derece girisimsel olan bu yontemlerin yerine girisimsel olmayan elektroensefalografi
(EEG) ve magnetoensefalografi (MEG) yontemleri ile de beynin elektriksel etkinligini

incelemek miimkiindiir.

2.1.1. EEG ve EEG Sinyallerinin Kaynaklari

Uyaniklik, uyku, koma, anestezi, meditasyon durumlar1 gibi farkl bilin¢ seviyelerinde
beynin kendiliginden (spontan) gelisen elektriksel etkinlikleri EEG ile takip edilebilir. Bu
spontan EEG ($ekil 1) incelemesinin disinda, verilen bir biligsel gérev ya da yine farkl biling
durumlarinda uygulanan uyaranlar nedeniyle olusan beynin elektriksel etkinligi de uygun

EEG kayitlar ve farkli ¢6ziimleme yontemleri uygulanarak ortaya ¢ikarilabilmektedir.



Bilissel herhangi bir yiik ya da gorev icermeyen bir dis uyarana verilen elektriksel
yanitlar olan uyarilmis potansiyeller (UP) (Sekil 1), uyaranin tipine gore isitel, gorsel,

dokunsal ya da kemoduysal uyarilmis potansiyeller olarak adlandirilir.

Uyaranla ilgili kisiye bilissel bir gorev verilen ya da uyaranlarin igerigi, uygulanma
yontemine bagh olarak bilissel islevleri tetikleyen durumlarda olay iligkili potansiyeller (OIP)
olciiliir (Sekil 1). UP'lerin 6zel bir tiirii olarak da degerlendirilen olay iliskili potansiyeller
uyaranin duysal modalitesine (gorsel, isitsel, vs.), icerigine ya da uygulama desenine bagh
olarak farkhh isimler alabilir. Seyrek/sasirtmali uyaran paradigmasi (oddball paradigm),
uyumsuzluk negatifligi paradigmasi, atlanan uyaran paradigmasi, beklentisel negatif degisim
(contingent negative variation) paradigmast gibi uygulamalar farkli olay iligkili

potansiyellerin elde edilmesinde kullanilabilir (41).
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Sekil 1: Ornek EEG, UP ve OiP'ler

Ug kanali gosterilen bir EEG (A) ve tek kanali gésterilen uyarilmig potansiyel (B) ile olay
iligkili potansiyel (C). B ve C'de “0” anindaki diisey cizgi uyaranin kisiye uygulandigi ani
belirtmektedir.



Beyindeki noronlarin elektriksel etkinligi farkh iletkenlige sahip dokulardan bir akim
gecmesine sebep olur. Hacim iletimi (volume conduction) sayesinde bu akim sach deriye

kadar zayiflayarak da olsa ulasir ve EEG ile 6lciilebilir (40).

Secici gecirgen hiicre zarinin kismen yalitkan olmasi nedeniyle hiicre disi elektriksel
akim EEG'nin ana kaynagini olusturmaktadir. Ayrica bu hiicre disi akimin 6l¢tim yapilan
elektroda uzakhig ve yonii 6nemlidir. Olgiim yapilan yiizeye dik olan hiicredigi akim biiyiik
elektriksel potansiyel degisimlerine sebep olurken paralel olan akim dis yilizeyden 0lciilemez.
Beynin elektriksel etkinliginin deriden 6lciilebilirligini etkileyen diger bir etken de hiicrelerin
es zamanhligidir (senkronizasyon). Es zamanli olarak etkinlik gosteren, paralel dizilmis néron
toplulugunun olusturdugu ortalama elektriksel potansiyel néron sayisiyla dogru orantiliyken
bu noron toplulugu senkronizasyon gostermediginde olusan ortalama elektriksel potansiyel

noron sayisinin karekokii ile orantili hale gelir.

Bahsedilen bu ozellikleri saglayabilen, korteksin III, V ve VI. tabakalarinda yer alan,
korteksin yiizeyine dik olarak uzanan piramidal néronlarin eszamanli postsinaptik
potansiyellerinin yarattig1 hiicre dis1 akimlar EEG sinyallerinin en 6nemli kaynaklaridir (40).
Hizli aksiyon potansiyeller EEG sinyali olusturmak icin fazla kisadirlar ancak bunlarin
senkron oldugu epileptik etkinlik ya da uyku gibi durumlarda EEG sinyali olusabilir. Aksiyon
potansiyellerinin refraktér doneminde ortaya c¢ikan hiperpolarizasyonlar uykudaki delta

salimmlarinin olusmasina sebep olurlar.

Olgiilebilir EEG sinyali olusturmak icin yaklasik 6 cm?lik korteks yiizeyinin gerekli
oldugu tahmin edilmektedir (42). Bir kortikal makrokolonun yaklasik 0.008 cm®lik kesit alan1
oldugu ve her makrokolonda yaklasik 100.000 néron bulundugu g6z oOniine alindiginda
olgiilebilir EEG sinyali i¢in yaklasik 10® noronun etkinlik gostermesi gerektigi goriilmektedir.
Bu noéronlarin sadece %1'inin senkron olarak calismasi 6lciilebilir EEG sinyallerinin olusmasi

icin yeterli olur.

2.1.2. Isitsel Uyarilmig Potansiyeller, Olay Iliskili Potansiyeller ve Uyumsuzluk Negatifligi

Uyumsuzluk negatifligi (MMN: Mismatch Negativity) bir dizi standart uyaranin
arasinda seyrek olarak farkli bir uyaranin gelmesiyle olusan bir olay iliskili potansiyeldir.
Farkli duyusal uyaranlarla olusturulabilen bu yamit, 6zellikle isitsel sistemde calisilmustir.
Dikkat oncesi bellek ve karsilastirma ile iliskisi oldugu diisiiniilen MMN’in sesleri ayirt

edebilme egitimi verildiginde daha da artiyor olmas1 ve seyrek sesin farkliliginin artmasiyla



hem MMN genliginin hem de sesler arasinda ayrim yapma yeteneginin artmasi nedeniyle

MMN ayirt etme basarisinin bir gostergesi olarak goriilmektedir (43).

2.2.  Sizofreni

Diinya Saghk Orgiitii'niin Uluslararasi hastalik simflandirma rehberi ICD-10'a (2007
versiyonu) gore sizofrenik bozukluklar karakteristik diisiince ve algi bozukluklari,
duygulanimda uygunsuzluk ya da kiintliik ile nitelenmektedir. Amerikan Psikiyatri Birligi'nin
Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitabi'na (DSM-IV-TR) gore sizofreni tanisi
koyabilmek icin asagidaki tipik belirtilerden en az ikisinin bir aylik siirenin énemli kisminda

goriilmesi gerekir.
1. Sannilar (Deliizyonlar)
2. Varsanilar (Haliisinasyonlar)
3. Daginik (dezorganize) konusma
4. Cok daginik (gros dezorganize) ya da katatonik davranig

5. Negatif belirtiler. Ornegin kiint duygulamm, konugma fakirlesmesi (aloji), irade kaybi

(avolisyon)

Is ve toplum iligkileri ve kisisel bakimin bir veya daha fazlasinda bozulmalar,
belirtilerin en az 6 ay siirmesi, belirtilerin madde kulanimi ya da genel tibbi duruma bagh

olamamasi gibi kriterler de mevcuttur.

2.2.1. Sizofrenide Anatomik ve Biligsel Bozulmalar

Sizofreni hastalarinda kortekste azalma, gri maddede artis, hippokampuste degisiklik,
lateral ventrikiillerde genisleme, prefrontal bolgede alterasyonlar goriilmektedir (4). Gri
maddede, hippokampal formasyonda ve parahipokampal girusta azalmanin noroleptik
kullanimindan 6nce de var oldugu cesitli manyetik rezonans calismalari ile gosterilmistir (39).
Fakat prefrontal korteks, singulat girus, parietal lob, talamus, basal ganglia, serebellar vermis

ve olfaktor bulblarda saptanan hacim degisiklikleri tam tutarhi sonu¢ vermemistir (26, 32).

Sizofrenide goriilen genel bilissel zayiflamada 6zellikle dikkat, isleyen bellek, yiiriitiicii
islevler ve episodik hafizada bozukluk gozlenmektedir (18). Dikkati isleyen yolak
komplekstir ve prefrontal korteks ve onunla direk iliskide olan bolgelerden 6zellikle posterior

pareatel korteks, anterior singulat girus, hipokampal formasyon ve striatumu igerir (14).



Isleyen ve episodik bellekteki bozukluk prefrontal korteks ve onun posterior cingulat korteks,
anterior cingulat korteks, temporal ve parahipokampal korteksler ve striatum ile olan

baglantilarini igerir (2).

Sizofreninin patofizyolojisinin anlasilmasinda dinlenme durumunda, varsanilar
esnasinda ya da bilissel gorevlerin yapilmasi esliginde gerceklestirilen fonksiyonel
norogoriintilemenin yardimi olmustur. PET, SPECT ve fonksiyonel MR calismalari
dorsolateral-prefrontal korteks, inferior prefrontal korteks, sag ventrolateral/insular korteks,
anterior singulat korteks, varsanilarin bulundugu duyusal modalitenin (isitsel ya da gorsel)
birincil ve ikincil duyusal korteksleri, sol peririnal ve entorinal korteksler gibi beyin

boélgelerinde anormal etkinlik oldugunu gostermistir (7).

2.2.2. Sizofreninin Temellerine Dair Hipotezler

Sizofreninin biyolojik temellerini aciklamaya yo6nelik hipotezlerden biri dopamin
hipotezidir. Klasik dopamin hipotezi hastaligin pozitif semptomlarinin kaynaginin subkortikal
dopamin seviyesindeki artis oldugunu belirtir. D2 dopamin reseptorii agonistlerinin saghikh
bireylerde psikozlara sebep olurken, sizofrenlerde pozitif semptomlar: arttirmasi; antipsikotik
ilaclarin ise D2 dopamin reseptorlerini bloklama etkisinin olmasi bu hipotezi
desteklemektedir (1). Prefrontal korteksin (PFC) bilissel (kognitif) siireclerdeki roli,
dopaminin bu bolgedeki gorevleri ve hayvanlarda PFC'deki dopaminerjik iletimin
azaltilmasiyla olusan degisimler 1siginda diizenlenen yeni dopamin hipotezi subkortikal
dopamin fazlaliginin yaninda PFC'deki diisiik dopamin seviyesinin ¢nemini vurgular. Bu
diisiik prefrontal dopaminin sizofrenide goriilen negatif semptomlarin ve bilissel

bozukluklarin kaynag: oldugu diisiiniilmektedir (10).

Ketamin ve phencyclidine (PCP) gibi NMDA glutamat reseptorii agonistlerinin sizofreni
benzeri psikotik ve bilissel anomaliler olusturabilmesi ve sizofrenlerin bu ilaclarin olumsuz
etkilerine karsi daha hassas olmalari, glutamatin hastalikta bir rolii olabilecegini isaret
etmektedir (45). NMDA reseptoriiniin  modulatorii olan D-serin, glisin ve sarkozin
kullaniminin ~ 6zellikle negatif semptomlardaki terapotik etkisi glutamat hipotezini

desteklemektedir.

Sizofreninin organik temelleri iizerine kurulan hipotezlerden bir digeri de
norogelisimsel bozukluk hipotezidir (3, 4). Norogelisimsel bozukluk hipotezine gore

gelisimin erken evrelerinde yapisal degisiklikler olusmaktadir. Norogelisimsel degisiklikler,



noronal onciiller, glia proliferasyon ve migrasyonunda, aksonal ve dendritik proliferasyonda,
aksonlarin miyelinlenmesinde, apoptozda ve sinaptik budanmada ortaya ¢ikmaktadir (27).
Genel olarak kabul goren diisiinceye gore norogelisimsel hasar morfolojide ve hiicresel
yerlesimde degisikliklere neden olmakta ve boylece 6zellikle néronal plastisitede ortaya ¢ikan
bozukluklar noéral sistemlerin cevresel uyaranlara karsi adaptif kapasitesini bozmaktadir.
Ergenlik ve erken erigkinlik doneminde bu hasar, birey stres gibi cevresel sorunlarla
karsilastig1 zaman gozlenebilen belirtileri ortaya ¢cikarmaktadir. Bu durumun daha 6nce hasari
kompanse edebilen noéronlarin eliminasyonundan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (12).
Obstetrik komplikasyonlar, diisiik dogum agirlig: (8) ve perinatal enfeksiyonlar (33) sizofreni
goriilmesi ile pozitif korelasyon gostermektedir. Ayrica hastaligin baslangicinda da bu yapisal
anomalilerin varoldugu gosterilmistir (11, 52). Sizofreninin noérogelisimsel hasar hipotezini
destekleyen calismalardan birisi de neonatal donemde ventral hippokampus lezyonu
olusturulan farelerde prefrontal korteksin gelisiminde ve plastisitesinde degisiklikler olusmasi,

farelerin sizofrenide goriilen davranigsal ve hiicresel bircok farklihig sergilemesidir (28).

2.2.3. Dopamin, COMT Geni ve Sizofreni

Katekol-O-metiltransferaz (COMT), dopaminin yikim yolaginda yer alan enzimlerden
biridir. Zara bagli [MB-] ve ¢ozlinmiis [S-] iki farkli izoformu bulunan COMT enzimi, metil
grubunun S-adenozilmetioninden katekoldstrojenlere, katekol grubu igeren ilaglara ve
dopamin, epinefrin ve norepinefrin gibi katekolaminlere transferini katalizler. Bu reaksiyon
PFC'de dopamin yikimi yolaginin ilk basamagidir. In situ hibridizasyon calismalarinda
COMT mRNA'sinin insanda 6zellikle PFC'de yogunlastig1 gosterilirken, sican beyinlerinde de
benzer bir dagilim gosterilmistir (29). COMT knock-out farelerle yapilan calismada
erkeklerde PFC bazal dopamin seviyesinde (diger beyin bolgelerinde ya da noradrenalin

seviyelerinde bir degisiklik olmadan) 2-3 katlik bir artis gézlenmistir (17).

COMT genindeki tek niikleotid polimorfizmlerinden (SNP) biri (rs4680) proteinin
amino asit dizisinde de etkisini gostererek MB-COMT’un 158. amino asidinde valin yerine
metionin bulunmasina sebep olur. Bu degisiklik proteinin termal dayanikliligim etkileyerek
enzim aktivitesini ~%70 oraninda diisiiriir. Boylece diisiik aktiviteli Met158 allelini tasiyan
homozigot bireylerde dopamin, yiiksek aktiviteli Val158 allelini tasiyan homozigot bireylere
gore daha yavas yikilirken PFC'de sinaptik dopamin miktarinin daha yiiksek kaldigi tahmin

edilmektedir; ¢iinki COMT'un talcapone ile inhibisyonunun dopamin miktarini arttirdigi



gozlenmistir (48). Heterozigot bireylerde ise diger ikisinin arasinda bir dopamin seviyesi

beklenir.

Val158Met polimorfizminin yaninda COMT geni {izerindeki diger polimorfik noktalarin
da incelendigi bir calismada belli haplotipler arasinda protein translasyonu seviyesinde farklar
oldugu gosterilmistir (36). Val158Met COMT polimorfizminin getirdigi prefrontal dopamin
seviyesi farkliliklarinin organizma diizeyindeki etkileri de incelenmistir. Egan ve
arkadaglarinin yaptig1 c¢alismada (13) Vall58 homozigot bireyler yiiriitiicii islevlerin
Olciildiigii Wisconsin Card Sorting Test'te (WCST) Met158 bireylerden daha basarisiz
sonuclar elde etmistir; ancak gruplar arasinda 6lciilmiis genel akademik yeteneklerde fark
bulunmamistir. Ayrica yine ayni ¢alismada, fonksiyonel MR 6&lgiimleri gostermistir ki, belirli
bir performans diizeyine erismek icin Val158 bireylerin dorsolateral PFClerinde daha fazla
aktivasyona ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu da Val158 biraylerin PFC'sinin daha "verimsiz"
calisigim gostermektedir. Fakat Solis-Ortiz ve arkadaglarinin calismasinda orta yastaki
kadinlarda (48-65 yas) Val/Val genotipi WCST'de ve secici dikkati dlcen stroop testinde
yliksek performans gosterirken siirdiiriilebilir dikkat ve sozel akicilik testi performansi ile

COMT Val158Met genotipi arasinda iliski bulunamamustir (46).

Linkaj calismalarinin meta-analiz sonuclari (5, 25) ve 22. kromozomda COMT geninin
de bulundugu bir bolgedeki (22q11) delesyonun sebep oldugu velocardiofacial sendrom'lu
(VCFS) bireylerde sizofreninin goriilme sikliginin ~%25 olmasi (34) COMT'un sizofreninin
biyolojik temelinde rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilan asosiyasyon calismalarinda
Val158 alleli sizofreniyle iligkilendirilmistir (13, 57) ancak negatif sonuclu ¢alismalar da
bulunmaktadir (37, 47). Matsumoto ve arkadaslar1 (30) yaptiklari post-mortem calismada
sizofreni hastalarinin dorsolateral prefrontal kortekslerindeki ortalama MB-COMT mRNA
miktarinin saglikli bireylerle aym oldugunu ancak saglikli bireylerde homojen dagilim
gosteren mRNA'nin hastalarda yiizeyel kortikal tabakalarda daha az, derin tabakalarda daha
¢ok miktarda bulundugunu gostermistir. Ancak grup bu dagilim farkhihigiyla Val158Met

polimorfizmi arasinda iliski bulamamstir.

2.2.4. Sizofrenide EEG Sinyalleri

Sizofreni hastalarimin IOIP bilesenlerinden 6zellikle N100 ve P300 yamtlarinin
genliginin azaldigl, ve bu azalmalarin hastalifin bazi belirtileri ile iligkili oldugu pek ¢ok

calismada gosterilmistir (24, 49, 53, 56). Ayni calismalarda yine &zellikle N100 ve P300
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latanslarinda uzama bulunmustur.

Pek c¢ok calismada sizofreni hastalarinda MMN yanitinin genliginin diistiigii
gozlenmistir ve farkli dopamin antagonisti antipsikotikler bu bozulmay: diizeltememektedir

(35).

2.2.5. Sizofreni Genetigi ve Endofenotip Yaklasimi

Sizofreninin genetik ve biyolojik temelleri olan bir beyin hastaligi oldugu kabul
edilmektedir. Yapilan aile caligmalar1 hasta yakinlarinda sizofreni goriilme riskinin
kontrollerin akrabalarina oranla yaklastk 10 kat fazla oldugunu gostermistir (22). Ikiz
calismalariyla sizofreniye yatkinligin kalitsalliginin yaklasik %80 oldugu hesaplanmigtir (9).
Ancak hastaligin heterojen alt tipleri ve Mendel kalitimini takip etmemesi gibi sebeplerle
sizofreniye yatkinlik genlerinin incelenmesi zorlagsmaktadir. Cok genin etkili oldugu, cevresel
etkenlerin de hastalik riskini degistirdigi calismalarda genetik temelleri arastirmadaki
zorluklar “endofenotip” yaklasimiyla asilmaya calisilmaktadir. Endofenotip kavrami, ilk
olarak bir biyokimyasal test ya da mikroskobik incelemeler ile saptanabilecek i¢ fenotipler
olarak tanimlanmigken (20), giiniimiiz genetik calismalarinda hastalik genleri ile iligkili olan
ancak acik klinik goriinlime yol acmayan, nesnel olarak olciilebilen ara 6zellikleri

tanimlamada kullanilmaktadir.

Sizofreni genetigi calismalarinda elektrofizyolojik endofenotiplerin kullanilmasiyla
ilgili caligmalar bulunmaktadir. Son yillarda calisilan bu endofenotiplerden biri prefrontal
P300 degerleri ve prefrontal “giiriiltii”diir (elektrofizyolojik yanit degiskenligi). Gallinat ve
arkadaslar1 (16) COMT geninin Met158 allelini tasiyan homozigot bireylerin (&zellikle
sizofrenik bireylerin) seyrek uyaran paradigmasinda daha diisiik genlikte frontal P300
yanitlart olusturdugunu gostermistir. Winterer ve arkadaglari (54) prefrontal giiriiltiiniin
isleyen bellek performansiyla negatif korelasyon gosterdigini, sizofren bireylerde prefrontal
giriiltiiniin  saghk bireylerden daha fazla oldugunu, sizofrenlerin sizofren olmayan
kardeslerinde ise bu degerin iki grubun arasinda oldugunu bulmustur. Winterer ve arkadaslar1
prefrontal giiriiltiiniin ve COMT genotipinin incelendigi bagka bir ¢calismalarinda (55) da aym
sekilde “giiriiltii” degerinin kontrol bireylerinde sizofrenlerin sizofren olmayan kardeslerine
gore daha az oldugunu ve sizofren bireylerde en yiiksek oldugunu gosterirken Val158

homozigot bireylerin “giiriiltii” seviyesinin anlamli derecede yiiksek oldugunu gozlemlemistir.

Egan ve arkadaglan (13) yiirtitiicii islevler ile COMT Val158Met polimorfizmi arasinda
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iligki buldugu ve hastalarda Val158 allelinin daha sik goriildiigiinii belirttigi calismada ayni
zamanda sizofreni hastalarinin yine sizofren olan ¢ocuklarina COMT Val158 allelini diger

cocuklarindan daha sik aktardiklar1 da belirtilmistir.

Literatiirde 22q11 kromozom delesyonu olan bireylerde COMT Val158Met genotipinin
MMN’e etkileri incelenmis ancak kontrol grubu olarak belirlenen idyopatik sizofreni riski
yiiksek bireylerde say1 yetersizliginden dolay1 ayni analiz yapilamamistir (6). MMN yanit1 ve
COMT polimorfizmi iliskisini inceleyen bu tek yayinda 22q11 delesyonlu bireylerin frontal
elektrotlarda kontrol bireylerine gére daha diisiik genlikli MMN yanitlarina sahip olduklar1 ve
bu azalmanin, saglam kromozomunda Met158 allelli tasiyan bireylerde Vall58 tasiyan

bireylere gore daha fazla oldugu gosterilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirmanin Tipi: Deneysel tanimlayici bir arastirma yapilmistir.

Arastirmamin  Yeri ve Zamani: Arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyofizik AD Laboratuvarlarinda, 2006-2011 yillarn1 arasinda Psikiyatri AD ile birlikte
yapilmustir. Genetik caligmalar Tibbi Biyoloji Anabilim Dali'nda gerceklestirilmistir.

Bu tez Dokuz Eyliil Universitesi Aragtirma Fon Saymanlifi’nca desteklenen

2006.KB.SAG.038 numarali projenin bir kismini icermektedir.

Galisma Evreni ve Orneklemi: Calismada kontrol grubu ve hasta grubu kullamlmigtir.
Hasta grubu Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi'ne bagvurmus ve sizofreni tamsi almis
bireylerden secilmistir. Kontrol grubu “saghkl toplumdan” secilen, daha ©nce psikiyatri

tedavisi gormemis ve halen herhangi ruhsal bir hastalig1 olmayan kisilerden olusturmustur.
Caligsmaya dahil edilme kriterleri;
1. Olgu grubundakilerin DSM-1V Sizofreni Tan1 6l¢iitlerini karsilamasi
2. Yazih bilgilendirilmis olur verebilme
3. 18-55 yas arasi
4. Okur yazar olmak
Diglama kriterleri,
1. Kontrol grubundaki kisilerde herhangi psikiyatrik hastalik gecmisinin olmasi
2. Olgu grubundaki bireylerin son 6 ay icinde EKT uygulamasi almis olmasi
3. Kontrol ve olgu grubundaki kisilerde norolojik hastalik bulunmasi
4. 55 yasin iizerinde olmak

2006.KB.SAG.038 numarali projedeki 37 hasta ve 18 sagliklh goniillii katihmcidan
isitme sorunu bulunmayan (SibelMed odyometri cihazi ile yapilan 6l¢ciimde 2000 Hz ve
altindaki frekanslarda iki kulak isitme esigi degerleri arasinda 10 dB'den fazla fark
bulunmayan), IUP, IOIP ve MMN verileri bulunan 17 sizofreni hastas1 ve 17 saghkli katlimci

calismaya alinmistir.

Calisma Materyali: Katihmcilarin sagh deriden élciilen EEG sinyalleri ve venéz kandan

elde edilen DNA o6rnekleri {izerinde ¢alisilmistir.
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Arastirmanin Degiskenleri: Calismadaki bagimsiz degiskenler 6 elektrot bolgesinde
olciilen, farkhi paradigmalarda elde edilmis isitsel uyarilmis ve olay iliskili potansiyellerin
latans ve genlik degerleri, hastalarn COMT Vall58Met genotipi ve olay iliskili
potansiyellerden elde edilmis grup ortalamasinin sinyal/giiriilti oranindir. Bu bagimsiz
degiskenler ileryen boliimlerde ayrintili olarak anlatilmaktadir. Kontrol degiskeni ise yas ve

cinsiyettir.

Verilerin Toplama Araclari: EEG verilerinin toplanmasinda 64 kanalli Synamps
amplifikatér, Scan yazilimi, EMISU uyaran {initesi ve kayit bilgisayari, genotiplendirme
islemlerinde yatay elektroforez sistemi, UV jel goriintiileme sistemi, programlanabilir termal

dongii cihazi kullanilmigtir.

Arastirmanin Simirhliklari: Genetik calismaya katilan katihmcr sayis1 genetik etkilerin
istatistiksel anlamhiligin1 gostermek icin yetersizdir. Bu calisma deseni hastalarda goriilen
elektrofizyolojik degisimlerin tedaviden etkilenip etkilenmedigini gostermek icin uygun
degildir.

Etik Kurul Onay1: Caligmanin etik kurul onayr Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar1 Etik Kurulu'ndan 24 Nisan 2008 tarih ve 05/09/2008
numaral toplantida 34/2008 protokol numarasiyla alinmistir. Etik kurul onayinin bir kopyasi

ekte bulunmaktadir.

3.1.  Elektrofizyolojik Veri Elde Edilmesi
Bireylerin EEG kaydi elektromanyetik ve akustik yalitimli, hafifce aydinlatilmis odada
(Sekil 2), Synamps marka 64 kanalli amfide yiikseltgenerek Scan (siirim 4.2 ve 4.3)

yazilimiyla alinmigtir.

Ses uyaranlarinin dinletilmesi ve es zamanli olarak EEG verisi iizerine islenmesi
MatLab 7.0.1 programi ve EMISU isimli gomili islemci initesi araciligiyla
gerceklestirilmistir. EEG kulak memelerine ortak referans elektrotlar1 yerlegtirilerek
alinmistir. Kayit 6rnekleme hizi 1000 Hz’tir. Sebeke elektrigi giiriiltiistinden kurtulmak iizere
cevrim ici olarak 50 Hz’lik centik (notch) filtre uygulanmistir. Cevrim dis1 analizler i¢in Scan
(siirim 4.5) yazalm kullamlmustir. Olgiimler F3, F4, FCz, P3, P4, CPz elektrotlarinda
gerceklestirilmigtir.
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Sekil 2: EEG kayit laboratuvarinin tasarim

3.1.1. Isitsel Uyarilmig Potansiyeller (IUP)

Isitsel uyarilmis potansiyellerin elde edilebilmesi icin tek tip ses uyarani (500 ms siireli,
80 dB SPL siddetinde, 1500 Hz sinusoidal) toplam 60 kez, uyaranlar arasi siire 2,5 ile 5,0
saniye arasinda degisecek sekilde kisiye kulakliklar yardimiyla, iki kulaktan birden

dinletilmisgtir.

Stirekli EEG verileri uyaranin verildigi anin 1000 ms 6ncesi ve 1000 ms sonrasini
kapsayacak sekilde boliimlenmistir. Ilk uyarana ait boliim atlip géz kirpma ve hareket benzeri
artefaktlarin bulundugu bdliimlerin ayiklanmasindan sonra kalan verilerin uyaran o6ncesi
bolgeye gore “baseline” diizeltmesi yapilmis, verilere 0.5-48 Hz bant gecgiren filtre
uygulandiktan sonra sonra verilerin ortalamasi alinarak olay iliskili potansiyeller elde

edilmistir.

3.1.2. Isitsel Olay Iliskili Potansiyeller (IOIP)

Isitsel Olay iliskili potansiyellerin olusturulabilmesi icin seyrek uyaran paradigmasi
uygulanmistir. 500 ms'lik, 80 dB SPL siddetinde, sinusoidal (hedef ses:1600 Hz, hedef
olmayan ses:1500 Hz) ses kulakliklar yardimiyla iki kulaktan birden katilimcilara

dinletilmigstir. Uyaranlar aras1 siire 2,5-5 sn'dir. Toplam 120-140 uyaran dinletilmistir ve bu
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uyaranlarin yaklasik %25'i hedef uyarandir.

Siirekli EEG verileri, uyaranin verildigi anin 1000 ms 6ncesi ve 1000 ms sonrasini
kapsayacak sekilde béliimlenmistir. Ilk uyarana ait béliim atilip goz kirpma ve hareket benzeri
artefaktlarin bulundugu boliimlerin ayiklanmasindan sonra kalan verilerin uyaran 6ncesi
bolgeye gore “baseline” diizeltmesi yapilmig, verilere 0.5-48 Hz bant gegiren (filtre
uygulandiktan sonra sonra verilerin ortalamasi alinarak olay iliskili potansiyeller elde

edilmistir.

Sinyal giiriiltii oranim gosterebilmek iizere hasta grubundaki genotip gruplarina ait
hedef ve hedef olmayan uyaranlara verilen ortalama yanitlarin tepeden tepeye N1-P2 genligi,
uyaran oncesindeki 700-200 milisaniye arasina ait genlik degerlerinin quadratik ortalamasi

Olclilmiigtiir.

3.1.3. Isitsel Uyumsuzluk Negatifligi (MMN)

Naatanen ve arkadaglarinin (35) gelistirmis olduklar1 optimum-1 MMN paradigmasinin
diizenlenmis bir hali kullanilmistir. Kayit esnasinda kisiye kulakliklar yoluyla tonlar
dinletilirken bilgisayar ekrani aracihigiyla da alt yazili bir film sesi kapatilmis olarak
izletilmistir. Sesler, her bir standart tondan sonra degistirilmis ton gelecek sekilde
dinletilmistir. Tonlarda siire, siddet, siklik (frekans) ve yon olmak {iizere dort farkli degisme
tipi ve her degisme tipinin ii¢ farkli biiyiikliik derecesi vardir. Oturum art arda dort standart
tonun ardindan bir standart bir degistirilmis ton arka arkaya gelecek sekilde toplam 964 (484
standart, 480 degistirilmis) ton icermektedir. Her bir degistirilmis ton tipinin her seviyesi 40
kez dinletilmistir. 4 standart ve 4 degisitirilmis tonun bulundugu sekizli dizilerde her bir

degisme tipi bir kez bulunmaktadir (Sekil 3).

YON SURE FREK. siD.
[S—{s—{s-—{S-—{s|—Db-—S—{D-—{S-—b-—{sI—D}—§]-----
GOK AZ ORTA AZ

Sekil 3: MMN paradigmasinda uyaran deseni

Arka arkaya 4 standart sesin dinletilmesiyle baglayan uygulama bir standart (S) ses bir
degistirilmis (D) ses dinletilerek devam etmektedir. Her sekiz uyarandan 4'li degistirilmis
sestir ve bu her sekizli pakette bir yon, bir siddet, bir siire, bir frekans degisimi yapilmis ses
dinletilmektedir.
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Kullanilan standart ton {i¢ siniisoidal bilesenden (523, 1046 ve 1569 Hz) olusan, 80 dB’lik, 75
ms siireli sestir. Ses kulaklikla, sag ve sol kulakliktan aynm1 anda, aym siddette dinletilmistir.
Bu yiizden kisi sesi tam karsisindan geliyormus gibi algilamistir. Siiresi degistirilmis seslerin
siireleri 59, 43 ve 27 ms’dir. Siddeti degismis seslerin siddetleri 75, 70 ve 65 dB’dir. Sesin
frekansindaki sapma azalma ya da artma seklinde yapilmistir. Frekans: degistirilmis seslerin
temel frekanslar artan frekans icin 535, 562 ve 609 Hz, azalan frekans icin 512, 487 ve 450
Hz’dir. Sesin algilanan yonii, kulaklar aras1 uyaran baglangi¢ zaman farki olusturulmasiyla
elde edilmistir. Olusturulan kulakliklar arasi uyaran baglangi¢ zamam farklar1 100, 400 ve 700
ps, bu gecikmelere denk gelen agisal sapmalar sirasiyla 10, 40 ve 90”dir (Tablo 1).

Stirekli veri, cevrim dis1 olarak 600 ms’lik (100 ms uyaran Oncesi) siipiiriimlere
ayrilmistir. Goz kirpma bulaglarindan kurtulmak tizere her bireye ait veri incelendikten sonra
veriye uygun olarak secilen EOG ve/veya frontal EEG elektrotlarinda +50 (bazi bireylerde
+75) pV araliginin disinda degerlere sahip olan siipiiriimler otomatik olarak silinmistir.
Yiiksek posterior alfa aktivitesi gosteren bireylerde artefakt belirleme elektrodu olarak PZ ya
da OZ elektrodu secilmistir. “Baseline” diizeltmesi uyaran éncesi bolgeye gore yapilmis, 0,5-
48 Hz bant geciren filter uygulanmistir. Farkli uyaran tiplerine ait siiptiriimler kendi icinde
gruplanip ortalamalar1 alinmistir. 100-300 ms araligindaki minimum tepe noktasinin genlik ve
latans1 olarak o6lc¢iilmiistiir. Ayrica her bireyin siire ve siddet degiskenlerinde 120-240 ms,
frekans ve yon degisimlerine ait yanitlarda ise 100-220 ms arasindaki ortalama genlik

degerleri Olclilmiistiir.

Tablo 1: MMN paradigmasindaki uyaranlarin ses 6zellikleri
Dort farkh 6zellikte, ii¢ farkh seviyede farklilik gésteren toplam 12 degismis ses ve 1 standart
sesin Ozellikleri. KAZF: Kulaklar arasi uyaran baglama zaman farki

R . Frekans Yon(°) /

Sure (ms) | Siddet (dB) (Hz) KAZF(ps)
Standart 75 80 523 0°
n Az 59 75 535/512 10°/100
% u Oort
- @ 43 70 562/487 40°/400
)80) a
(a) Cok 27 65 609/450 90°/700




3.2.  Genetik Veri Elde Edilmesi

Genetik veriler sadece 14 hastada incelenmistir. Genetik incelemeler icin deneyimli
saglik personeli tarafindan katiimcilardan K;EDTA iceren 2 ml’lik vakumlu tiiplere periferik
kan alinmigtir. Kanlar DNA izolasyonu yapilana kadar -20°C’de bekletilmistir. Kandan DNA
izolasyonu islemi Roche DNA izolasyon Kkiti ile gerceklestirilmistir ancak yeterli DNA elde
edilemeyen orneklerde fenol-kloroform ekstraksiyonu ve etanolle ¢éktiirme metodu modifiye
edilip uygulanmustir. iki yéntemden biriyle elde edilen genomik DNA 6rnekleri calismalarda
kullanilmak {izere tekrar -20°C'de saklanmigtir. Genomik DNA’dan polimeraz zincir tepkimesi
(PCR: polymerase chain reaction) ile ¢ogaltilan uygun bdlgeler dizi analizi ile incelenip

Val158Met polimorfik noktasina gore genotiplendirme yapilmistir.

3.2.1. DNA Izolasyonu

“Roche DNA izolasyon kiti” ile yapilan DNA elde etme isleminde 200 pl'lik kan 6rnegi
tiriiniin kendi kilavuzunda belirtilen islemlere (EK 2) maruz tutulmustur. Ornekler %0,8'lik
agaroz jelde yiriitiildiikten sonra yeterli miktarda DNA gozlenebiliyorsa ornekler
kullamlincaya kadar -20°C'ye kaldirldi. Yeterli DNA elde edilemeyen kisilere ait kan

orneginden fenol-kloroform ile DNA elde etme iglemi baglatildi.

Fenol-kloroform ektraksiyonu/etanolle ¢oktiirme yonteminin basamaklari su sekilde

uygulanmistir:
1. -20°C'de dondurulmus kanin oda sicakhiginda ¢oziilmesi beklendi.

2. 500 pl ¢oziilmiis kan steril 1,5 ml'lik eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine 400 pl 1x
SSC tampon c¢ozeltisi ilave edildi. Yavasca vortekslendi. 1 dakika 12.000 rpm'de

santrifiij edildi.

3. 500 pl siipernatan pipet ile alimp atildi. Uzerine 500 pl 1x SSC tampon ¢ozeltisi ilave
edildi. Yavasca vortekslendi. 1 dakika 12.000 rpm'de santrifiij edildi.

4. 3. basamaktaki islem 2 kez daha tekrarlandi.

5. Dipteki pelletin kalkmamasina dikkat edilerek siipernatanin tamami pipet yardimiyla

atildi.

6. Her bir pellete 200 pl 0,2 M NaOAc (sodyum asetat) ilave edildi. Kisa siire yavasca
vortekslendi. 18 pl %10'luk SDS (sodyum dodesil siilfat) ilave edildi. Kisa siire

yavasca vortekslendi. 7,5 pl proteinaz K (20 mg/ml) ilave edildi. Kisa siire yavasca
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vortekslendi.

Cozelti su banyosunda 55°C'de 1 saat 30 dakika inkiibe edildi. Her 15 dakikada bir

tiipler yavasca vortekslendi.

Ceker ocakta her bir tiipe 20 pl fenol/kloroform/isoamil alkol (25:24:1) ilave edildi. 30
saniye yavasca vortekslendi. 3 dakika 12.000 rpm'de santrifiij edildi.

Ust siv1 faz 1.5 ml'lik yeni steril eppendorf tiipiine aktarildi. 500 pl mutlak etanol ilave
edildi. Yavasca vortekslendi. -20°C'de 4 saat ya da 1 gece inkiibe edildi.

10. Tiipler 12.000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi. Pelleti diisirmemeye dikkat ederek

stipernatan atildi. Tiipleri agizlar parafilm ile kapatildi. Parafilmde kiigiik delikler

acilip tiipler yaklasik bir saat kurumaya birakildi.

11. 90 pl TE (tris-EDTA) tampon ¢ozeltisi ilave edildi. Kisa siire yavagca vortekslendi.

Su banyosunda 55°C'de 15 dakika inkiibe edildi.

12.10 pl 2 M NaOAc ilave edildi. Tiipler yavasca vortekslendi. 250 pl soguk mutlak

etanol ilave edildi. Yavasca vortekslendi. 1 dakika 12.000 rpm'de santrifiij edildi.

13. Pelleti diisiirmemeye dikkat ederek siipernatan atildi. Pellete 500 pl %80 soguk etanol

ilave edildi. 1 dakika 12.000 rpm'de santrifiij edildi.

14. Pelleti diisiirmemeye dikkat ederek siipernatan atildi. Tiipleri agizlar1 parafilm ile

kapatildi. Parafilmde kiigiik delikler acilip tiipler yaklasik bir saat 30 dakika kurumaya
birakildi.

15. 100 pl 10:1 TE tampon c¢ozeltisi ile pellet yeniden siispanse edildi. Su banyosunda

55°C'de gece boyunca inkiibe edildi.

16. Tiipler su banyosundan alindi, %0,8'lik agaroz jelde yiiriitiildi ve yeterli DNA

3.2.2.

gozlenen érnekler -20°C'ye kaldirild.

Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

Calisilacak olan COMT Val158Met (rs4680) polimorfizmine uygun primerler dizayn

edildi. Secilen primerlerin, polimorfik noktanin ve enzimle kesilen diger bolgelerin COMT

geni lizerindeki yerlesimleri Tablo 2’de yer almaktadir. Olugan {iriiniin uzunlugu 169 bp (baz

cifti)’dir. Kit ile elde edilen DNA'lar 1:5, fenol-kloroform ile elde edilen DNA'lar ise 1:10

oraninda seyreltilerek kullanildi.
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Tablo 2: Primer baglanma bélgeleri ve polimorfik nokta
Primer baglanma bolgeleri sari, rs4680 polimorfik noktasi kirmizi gosterilmistir. Sol

stitundaki sayilar ayn satirdaki ilk niikleotidin gen {izerindeki konumunu belirtmektedir.

26881 tgggggccta ctgtggctac tcagctgtge gcatggcccg cctgctgtca ccaggggcga

26941 ggctcatcac catcgagatc aaccccgact gtgccgccat cacccagcgg atggtggatt

27001 tcgctggclt gaaggacaag gtgtgcatgc ctgacccgtt gtcagacctg gaaaaagggc

Toplam hacmi 50 pl olacak sekilde hazirlanan PCR karisiminin igerigi su sekildedir:

Mastermix 2X (TaqPol+Tampon ¢6zelti+dNTP) — Fermentas 25l
fleri Yénlii Primer (10 pM) 2 pl
Geri Yonli Primer (10 pM) 2l
Distile Su (Apirojen, Enjeksiyonluk Su) 11 pl
Genomik DNA (1:10 ya da 1:5 seyreltilmis) 10 pl

Techne TC-3000G termal dongii cihazinda gerceklestirilen tepkimenin parametreleri ise

Tablo 3'de yer almaktadir.
3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez uygulamalar1 “Easycast Yatay Sistem” (Owl Seperation Systems)
elektroforez tanklarinda gerceklestirildi. %2'lik agaroz jel hazirlamak {izere erlen icinde 40 ml
0.5 X'lik TBE (Tris-borat-EDTA) tampon cozeltisine 0.80 gram agaroz (Prona) eklendi
(genomik DNA o6rneklerininin yiiriitiildiigii %0,8'lik jel icin 0,32 gram agaroz kullanmld).
Karisim yaklasik 90 saniye mikrodalga firinda 1sitildi. Jeli homojen olarak polimerlegtirmek
ve asirt tampon ¢Ozelti buharlasmasim Onlemek igin c¢ozelti kaynamaya basladiginda
mikrodalga firin durduruldu, c¢ozelti karstirildi, ardindan tekrar firin cahistirildi. Bu islem
gerekirse bir kag kez tekrarlandi. Ardindan erlen cesme suyu altinda, taban elle tutulabilecek
hale gelene kadar sogutuldu ve 2,5 pl Etidyum bromiir (EtBr) eklendi ve erlen yavasca
calkalandi. Elektroforez tankinda taraklar yerlestirildi ve cozelti jel yatagina dokildii.
Yaklasik yarim saat jelin polimerlesmesi beklendikten sonra jel tank icinde 0.5 X'lik TBE
tampon c¢o6zeltisine birakildi, taraklar cikarildi, kuyulara 5 pl PCR 6rnegi (ya da genomik
DNA) ve 1 pl yiikleme boyasi (6X'lik, Fermentas) eklendi. Yiiriitiilen PCR 6rneklerinin dogru
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uzunlukta olduklarinin tayini icin bir kuyuya 100 baz ciftlik basamaklar halinde artan
boylarda cift iplikli DNA iceren 1 pl DNA isaretleyici (RBC marka), 1 pl yiikleme boyasi ile
birlikte eklendi. PCR o&rnekleri 50 dakika, genomik DNA 60 dakika 90 V altinda
ylriitiildiikten sonra jel goriintiileme sisteminde (Vilber, Lourmat) UV altinda goriintiilenerek

dijital goriintiiler alindu.

Tablo 3: PCR parametreleri
COMT genine ait polimorfik Val158Met noktasini igeren diziyi tiretmek icin uygulanan
PCR'in basamaklarinin sicaklik ve siire bilgileri

Islem Sicaklik (°C) Siire (dakika)
Ik Denatiirasyon 95 4
Denatiirasyon 95 30 sn
35 Dongii Baglanma 55 30 sn
Uzama 72 1
Son Uzama 72 10

3.2.4. Dizi Analizi

Dizi analizi icin yaklasik 40 pl'lik PCR ornekleri ve ileri yonli COMT primeri
Macrogen (Seul, KORE) firmasina gonderilmistir. Dizi analizinden gelen sayisal formattaki
dosyalar Unipro UGENE yazilimi aracilifiyla incelenip Val158Met polimorfik bolgesindeki

niikleotid verisi okunarak kisilerin genotiplendirmesi yapilmstir.
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4. BULGUILAR

(alismaya alinan ve analizlerde kullanilan hasta ve saglikh goniilliilere ait

demografik veriler soyledir.

Kontrol grubu: 17 kisi: 9 kadin, 8 erkek yas araligi: 21-50, yas ort: 37,64+9,25; 11°i

iniversite mezunu (egitim yil ort. 14.11+ 3,77).
Hasta grubu: 17 kisi, 10 Erkek, 7 kadin, yas aralig1: 23-54, yas ort: 37+8,44; 3’
iniversite, 9'u lise mezunu (egitim yil1 ort: 10,88+ 3,42).

Tiim kontrol ve hastalardan elde edilen genetik ve elektrofizyolojik veriler asagida
sunulmaktadir. Elektrofizyolojik verilerin incelenmesinde bilissel uyarilmis potansiyellerden
[UP, I0IP ve MMN iizerinde ayri ayri ve biitiinsel olarak bulgular sunulmaktadr.

Biitlinselligin gosterilmesinde frekans zaman grafikleri kullanilmaktadir.

4.1.  Elektrofizyolojik Olciimler

4.1.1. Isitsel Uyarilmis Potansiyeller (IUP)

iki grup sonuclan karsilastinldiginda, 6 elektrotta isitsel uyarilmis potansiyellerin N100
ve P200 genlik ve latanslarinin 6lctiimii sonucunda FCZ ve P4 elektrotlarindaki P200

latansinin istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4).
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Sekil 4: Hasta ve kontrollere ait I{UP'lerin kafa iizerinde dagihm.

Hasta grubuna ait yanit genel ortalamasi agik mavi, kontrol grubuna ait yanit genel
ortalamasi koyu mavi ile gosterilmistir.
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4.1.2. Isitsel Olay Iligkili Potansiyeller (IOIP)

Seyrek uyaran paradigmasinda hedef olmayan uyarana verilen yanitlar incelendiginde
(Sekil 5) F3 elektrodunda N100 ve gec negatiflik latansinin , F4 elektrodunda P200 ve P300
latansinin, CPZ elektrodunda ise sadece N100 latansinin hasta grubunda kontrol grubuna
gore daha kisa oldugu goriilmektedir (p<0.05). Hedef olmayan uyaranin elektrofizyolojik

yanitlarinda gruplar arasi herhangi bir genlik farki bulunamamistir.

Sekil 5: Hedef olmayan uyarana ait yanitlar

Hasta grubuna ait yanit genel ortalamasi agik mavi, kontrol grubuna ait yanit genel
ortalamasi koyu mavi ile gosterilmistir.
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Seyrek uyaran paradigmasinda hedef uyarana ait isitsel olay iliskili potansiyeller
incelendiginde (Sekil 6) hasta grubunun P200 latans1 F3, F4 ve FCZ elektrotlarinda, N200
latans1 F3 elektrodunda ve ge¢ negatiflik latans1 FCZ elektrodunda kontrol grubundan kisa
bulunmustur (p<0.05). Hedef uyarana karsi olusan olay iliskili potansiyellerin genliklerinin
gruplar arasi karsilastirmasi yapildiginda FCZ elektrodunda hastalarin N100 genliginin; FCZ,
CPZ ve P3 elektrotlarinda ise saglikli goniilliillerin ge¢ negatiflik genliklerinin daha diisiik
oldugu goriilmektedir (p<0.05).

Sekil 6: Hedef uyarana ait iOiP'ler

Hasta grubuna ait yanit genel ortalamasi acik kirmizi, kontrol grubuna ait genel
ortalamasi koyu kirmizi ile gosterilmistir.

25



4.1.3. Uyumsuzluk Negatifligi (MMN)

Analizler yapildiginda, MMN tepe noktasi latans 6l¢timleri incelendiginde 2. dereceden
frekans sapmasi olan seste P4 elektrodunda hastalarin MMN latans1 gecikmistir. 1. dereceden
yon sapmasi olan seste FCZ, 3. dereceden yon sapmasi olan seste ise P4 elektrodunda
hastalarin MMN yanitinin gecikmis oldugu goriilmektedir (p<0.05). MMN tepe noktasi

genlikleri bakimindan gruplar arasinda anlamli fark bulunamamugtir.

Kisilerin 120 ms'lik zaman kesitindeki ortalama MMN genlikleri 6lciildiigiinde ise 3.
dereceden siire sapmasi olan seste CPz ve P4; 2. dereceden siddet sapmasi olan seste P4; 3.
dereceden siddet sapmasi olan seste P3, P4 ve CPz; 2. dereceden frekans sapmasi olan seste
P4; 2. dereceden yon sapmasi olan seste CPz elektrodunda hasta grubunun MMN yanitlarinin
daha kiiciik oldugu gozlenmektedir (p<0.05). Gruplarin ortalama MMN yanitlar1 Sekil 7'de

verilmektedir.

SURE SIDDET FREKANS YON
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Sekil 7: CPz elektrodundan élciilen MMN yamtlari.

Ust satirda kontrol, ikinci satirda hasta grubunun farkl: tipte ve derecede ses degismelerine
verilen MMN yanitlar goriilmektedir. En yiiksek dereceden sapma olan uyaranlar mavi, orta
derecede sapma olanlar kirmizi, en az sapma olanlar yesil ile gosterilmistir.

4.2. Genetik Degerlendirme
Tasarlanan primer cifti ve PCR parametreleri, 6zgiin olarak sadece 169 baz ciftlik DNA
dizisini iretmistir (Sekil 8). DNA dizi analizi sonuclari da PCR ile cogaltilan bdélgenin,

cogaltilmasi istenen bolgeyle ayni oldugunu dogrulamaktadir (Sekil 9).
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Genotiplendirmesi yapilan 14 hastadan 7'si Val/Met heterozigot, 4'ti Val/Val homozigot,
3'lii Met/Met homozigottur. Bu dagilim Hardy-Weinberg kuralina uygundur (x*=0,0004). Val
ve Met allel frekanslari sirasiyla 0,54 ve 0,46'dir.

. — . —

. "'F

Sekil 8: Agaroz jelde yiiriitiilmiis PCR iiriinleri

PCR iiriinlerinin yaklasik 169 baz ¢iftlik oldugu
goriilebilmektedir. Hicbir 6rnekte 6zgiin olmayan
DNA bolgesi cogaltilmamustir.

1 10 20 30 40 50 60 70 Ed 80 100 10 120 130 1% 150 160 170 180 190 200 210 220 234 B/

' EEJ

BZ 84 86 88 % 5‘2 94 96 98 100 102 104 106 108 110 12 M4 116 18 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138 140
TCGCTGGCGTSEAAGGACAAGGITGETGCATGCCTGACCCGTTGTCAGACCTGGARAARARAGSG

Sekll 9: Ornek blr dizi analizi sonucu

Dizi analizi sonucu elde edilen florasan tepe takibi kromatgramin incelenmesi sonu
Val158Met genotiplendirmesi yapilmaktadir. Bu érnekte kirmizi kare i¢inde gosterilen 91.
konum icin yaklasik ayni1 degerde iki tepe olusmustur. Bu durun, o kisinin Val/Met
heterozigot bir birey oldugunu goéstermektedir.
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4.2.1. Genetik ve IOIP'ler

Genotip gruplarinin sayis1 kiiciik oldugu igin elektrofizyolojik yanitlar ve genotip
iliskisini incelemek {izere istatistiksel karsilastirma yapilamamaktadir. Ancak isitsel olay
iligkili potansiyel verilerinin hastalarda farkli genotip gruplarindaki tanimsal istatistik
verilerine Tablo 4 ve Tablo 5'ten ulasilabilir. Yer kisitlilig1 nedeniyle sadece CPz elektroduna
ait bilgiler verilmisgtir.

Tablo 4: Farkli Genotiplerde IOiP Bilegenleri N
Seyrek uyaran paradigmasi hedef uyaraninda CPz elektrodunda elde edilen IOIP'lerin tepe

noktalar1 genlik ve latanslarinin farkl genotiplerdeki hastalarda (N: genotip grubundaki hasta
sayisi) ortalama (), standart sapma (SS), minimum (min) ve maksimum degerleri (maks).

Genotip N w0 SS Min Maks

Met/Met 3 105 10,54 95 116

N100 Latans1 Val/Met 7 102,86 35,15 51 143
Val/Val 4 119 15,30 104 140

Met/Met 3 -8,87 3,04 -11,1 -5,4

N100 Genligi Val/Met 7 -5,64 3,46 -12,3 -1,4
Val/Val 4 -7,62 4,23 -12,3 -2,5

Met/Met 3 213,67 61,34 159 280

P200 Latansi Val/Met 7 217,57 43,32 153 284
Val/Val 4 180,50 7,94 173 190

P200 Genligi Met/Met 3 3,97 3,91 -0,5 6,8
Val/Met 7 5,37 4,22 0,2 11,6

Val/Val 4 6,82 4,80 0,4 10,6

Met/Met 3 307,33 68,16 242 378

N200 Latans1 Val/Met 7 314,71 49,71 231 382
Val/Val 4 236,50 20,37 211 257

Met/Met 3 -1,20 2,21 -3,5 0,9

N200 Genligi Val/Met 7 -2,36 1,95 -3,9 1,2
Val/Val 4 -2,94 2,91 -7,1 -0,4

Met/Met 3 342,67 73,12 280 423

P300 Latans1 Val/Met 7 417,71 50,92 317 455
Val/Val 4 380 51,39 351 457

Met/Met 3 4,40 1,00 3,4 54

P300 Genligi Val/Met 7 4,94 2,13 2,6 8,9
Val/Val 4 3,42 0,72 2,5 4,0

Met/Met 3 451,67 107,22 331 536

Gec Negatiflik Latansi Val/Met 7 513,43 75,61 366 616
Val/Val 4 468,50 62,68 410 546

Met/Met 3 -4,40 1,13 -5,7 -3,7

Geg Negatiflik Genligi Val/Met 7 -3,21 2,74 -8,1 -0,3
Val/Val 4 -3,05 2,30 -5,4 -0,4
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Tablo 5: Farkh Genotiplerde MMN Genligi
MMN paradigmasinda CPz elektrodunda elde edilen MMN ortalama genliklerinin farkli

genotiplerdeki hastalardaki ortalama (), standart sapma (SS), minimum (min) ve maksimum

degerleri (maks). N, her genotip grubundaki hasta sayisidir.

Genotip N » SS Min Maks

Met/Met 3 -0,36 1,29 -1,675 0,913

Siiresi Az Sapmis Uyaran Val/Met 7 0,81 2,14 -2,326 4,066

Val/Val 4 -0,11 0,59 -0,798 0,602

o Met/Met 3 -0,28 0,69 -1,021 0,335

Siiresi Orta Derecede | )z re 7 0,21 1,80 22,021 2,837
Sapmig Uyaran

Val/Val 4 -1,35 1,29 -2,571 0,449

Met/Met 3 -1,03 0,84 -1,522 -0,063

Stiresi Cok Sapmig Uyaran| Val/Met 7 0,30 1,15 -1,163 2,112

Val/Val 4 1,06 1,39 -2,039 0,996

Met/Met 3 0,31 0,80 -0,607 0,868

Siddeti Az Sapmis Uyaran| Val/Met 7 -0,01 1,31 -2,114 2,011

Val/Val 4 -0,97 0,82 -1,465 0,247

o Met/Met 3 0,02 1,12 -1,173 1,062

Siddeti Orta Derecede |y, o 7 -0,31 1,87 -4,132 1,540
Sapmig Uyaran

Val/Val 4 -0,29 0,93 -1,046 1,018

. . Met/Met 3 -0,55 0,68 -3,667 0,084

Siddeti Gok Sapmug Val/Met 7 0,08 2,05 -1,247 2,948

Uyaran

Val/Val 4 -1,14 1,33 -2,548 0,548

Met/Met 3 0,65 0,70 -0,81 1,321

Frekanst Az Sapmis Val/Met 7 -0,02 0,94 -1,323 1,168

Uyaran

Val/Val 4 -0,14 0,66 -1,032 0,544

Met/Met 3 -0,80 0,72 -1,355 0,013

Frekansi Orta Derecede | )y ro¢ 7 0,36 1,45 2,177 2,401
Sapmig Uyaran

Val/Val 4 0,71 0,84 -1,915 -0,017

Met/Met 3 0,90 0,43 -1,339 -0,479

Fre}‘a“%gr’;‘nsapm@ Val/Met 7 -0,10 2,31 -4,689 2,508

Val/Val 4 -0,46 0,14 -0,625 -0,286

Met/Met 3 -0,53 0,72 -1,147 0,255

Yonii Az Sapmis Uyaran Val/Met 7 0,48 1,34 -0,974 2,417

Val/Val 4 -0,01 0,53 -0,595 0,514

o Met/Met 3 -0,27 0,35 -0,596 0,108

Yonii Orta Derecede Val/Met 7 0,06 1,02 -1,164 1,578
Sapmig Uyaran

Val/Val 4 -0,69 0,75 -1,494 0,277

Met/Met 3 -1,11 0,46 -1,501 -0,598

Yoni Cok Sapmis Uyaran| Val/Met 7 0,11 1,67 -1,961 2,746

Val/Val 4 -0,76 1,62 -2,558 1,363
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4.2.2. Genetik ve EEG sinyal kalite él¢iimleri

[OiP'lerde sinyal giiriiltii oram1 icin dolayli élciim yaklasimi olarak yapilan giiclenme
faktorii (Enhancement Faktoér) ol¢lim sonuglari Tablo 6’de yer almaktadir. Tabloya gore
sizofreni hastalarinda hedef uyarana verilen yanitlarda Val/Val grubu en yiiksek giiclenme
faktoriine (sinyal giiriiltii oranina) sahiptir. Bunu Val/Met ve Met/Met gruplar izlemektedir.

Gruplara ait IO1P"lerin siirekli dalgacik doniisiimii ile elde edilen zaman frekans gosterimleri

ise Sekil 10 'de gosterilmektedir.

Tablo 6: Genotipe gore giiclenme faktorii degerleri
Seyrek uyaran paradigmasi oturumunda hedef ve hedef olmayan uyaranlara karsi olusan

elektrofizyolojik yanitlarin uyaran 6ncesi 700-200 ms donemindeki genliklerinin kuadratik
ortalamasi (RMS), tepeden tepeye maksimum genlik degeri (PP Max) ve Bunlarin orani olan

giiclenme faktorii (EF)
Val/Val Val/Met Met/Met
Hedef Hedef Hedef Hedef Hedef Hedef
olmayan olmayan olmayan
RMS 0,93 1,24 1,38 1,13 1,44 1,27
PP Max 13,13 9,76 9,52 7,14 10,35 7,80
EF 14,13 7,90 6,91 6,33 7,18 6,12
Val/Val n=4 Val/Met n=7 Met/Met n=3

Hedef

Hedef Olmayan

EF= 14,12

Dusuk Dopamin?

A0 400 50 A0 100D 1200 400 e 1800 2000

A0 400 50 A0 100D 1200 400 1ED 1800 2000

EF= 7,90

Orta Dopamin?

A0 400 50 30 100] 1200 40 e 1800 2030

EF= 6,91

A0 400 50 30 100d 120D 140 e 1800 2000

EF= 6,33
Sekil 10: COMT genotip gruplarina gore IOIP'lerin zaman-frekans gosterimi

Yuksek Dopamin?

| —

EF= 7,18

EF= 6,12

Hedef ve hedef olmayan uyaranlara verilen yanitlar hasta grubundaki farkli COMT
genotiplerine gore gosterilmistir. Sicak renkler artmis giicii ifade etmektedir.

A0 400 50 30 (001 1200 1400 1e0 10800 2000

A0 400 50 30 (001 1200 140 1e0 1000 2000
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5. TARTISMA

Bu tez, ila¢ kullanan 17 sizofreni hastasi ve 17 kisiden olusan kontrol grubunun
elektrofizyolojik incelemesini icermektedir. Ayrica 14 Kkisilik hasta alt grubunun
elektrofizyolojik incelemesinin yanm sira COMT Vall58Met genetik polimorfizm bilgisi

eklenmistir.
Elektrofizyolojik sonuclar 1s181inda genel olarak sizofreni hastalarinda
i. Genlik azalmasi egilimi
ii. Latans degisimleri
iii. Frekans degisimleri
iv. Sinyal giirtiltii oran1 degisimleri

goze carpmaktadir. Bulgularin 6n veri olarak bize sundugu yukandaki degisimler IOiP’lerde
latans ve frekans agisindan daha belirgindir. Zaman frekans dagilimlarin1 gosteren dalgacik
doniistimleri bize genel hatlariyla kalitatif yon gostermektedir. Bu gosterimi genel olarak
destekleyen sinyal-giiriilti oram1  (giiclenme faktorii)) incelemesi zaman-frekans

incelemeleriyle paralellik gostermektedir ve bu paralellik ilk defa kullanilmistir.

Elde edilen sonuclar alt baghklar halinde tartisilacaktir.

5.1.  Elektrofizyolojik Bulgulara Ait Tartisma
5.1.1. Isitsel Uyarilmig Potansiyeller (IUP)

Isitsel uyarilmis potansiyelleri 6lgiigiimiiz basit uyaran paradigmamzda N100 ya da
P200 yamtlarinin genliklerinde bir degisiklik goriilmemistir. Literatiirde yer alan, sizofreni
hastalar1 ve yakinlariyla yapilan isitsel uyarilmis potansiyel calismalarinda ise genellikle
azalmis N100 genligi bulunmaktadir. Bu durum calismanin katilimci sayisinin kismen diisiik

olmasi disinda uyaran tipimiz ve uygulama yontemlerimizle aciklaniyor olabilir.

Foxe ve arkadaglari (35) hem kronik hem ilk episod sizofreni hastalarinda, hem de hasta
yakinlarinda isitsel uyarilmis potansiyele ait N100 yamitinda genlik azalmasi bulmustur (15).
Ancak bu ¢alismada tek tip uyaran paradigmasi yerine seyrek uyaran paradigmasi uygulanmis
ve hedef olmayan uyarana verilen yanitlar isitsel uyarilmis potansiyel olarak ol¢iilmiistiir.
Ayrica hedef uyaranlarda bizim calismamizdaki gibi icten sayma gorevi degil, tusa basma

gorevi verilmistir. Ayrica uyaranlar arasi siire 1.5 saniye olarak sabit tutulmustur. Bu
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uygulama diizeni beklenti, motor hazirlik, uyaranlar arasi farki algilama gibi durumlar
yaratarak basit isitsel uyarilma &tesinde de siireglerin etkinlesmesi ve buna bagh olarak hasta
ve kontrol gruplar arasinda fark olugsmasina yol agmis olabilir. Calismamizda isitsel uyarilmig
potansiyelleri elde etmek icin 60 uyaran kullanirken, bu calismada IUP elde etmek icin 600
uyaran kullanilmistir. Buna bagh olarak artmis olan sinyal/giiriiltii oram da ¢alismamizda
goriilemeyen farkin ortaya cikarilmasinda yardimci olmus olabilir. Rosburg ve arkadaslari,
derleme yayinlarinda 6zellikle dikkat gerektiren paradigmalarda sizofreni hastalarinda N100
genliginin diismiis oldugunu belirtmistir (44). Yazarlar ayrica uyaranlar arasi siirenin sizofreni
hastalar1 ve kontroller arasinda fark ¢ikmasina neden olabilecegini belirtmektedirler. Ancak
gruplar arast N100 genligi farkinin olugmas: ic¢in 1 saniyeden fazla uyaranlar arasi siire
gerektigi belirtilmektedir ve bu tezde de 2,5-5,0 saniye uyaranlar arasi siire kullanildig igin,

bu bilgi gruplar aras1 N100 genligi farki bulunamamis olmasim agiklamayacaktir.

Turetsky ve arkadaslarinin calismasinda (51) hastalarda ve hafif kafa travmasi, A tipi
kisilik bozuklugu, madde kullanimi gibi o6zellikler gosteren, sizofren olmayan hasta
yakinlarinda ikili ardisitk uyaran paradigmasinda ilk uyarana ait N100 genligi saghkl
bireylere gére azalmis bulunmustur. Uyaran ciftlerinin ikinci uyaranina ait N100 yanitinda ya
da bu iki N100 yanitinin oranlarinda hastalarda ve hasta yakinlarinda bir fark bulunamamuisgtir.
Iki ardisik uyaran arasi ve uyaran ciftleri aras1 zamanin degisken olmadig1 bu ¢alisma deseni
de bu tezde yer alan basit uyaran paradigmasindan daha farkh nitelikte N100 yanitlarinin elde
edilmesine ve dolayisiyla bu tezde bulunmamis bir gruplar arasi farka ulasilmasina neden
olmus olabilir. Turetsky ve arkadaglarimin calismasinin katihmer sayisinin yiiksekligi (142
hasta, 373 birinci dereceden hasta yakini, 221 kontrol) de gruplar arasinda fark

bulunabilmesini saglamis olabilir.

Mazhari ve arkadaslarinin calismasinda (31) da yine cift klik sesi kullanmis ve yaygin
kognitif bozuklugu olan sizofrenlerde N100 genligi kiiciik bulunurken hafif kognitif
bozuklugu olan sizofreni hastalarinda fark bulunamamistir. Yine daha fazla katihmci ve
uyaran sayisinin bulunmasi bu ¢alismanin giiciinii arttirmis olabilecegi gibi bu tezle olan
farkta ardisik ¢ift uyaran paradigmasinin etkileri de goriiliiyor olabilir. Bu ¢alismanin 1s181inda
getirilebilecek bir diger aciklama da bu tezde yer alan hasta grubunun genellikle hafif bilissel
bozuklugu olan hastalardan olusuyor olabilecegi ve bu nedenle N100 genliginde gruplar arasi

farka rastlanamadigidir.
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5.1.2. Isitsel Olay Iligkili Potansiyel (IOIP)

Bu tezde olay iligkili potansiyellerin en ¢ok ¢alisilmis bileseni olan P300'e ait genlik ya
da latans degerlerinin gruplar arasinda farklilik gosterdigi bulunamamistir. Literatiirde ise pek
¢cok calisma sizofren hastalarinda ve yakinlarinda p300 genliginin diismekte oldugunu

gostermektedir.

Winterer ve arkadaslar1 (56), sizofreni ve kontrol gruplarimin IOIP bilesenlerini (P50,
N100, P200, P300) karsilastirdiklar1 ¢alismada sadece parietemporalde P300 genliginde diisiis
bulmuslardir. Hastalarin saglikli kardeslerinin yanitlariyla kontrol grubu arasinda ise herhangi
bir fark bulamamuiglardir. Yazarlar hastalarin N100 yanit1 genliginde kiiciilme ¢ikmamasinin
uyaranlar arasi siirenin kisa olmasi (1.0-1.5 saniye) ve motor gorev yerine sadece sayma
gorevi olmasina bagli olabilecegini belirtmislerdir. Bu tezde de diigmeye basma yerine sayma
gorevi verilmis olmasina ragmen hedef uyaranda hastalarin N100 (FCZ elektrodunda) genligi

diismiis fakat P300 genliginde bir fark bulunamamustir.

Williams ve arkadaslar1 (53), diigmeye basma motor gorevini iceren seyrek uyaran
paradigmasi uyguladiklar1 calismalarinda sizofreni hastalarinda hedef uyarana ait N100, N200
ve P300 genliklerinde azalma, P200 genliginde ise artma bulmuslardir. Bunun disinda bu
tezde bulunan kisalmig N100 latansinin tersi bir bulguya ulasarak hastalarda hedef uyarana ait
N100 latansinin artmakta oldugunu gostermislerdir. Calismada ayrica hastalarda artan P300
genliginin diistince bozuklugu ve grandiyoz ile, artmig N100 latansinin ise psikomotor fakirlik
ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu elektrofizyolojik verilerin farkli belirtilerle korelasyon
gosteriyor olmasi, bu tezdeki farkli sonuclarin, hasta gruplarinin belirtileri arasindaki fark

olmasina dayanabiliyor olacagin akla getirmektedir.

5.1.3. Uyumsuzluk Negatifligi (MMN)

Sesin siiresinde ve siddetinde en c¢ok sapmanin oldugu uyaranlarda parietal
elektrotlardaki ortalama MMN genligi sizofreni hastalarinda kontrollere gore daha diigiik
cikmistir. Yine sizofreni grubundaki bireylerde sesin frekansi ve yoniiniin 2. dereceden saptig1
uyaranlarda ise sirasiyla P4 ve CPz elektrotlarinda ortalama MMN genliginin diistiigli
gozlemlenmistir. MMN genliklerindeki azalma literatiirle uyumludur; ancak bu ¢alismalarda
genellikle frontal elektrotlar kullamilmistir. Tezin inceledigi verilerde frontal elektrotlarda
gruplar arasi fark ¢cikmazken parietal elektrotlardafark bulunmasi, MMN 6l¢iimlerinde sadece

frontal degil posterior elektrotlarin da incelenmesi gerektigini vurgulamaktadir. Kullanilan
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referans elektrodu da 6l¢iim yapilacak elektrodun segilmesinde 6nemli bir etkendir.

5.2.  Genetik Bulgulara Ait Tartisma

Hasta grubundaki katilimcilarda gerceklestirilen COMT Val158Met genotiplendirmesi
orneklemimizin grup polimorfizm karsilagtirmalar1 yapmak icin yetersiz olmakla birlikte,
Tirk populasyonunda yapilmis bir allel frekans aragtirmasinda (23) bulunan allel

frekanslariyla uyumlu gériinmektedir (Tezde Val: 0,54, Aragtirmada Val: 0,55).

Hasta grubu icinde genotip gruplarinin daha da kiigiilmesiyle (gruplardaki birey sayilari
4, 7 ve 3'tiir) genotip ve elektrofizyolojik parametreleri karsilastirmak daha da giictiir.
[OiP'lerde tepe genlik ve latanslarimin genotip ile iliskisine dair belirgin bir sonug yoktur.
MMN genliklerinde ise 6zellikle degisiminde Met/Met grubundaki hastalarin genlikleri 1srarli
olarak Val/Val grubundan diisiik ¢ikmaktadir. Diisiik katilimci sayisi1 bulgu hakkinda dikkatli
yorum yapilmasim gerektirmikle birlikte bu sonu¢ 2211 kromozom delesyonu olan
bireylerden saglam 22 kromozom iizerinde Met alleli tasiyanlarin Val alleli tasiyanlara goére

daha diisiik MMN genligi bulan ¢alisma ile uyumluluk géstermektedir.

Hastalarda genotipin elektrofizyolojik sinyal/giiriiltii oraniyla iliskisi IOIP'nin giiclenme
faktori kullanilarak incelendiginde Val/Val genotipli hastalarin Met/Met genotiplilerden daha
yiiksek sinyal/giiriiltii oranina sahip oldugu, heterozigot bireylerin ise arada bir deger tagidig1
goriilmektedir. Bu yiiksek sinyal/giiriilti oraninin yiiksek sinyalden mi yoksa diisiik
giiriiltiden mi kaynaklandigim1 anlamak icin zaman-frekans analizi yapildiginda Val/Val
genotipli hastalarin hem o6zellikle N100-P200 bilesenlerinin oldugu zaman araliginda ve
yaklasik 7 Hz frekansinda yiiksek sinyali, hem de uyaran éncesi donemde diger gruplardan
daha az giirilti tasidig1r goriilmektedir. Bu analizde dikkat ceken diger nokta ise Val/Val
grubunun hedef uyarana yanitlarinda P300 bilesenine denk gelen yaklasik 300. ms'de delta
frekans araligindaki sinyalin ¢ok zayif olmasidir. Bu durum, Val/Val grubunda P300

genliginin diger gruplara gore daha diisiik 6l¢iilmiis olmasini aciklayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma genetik ve elektrofizyolojik/bilissel c¢alismalarin arasinda bir koprii
niteligindedir ve ileriki calismalarin baslangicinda ¢alisma parametrelerine 151k tutabilecek

niteliktedir.

Elektrofizyolojik veriler yalmz néral popiilasyonlarin bir ciktis1 degil aym1 zamanda
bilissel bilesenler olarak veri saglamaktadir. Bu veriler sizofreni hastalarinda goriilen biligsel
bozulmalarin siirecinin anlasilmasinda, ayrica hastalik ve tedavi siirecinin takibinde yol

gosterici olabilirler.

Calismamizda sizofreni hastalarinda isitsel uyarilmis potansiyeller, isitsel olay iliskili
potansiyeller ve uyumsuzluk negatifligi parametrelerinde degismeler oldugu gosterilmistir.
Hasta grubunda frontal korteks dopamin etkinligini etkileyebilecek bir genetik varyasyonun
(COMT Val158Met) elektrofizyolojik yanitlara etkileri incelenmis ve ¢alisilmas1 olasi

incelemelerin 6n degerlendirilmesi sunulmustur.

Calismanin ozellikle genetik caligmaya alinan katihmci sayisinin arttirilmasi ve farkl
genotip gruplarinin ayrintili elektrofizyolojik incelemelerinin yapilmasi uygun olacaktir. Yine
uygulanan paradigmalarin siirelerinin arttirilmasiyla daha giiriiltiisiiz elektrofizyoljik yanitlar
elde edilmesi 6l¢lim kaynakli olasi sorunlarin 6niine gecerek veri bozulma ve kayiplarinin
oniine gecebilir, ihtiya¢ duyulan katihmci sayisimi azaltabilir. Calismaya alinan hastalarin
kullanmakta olduklan ilaclarin etkilerinin de incelenmesi ve gerekirse yeni calismalarda ilk
episod hastalarinin ya da ila¢ kullanmamis hastalarin kullanilmasi, hastaligin ve ilag
kullaniminin elektrofizyolojik yanitlara etkilerinin ayristirllmasini saglayabilir. Calismanin
istatistiksel giiciiniin arttirlmas1 icin hasta sayisimin 6zellikle ¢cok merkezli calismalarla
arttirllmasi, genetik etkilerin incelenebilmesi icin hasta yakinlarimin da calismaya katilmasi

ileriki calismalara katki saglayacaktir.
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How to Use this Product

2.2 Procedure for DNA Isolation from 10 ml Mammalian Whole Blood

Procedure

A Al procedures are performed at +15 to +25°C unless otherwise noted.

For each blood sample to be processed, add 30 ml Red Blood Cell Lysis
Buffer to a sterile 50 ml centrifuge tube.

@ Use a centrifuge tube that will withstand a minimum of 900 x g
(preferable 12,000 x g), and accommodate a total volume of 40 ml.

Add 10 ml mammalian blood to each tube.
Cap the tube, and mix gently by inversion.

@ Do not vortex.

Place the centrifuge tube on a rocking platform or gyratory shaker for
10 min.

@ Alternatively, manually invert the sample periodically for 10 min.

Centrifuge the tube at 875x g for 10 min (e.g., 2,000 rpm in a RT6000B
Sorvall Centrifuge).

(@ Do not exceed centrifugation speed limit, as this will increase the
difficulty of resuspending the white cell pellet (step 6).

Carefully pour off and properly dispose of the clear, red supernatant
(indicative of complete red cell lysis). Some residual liquid should
remain with the white cell pellet.

@ The Red Blood Cell Lysis Buffer selectively lyses the erythrocytes,
leaving the leukocytes intact. Following centrifugation, if the sample
appears as a cloudy upper layer (containing plasma/leukocytes) and
a red lower layer (containing erythrocytes), no red cell lysis has
occurred. If this happens, do one of the following:

* Repeat steps 1-4 with fresh blood, using a 15-minute incubation in

step 3.

* Repeat steps 1-4 with fresh blood, inverting the sample more

frequently if mixing by hand.

« Ensure that fresh blood has been warmed to +15 to +25°C before

repeating steps 1-4.

Thoroughly vortex the white pellet visible at the bottom of the tube in
the residual supernatant.

@ Vortex thoroughly, making sure that the white cell pellet is fully
resuspended in the residual supernatant. This step facilitates
complete lysis of the white cell pellet during step 7.

(@ Note that the white cell pellet will still be slightly red in color due
to the presence of residual hemoglobin. The hemoglobin will be
removed in subsequent steps.
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Procedure for DNA Isolation

How to Use this Product

Add 5 ml White Cell Lysis Buffer, cap the tube, and mix thoroughly by
vortexing.

@ Vortex thoroughly to ensure the white cells are completely lysed.
Following successful lysis of the leukocytes, the solution should
appear clear dark red/brown with no particulate material present.
To ensure this, perform an optional incubation at 37°C for 15-30
min, which may facilitate lysis.

For heparin-treated blood, heat the white cell pellet in White Blood
Cell Lysis Buffer for 10 min at 65°C to facilitate lysis.

Optional: Add RNase* to a final concentration of 0.02 mg/ml. Mix by
inversion, and incubate at 37°C for 15 min.
RNase treatment completely removes RNA contaminants from the
final DNA sample, yielding pure DNA with no RNA contamination.
However, if subsequent applications do not require a RNA-free
sample, this step can be eliminated.

® The incubation time can be extended up to 1 h at 37°C.

Transfer the sample to a sterile 17 x 100 mm tube.

(@ The sample can remain in the 50 ml centrifugation tube if the 50 ml
tube is capable of withstanding 12,000 x g centrifugal force

Add 2.6 ml Protein Precipitation Solution to each sample.

@ Vortex thoroughly! (We recommend that you vortex continuously
for approximately 25 sec.) This is necessary for effective removal
of protein from the sample.

@ Upon vortexing, a brownish protein precipitate will be clearly visi-
ble.

Centrifuge the sample at 12,000 x g (e.g., 10,000 rpm in a Sorvall RC5B
centrifuge) for 10 min.

(@ Samples must be centrifuged at 12,000 x g for a minimum of 10
min. Lower-speed spins will result in loose protein pellets, making
it very difficult to effectively separate the proteinaceous material
from the supernatant.

Carefully pour the supernatant, which contains the DNA, into a new
sterile 50 ml centrifuge tube. Properly dispose of the protein pellet.

@ The new centrifuge tube must accommodate approximately 30 ml
and withstand a minimum of 900 x g (or 12,000 x g for isolation of
<1.5 x 107 cells).

www.roche-applied-science.com



How to Use this Product

Ethanol precipitate the DNA:

+ Add 2 volumes of +15 to +25°C ethanol to the supernatant from step
12. Gently mix by inversion until DNA strands precipitate out of solu-
tion and the remaining liquid is no longer cloudy.

* Centrifuge the sample at 875 x g for 10 min (e.g., 2,000 rpm in a Sor-
vall RT6000B centrifuge). Discard the supernatant. For <1.5 x 107
cells, centrifuge at 12,000 x g for 10 min following addition of glyco-
gen carrier.

Optional Method: Instead of centrifugation, a sterile blunt-ended

glass rod may be used to carefully remove the DNA strands from the

100% ethanol before transferring them to a new sterile tube containing

cold 70% ethanol (see step 14). Swirl until DNA strands are released

into 70% ethanol.

@ If the number of leukocytes in the sample is less than 1.5 x 107
cells, the yield may be insufficient to see visible DNA strands falling
out of solution. If this occurs, add glycogen* carrier prior to the eth-
anol precipitation, and increase the centrifugal to 12,000 x g to
facilitate effective precipitation.

Add 3 ml cold 70% ethanol to the DNA pellet in the tube, and carefully
mix the sample several times by gentle inversion. Centrifuge the sam-
ple at 875 x g for 5 minutes (e.g., at 2,000 rpm in a Sorvall RT6000B
centrifuge). Discard the supernatant.

@ Do not vortex during this wash step. For samples containing <1.5 x
107 cells, centrifuge the DNA at 12,000 x g for 5 min after the 70%
ethanol wash.

Dry the DNA pellet by placing the sample under vacuum without heat
for a few minutes or until the ethanol is no longer visible.
OR Allow the sample to air dry.

@ Do not overdry the DNA pellet as this will make it much more diffi-
cult to fully resuspend the DNA.

To resuspend the DNA pellet, add 1 ml TE Buffer, pH 8.0, or desired
buffer. Vortex thoroughly. Place samples at 65°C for 30-60 min to aid in
resuspension; periodically vortex the samples. .

(@ Vortex thoroughly to help resuspend the DNA pellet.

® For human blood samples, a 30-min incubation at 65°C is suffi-
cient to fully resuspend DNA samples. For samples from other
mammalian species, place the samples at 65°C for 60 min.

Store samples at +2 to +8°C until use.

@ If desired, samples can be accurately quantified using spectropho-
tometry or fluorometry.

Total time: =1.5 h + resuspension (for 4 samples)
Hands-on time: =15 min
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Procedure for DNA Isolation

How to Use this Product

2.2.1 Using the isolated DNA

DNA prepared using the DNA Isolation Kit for Mammalian Blood can be effec-
tively used in multiple applications, including Southerns and PCR with either
Taq DNA polymerase or Expand PCR System* products. Once quantified, use
the same amount of DNA per application as you would typically use of DNA
prepared with an alternative purification method.

2.2.2 Optional procedure for use with smaller quantities of blood

By slightly adjusting the procedure detailed in the section titled “DNA isola-
tion from 10 ml mammalian whole blood,” blood samples from 1-10 ml can
be processed. Follow the procedure described above with the following vol-
ume modifications.

Blood Red Blood Cell White Blood Cell Protein Recom.

Volume Lysis Buffer Lysis Buffer Precipitation Resuspension

(mi) Volyme: Blood Volume (ml) Solution volume Volumes (ul)
Ratio* (Step 1) (Step 7) (ml) (Step 10)  (Step 16)

9-<10 31 5.0 2.6 1000

8-<9 31 5.0 26 800

7-<8 31 5.0 2.6 800

6-<7 3:1 5.0 2.6 600

>5-6 31 5.0 26 600

4-5 31 25 1.3 400

3-<4 31 15 0.780 400

2-<3 31 1.0 0.520 200

1-<2 31 1.0 0.520 200

" Add 3 ml Red Blood Cell Lysis Buffer for every 1 ml whole blood.
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How to Use this Product

2.2 Procedure for DNA Isolation from 10 ml Mammalian Whole Blood

Procedure

A Al procedures are performed at +15 to +25°C unless otherwise noted.

For each blood sample to be processed, add 30 ml Red Blood Cell Lysis
Buffer to a sterile 50 ml centrifuge tube.

@ Use a centrifuge tube that will withstand a minimum of 900 x g
(preferable 12,000 x g), and accommodate a total volume of 40 ml.

Add 10 ml mammalian blood to each tube.
Cap the tube, and mix gently by inversion.

@ Do not vortex.

Place the centrifuge tube on a rocking platform or gyratory shaker for
10 min.

@ Alternatively, manually invert the sample periodically for 10 min.

Centrifuge the tube at 875x g for 10 min (e.g., 2,000 rpm in a RT6000B
Sorvall Centrifuge).

(@ Do not exceed centrifugation speed limit, as this will increase the
difficulty of resuspending the white cell pellet (step 6).

Carefully pour off and properly dispose of the clear, red supernatant
(indicative of complete red cell lysis). Some residual liquid should
remain with the white cell pellet.

@ The Red Blood Cell Lysis Buffer selectively lyses the erythrocytes,
leaving the leukocytes intact. Following centrifugation, if the sample
appears as a cloudy upper layer (containing plasma/leukocytes) and
a red lower layer (containing erythrocytes), no red cell lysis has
occurred. If this happens, do one of the following:

* Repeat steps 1-4 with fresh blood, using a 15-minute incubation in

step 3.

* Repeat steps 1-4 with fresh blood, inverting the sample more

frequently if mixing by hand.

« Ensure that fresh blood has been warmed to +15 to +25°C before

repeating steps 1-4.

Thoroughly vortex the white pellet visible at the bottom of the tube in
the residual supernatant.

@ Vortex thoroughly, making sure that the white cell pellet is fully
resuspended in the residual supernatant. This step facilitates
complete lysis of the white cell pellet during step 7.

(@ Note that the white cell pellet will still be slightly red in color due
to the presence of residual hemoglobin. The hemoglobin will be
removed in subsequent steps.
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Procedure for DNA Isolation

How to Use this Product

Add 5 ml White Cell Lysis Buffer, cap the tube, and mix thoroughly by
vortexing.

@ Vortex thoroughly to ensure the white cells are completely lysed.
Following successful lysis of the leukocytes, the solution should
appear clear dark red/brown with no particulate material present.
To ensure this, perform an optional incubation at 37°C for 15-30
min, which may facilitate lysis.

For heparin-treated blood, heat the white cell pellet in White Blood
Cell Lysis Buffer for 10 min at 65°C to facilitate lysis.

Optional: Add RNase* to a final concentration of 0.02 mg/ml. Mix by
inversion, and incubate at 37°C for 15 min.
RNase treatment completely removes RNA contaminants from the
final DNA sample, yielding pure DNA with no RNA contamination.
However, if subsequent applications do not require a RNA-free
sample, this step can be eliminated.

® The incubation time can be extended up to 1 h at 37°C.

Transfer the sample to a sterile 17 x 100 mm tube.

(@ The sample can remain in the 50 ml centrifugation tube if the 50 ml
tube is capable of withstanding 12,000 x g centrifugal force

Add 2.6 ml Protein Precipitation Solution to each sample.

@ Vortex thoroughly! (We recommend that you vortex continuously
for approximately 25 sec.) This is necessary for effective removal
of protein from the sample.

@ Upon vortexing, a brownish protein precipitate will be clearly visi-
ble.

Centrifuge the sample at 12,000 x g (e.g., 10,000 rpm in a Sorvall RC5B
centrifuge) for 10 min.

(@ Samples must be centrifuged at 12,000 x g for a minimum of 10
min. Lower-speed spins will result in loose protein pellets, making
it very difficult to effectively separate the proteinaceous material
from the supernatant.

Carefully pour the supernatant, which contains the DNA, into a new
sterile 50 ml centrifuge tube. Properly dispose of the protein pellet.

@ The new centrifuge tube must accommodate approximately 30 ml
and withstand a minimum of 900 x g (or 12,000 x g for isolation of
<1.5 x 107 cells).
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How to Use this Product

Ethanol precipitate the DNA:

+ Add 2 volumes of +15 to +25°C ethanol to the supernatant from step
12. Gently mix by inversion until DNA strands precipitate out of solu-
tion and the remaining liquid is no longer cloudy.

* Centrifuge the sample at 875 x g for 10 min (e.g., 2,000 rpm in a Sor-
vall RT6000B centrifuge). Discard the supernatant. For <1.5 x 107
cells, centrifuge at 12,000 x g for 10 min following addition of glyco-
gen carrier.

Optional Method: Instead of centrifugation, a sterile blunt-ended

glass rod may be used to carefully remove the DNA strands from the

100% ethanol before transferring them to a new sterile tube containing

cold 70% ethanol (see step 14). Swirl until DNA strands are released

into 70% ethanol.

@ If the number of leukocytes in the sample is less than 1.5 x 107
cells, the yield may be insufficient to see visible DNA strands falling
out of solution. If this occurs, add glycogen* carrier prior to the eth-
anol precipitation, and increase the centrifugal to 12,000 x g to
facilitate effective precipitation.

Add 3 ml cold 70% ethanol to the DNA pellet in the tube, and carefully
mix the sample several times by gentle inversion. Centrifuge the sam-
ple at 875 x g for 5 minutes (e.g., at 2,000 rpm in a Sorvall RT6000B
centrifuge). Discard the supernatant.

@ Do not vortex during this wash step. For samples containing <1.5 x
107 cells, centrifuge the DNA at 12,000 x g for 5 min after the 70%
ethanol wash.

Dry the DNA pellet by placing the sample under vacuum without heat
for a few minutes or until the ethanol is no longer visible.
OR Allow the sample to air dry.

@ Do not overdry the DNA pellet as this will make it much more diffi-
cult to fully resuspend the DNA.

To resuspend the DNA pellet, add 1 ml TE Buffer, pH 8.0, or desired
buffer. Vortex thoroughly. Place samples at 65°C for 30-60 min to aid in
resuspension; periodically vortex the samples. .

(@ Vortex thoroughly to help resuspend the DNA pellet.

® For human blood samples, a 30-min incubation at 65°C is suffi-
cient to fully resuspend DNA samples. For samples from other
mammalian species, place the samples at 65°C for 60 min.

Store samples at +2 to +8°C until use.

@ If desired, samples can be accurately quantified using spectropho-
tometry or fluorometry.

Total time: =1.5 h + resuspension (for 4 samples)
Hands-on time: =15 min
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Procedure for DNA Isolation

How to Use this Product

2.2.1 Using the isolated DNA

DNA prepared using the DNA Isolation Kit for Mammalian Blood can be effec-
tively used in multiple applications, including Southerns and PCR with either
Taq DNA polymerase or Expand PCR System* products. Once quantified, use
the same amount of DNA per application as you would typically use of DNA
prepared with an alternative purification method.

2.2.2 Optional procedure for use with smaller quantities of blood

By slightly adjusting the procedure detailed in the section titled “DNA isola-
tion from 10 ml mammalian whole blood,” blood samples from 1-10 ml can
be processed. Follow the procedure described above with the following vol-
ume modifications.

Blood Red Blood Cell White Blood Cell Protein Recom.

Volume Lysis Buffer Lysis Buffer Precipitation Resuspension

(mi) Volyme: Blood Volume (ml) Solution volume Volumes (ul)
Ratio* (Step 1) (Step 7) (ml) (Step 10)  (Step 16)

9-<10 31 5.0 2.6 1000

8-<9 31 5.0 26 800

7-<8 31 5.0 2.6 800

6-<7 3:1 5.0 2.6 600

>5-6 31 5.0 26 600

4-5 31 25 1.3 400

3-<4 31 15 0.780 400

2-<3 31 1.0 0.520 200

1-<2 31 1.0 0.520 200

" Add 3 ml Red Blood Cell Lysis Buffer for every 1 ml whole blood.

www.roche-applied-science.com
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Introduction

The recent cognitive biophysical studies focus on different properties of auditory domain, especially in the schizophrenia research. The classical auditory oddball paradigm mainly targets an attentional process (AERP) whereas the MMN design
is to a great extent attention-free. Mismatch Negativity (MMN) is an endogenous response which is elicited, irrespective of the subject's attention or behavioral task, when a series of a standard sound is interrupted by an infrequent deviant
sound (differs from standart sound by any characteristics of sound like duration, intensity and pitch) (1). Many studies have reported abnormalities in the generation of MMN in schizophrenia (2).

In Dichotic Listening (DL) test, two different auditory stimuli are simultaneously presented to a subject, one in each ear (3). Among the different procedures of DL, consonant-vowel syllable setup is one of the most frequently used methods to
study language asymmetry in the human brain (4). As contralateral projections to the temporal lobe are stronger than ipsilateral projections and left temporal lobe is involved in phonological input, subjects recall from right ear better than left
car. This Right Ear Advantage (REA) is reduced in schizophrenia, an expected result as functional and anatomical asymmetry of auditory areas is also reduced in this pathology (5).

Materials&Methods

19 patients (age:36.8+8.7, 8 females, 1 left handed) diagnosed with schizophrenia according to DSM-IV were recruited from the Department of Psychiatry of Dokuz Eylul University, Turkey. 19 control subjects
(age:32.5+11.1, 9 females, 2 left handed) with no psychiatric or neurological disorders were recruited for the study. Handedness of participants is determined by Edinburgh Handedness Questionnaire. Furthermore all of
the subjects were screened with audiometric testing to ensure normal hearing on both ears. 64-channel digital EEG recording was performed by Scan 4.2 software while stimuli were presented to the subjects electrically

shielded, acoustically isolated, and dimly lit room. A recently developed system, EMISU, is used for integration of stimulation and behavioral data on EEG data, online (6). EEG data were analysed by Neuroscan 4.4
software. SPSS 11.0 was used for statistical analyses and nonparametric tests were used.

To elicit AERPs, auditory oddball paradigm is applied via headphones binaurally. Auditory stimuli were 500 ms, 80 dBSPL, sinusoidal (target: 1500 Hz, nontarget:1600 Hz) sounds. Targets occurred in 20-25% of the
cases. Subjects were asked to count the target sounds mentally. Continuous EEG data were epoched, grouped according to stimulus type, baseline, filtered (0.5-48 Hz band-pass), and averaged (in time domain). Artifact
rejection was performed manually. Peak amplitudes and latencies of N1 and P2 components were measured. P3 mean amplitude value is measured in 300-450 ms range.

During DL test, subjects underwent EEG recording. 36 different combinations of /ba/, /da/, /ga/, /ka/, /pa/, /ta/ syllables were represented by headphones, one from each ear. Interstimulus interval was varied
randomly between 5.17 and 6.17 seconds. Subjects were asked to recall and mark the syllable they perceived on a keypad using their index finger of one hand. All 36 possible combinations of syllables were presented
twice in each session, one session for each hand. Thus a total of 144 (36x2x2) stimuli were presented. Continuous data were epoched and for each subject, epoches were sorted as REA (when the subject recalls the
syllable presented in the right ear), LEA (left ear) and HOM (when the same syllable is presented in both ear). After artefact rejection was performed manually, sweep numbers were equated. Then epochs were baseline
corrected, filtered (0.5-48 Hz bandpass) and averaged (in time domain). Peak amplitudes and latencies of N1 and P2 were measured manually at Fz and Cz electrodes.

During MMN paradigm, subjects underwent EEG recording. A modified version of optimized MMN paradigm developed by Pakarinen et al. (7) is used. Standart tone was 75 ms in duration, at an intensity of 80 dB,
composed of three sinusoidal partials (523 Hz as fundamental frequency) and presented simultaneously via headphones (resulting in perception of the sound source as localized in the centre). There were four type of
deviants (duration, intensity, frequency, location), each with three levels. Location deviance is achieved by delaying the tone monaurally, right or left with equal probability. Subjects watched a silent movie while the
auditory stimuli were presented. A total of 964 tones are presented (484 standart, 480 deviant). The number of stimuli of each deviation level was 40. Interstimulus interval was 500 ms. Continuous EEG data were
epoched, grouped according to stimulus type, baseling, filtered (0.5-48 Hz band-pass), and averaged (in time domain). Artifact rejection was performed automatically. Mean value of MMN responses between 100-200 ms
(for location deviants), 150-250 ms (for intensity deviants), 125-225 ms (for frequency deviants) or 100-200 ms (for location deviants) was measured automatically. For simplicity, only MMN responses to most deviant
stimuli are analysed. Data from Fz and Cz electrodes are used.

Results
AERP

Amplitude of N1 response to nontarget but not to target stimulus was reduced in patients at Fz and Cz electrodes compared to controls (p<0.05). No latency difference is shown between the
N1 responses of group either to target or nontarget stimuli. There is no difference between the N1 responses (amplitude and latency) to target and nontarget stimuli within the groups.
Amplitude of P3 response to target stimulus is significantly larger than response to nontarget stimulus in control group (p<0.05). This difference is reduced in patient group.

Dichotic Listening MMN

The percentages of behavioural responses are: for patient group, 52,7% REA; 33,6% LEA; The procedure, effectively distinguished the four above mentioned auditory specifications in
13,7 Error; for control group, 60,2% REA; 28,6% LEA; 11,2% Error. both patients and controls (fig.2).

In LEA and HOM conditions, N1 amplitude of patients is smaller than controls’ at Cz MMN response at Cz electrode to location deviation are diminshed in patients in respect to

electrode (p<0.05). In REA condition, N1 amplitude of patients is smaller than controls’ at Cz
and Fz electrodes (p<0.05). No difference in latency of N1 response is observed between
the groups. P2 latency and amplitude values also did not differ between groups. Grand

controls (p<0.05). MMN response to both intensity and frequency deviation are reduced in
patients in respect to controls at Fz and Cz electrodes(p<0.05). No reduction in MMN
response to location deviation is observed.

average electrophysiological responses of each group at each condition is given in figure 1.
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Figure 2.Grand averages of MMN responses of patients (first row) and controls (second row) to duration, intensity, frequency, and
location deviations (Ist, 2nd, 3rd, and 4th column, respectively). Different levels of deviation from the standard tone are indicated

Figure 1. Grand averages of REA, LEA and homonym conditions for patient (left) and control (right) groups. catiol th . | nt | 0 ie s
with different colours (green: lowest deviation level, red: intermediate deviation level, blue: highest deviation level).

Discussion&Conclusion

This is the first study that applied AERP, MMN and DL on the same heads of the healthy individuals and patients. Turetsky et al (8) has proposed that MMN and N100 (AERP) could be from
common cortical generators in a recent study with schizophrenics. Price et al. (9) suggested a multivariate electrophysiological phenotype. Furthermore, P300 has been reported to be reduced as
a progressive indicator of the disease (10). On the other hand, MMN (frequency and duration) has been found to be less sensitive to predict the course of the later stages of the disease
(11). Therefore, an ideal design should incorporate different aspects of such cognitive analysis, namely MMN, AERP and DL.

Our results point to the applicability of a multiblock design in schizophrenia. The value of the dichotic paradigm and the relative ease of the application are supporting measures of the new
design. Recently, Kim and Chung (12) also supported the importance of one-syllable words for studying laterality functions.

Finally, the electrophysiological data can now be effectively applied to construct 3D functional electrophysiological imaging (see fig. 3). The joint analysis of such data with the classical methods
i.e. fMRI will possibly become routine applications.
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Introduction

In Dichotic Listening (DL) test, two different auditory stimuli are simultaneously presented to a subject, one in each ear (1). Among the different procedures of DL, consonant-vowel
syllable setup is one of the most frequently used methods to study language asymmetry in the human brain (2). As contralateral projections to the temporal lobe are stronger than
ipsilateral projections and left temporal lobe is involved in phonological input, subjects recall from right ear better than left ear. This Right Ear Advantage (REA) is reduced in
schizophrenia, an expected result as functional and anatomical asymmetry of auditory areas is also reduced in this pathology (3).

Mismatch Negativity (MMN) is an endogenous response which is elicited, irrespective of the subject's attention or behavioral task, when a series of a standard sound is interrupted by
an infrequent deviant sound (differs from standart sound by any charecteristics of sound like duration, intensity and pitch) (4). Many studies have reported abnormalities in the

generation of MMN in schizophrenia (for a meta-analysis, see reference 5).

Materials&Methods

Patients diagnosed with schizophrenia according to DSM-IV were recruited from the Department of Psychiatry of Dokuz Eylul University, Turkey. Control subjects with no psychiatric or neurological disorders
were matched to the patients with respect to age and sex. All participants received more than 60 points in Edinburgh Handedness Questionnaire and were identified as right handed. Furthermore all of the subjects
were screened with audiometric testing (0.125, 0.25, 0.5, 0.750, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, and 8 kHz with SibeIMED, AC-50D) to ensure normal hearing on both ears. 64-channel digital EEG recording was performed by
Scan 4.2 software while stimuli were presented to the subjects electrically shielded, acoustically isolated, and dimly lit room. A recently developed system, EMISU, is used for integration of stimulation behavioral
and data on EEG data, online (emisu ref). EEG data were analysed by Neuroscan 4.3 software. SPSS 12.0 was used for statistical analyses.

DL

During DL test, 12 patients (mean age 35.2) with schizophrenia and 12 healthy control subjects (mean
age 30.8) underwent EEG recording. 36 different combinations of “BA”, “DA”, “GA”, “KA”, “PA”,
“TA” syllables were represented by headphones, one from each ear. Interstimulus interval was varied
randomly between 5.17 and 6.17 seconds. Subjects were asked to recall and mark the syllable they
perceived on a keypad using their index finger of one hand. All 36 possible combinations of syllables
were presented twice in each session, one session for each hand. Thus a total of 144 (36x2x2) stimuli
were presented. Continuous data were epoched (1000 ms prestimulus, 1000 ms poststimulus), baseline
corrected (according to prestim area), filtered (0.5-30 Hz bandpass) and averaged (in time domain).
Artifact rejection was perfomed manually. For each subject, epoches were sorted as REA (when the
subject recalls the syllable presented in the right ear), LEA (left ear) and diotic (when the same
syllable is presented in both ear). Then sweep numbers were equated and each group was averaged
separately. Peak-to-peak amplitudes of N1-P2, and N2-P3, amplitude of Late Negativity (LN),
latencies of N1, P3 and LN were measured manually at Cz electrode.

Results
The percentages of behavioural responses were (fig. 1):

For case group; 52.17 right ear advantage (REA); 33.51 left ear advantage
(LEA); 14.32 error

For control group; 56.82 right ear advantage (REA); 33.32 left ear advantage
(LEA); 9.86 error

60,0

500

Figure 1: Percentages of the responses
400 of case and control groups to the stimuli.
REA: the subject Tecalls the syllable
300 = presented in ‘the right ear, LEA:the
case subject recalls_the syllable presemed in
I control the n?ht ear, Error: the subject recalls a
syllabe not presented Diotic conditions

are excluded.

200

00
LEA REA Error

For the electrophysiological analysis, responses were observed in three time
windows (N1P2, N2P3, and LN) (fig. 2). A repeated measures of ANOVA revealed
differentiation between latency of responses to different conditions (REA, LEA
and diotic) of Late Negativity responses (F(2)=4.741, p=0.015).
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Figure 2. Grand averages of REA, LEA and diotic conditions for case (left) and control (right)
groups.

Conclusion

MMN

During MMN paradigm, 15 patients (age 23-49 years, mean 34.1) with schizophrenia and 15 healthy
control subjects (age 22-48 years, mean age 30.2) underwent EEG recording. A modified version of
optimized MMN paradigm developed by Pakarinen et al. (6) is used. Standart tone was 75 ms in
duration, at an intensity of 80 dB, composed of three sinusoidal partials (523 Hz as fundamental
frequency) and presented simultaneously via headphones (resulting in perception of the sound source
as localized in the centre). There were four type of deviants (duration, intensity, frequency, location),
each with three levels. Location deviance is achieved by delaying the tone monaurally, right or left
with equal probability. Subjects watched a silent movie while the auditory stimuli were presented. A
total of 964 tones are presented (484 standart, 480 deviant). The number of stimuli of each deviation
level was 40. Interstimulus interval was 500 ms. Continuous EEG data were epoched (100 ms
prestim, 500 ms poststim), baseline corrected (according to prestim area), filtered (0.5-30 Hz band-
pass), and averaged (in time domain). Artifact rejection was performed automatically, rejecting all
sweeps that had amplitude higher than 50 pV at Cz electrode. Averaged data was further filtered (0.5-
20). Mean value of MMN responses between 125-225 ms was measured automatically.

The preliminary analysis revealed MMN responses to duration and frequency
deviations to be diminished in schizophrenia patients in respect to controls
(p<0.05). The procedure, effectively distinguished the four above mentioned
auditory specifications in both patients and controls. The grand average wave
forms before subtraction point to a distinctly different wave pattern with clear
responses in the controls. However, the patient MMN responses were somewhat
less clear and consistent (fig. 3). The joint application of the deviant stimuli
concurrently gives a ground to jointly analyze and assess the mechanisms
behind the variations. This can further be applied to different age groups etc.

Frequency Location
535 Hz 562 Hz 609 Hz +100ps £400ps +700us

Intensity
75dB70dB 65dB

Duration
59 ms 43 ms 27 ms

Controls

Patients

Figure 3.Grand averages of MMN responses of controls (first row) and patients (second row) to duration, intensity,
frequency, and location deviations (1st, 2nd, 3rd, and 4th column, respectively). Different levels of deviation from
the standard tone are indicated with different colours (green: lowest deviation level, red: intermediate deviation
level, blue: highest deviation level). Time of stimulus presentation is marked with a vertical dashed line. Positive

potentials are shown upwards on Y axis.

The present results of right ear/left hemisphere dominance in dichotic syllable test supports the previous studies (1). Furthermore, this is the first known study that
evaluates electrophysiological responses in three different conditions (REA, LEA, diotic) in schizophrena patients with a similar approach. Whether the increased error
rate in schizophrenic subjects is due to the deficits in coping with conflicting stimuli or due to the general cognitive deficits (understanding the instructions etc.) can
be investigated further by comparing the error rates in diotic and dichotic conditions. Error rates in monotic condition (one syllable only in one ear) can also be
compared with these conditions. The results confirm the sensitivity of DL paradigm as well as the possible implications to conflict processing mechanisms.

The results from MMN paradigm validate the sensitivity and applicability of the modified paradigm, which has a comparatively easy and cost effective application.
Further, it requires minimal obedience on the patient’s side, which is crucial for the effective paradigm applications.

REFERENCES
1. Kimura D, Functional Asymmetry of the Brain in Dichotic Listening. Cortex 3 (1967) 163-168.
Tervaniemi M, Hugdahl K, Lateralization of Auditory-cortex Functions. Brain Research Reviews 43 (2003) 231-246.
Leberg EM, Hugdahl K, Green MK, Hemispheric Asymmetry in Schizophrenia: A * Dual Defncns Model. Blplaglcal Psycmalry 45 (1999) 76-81.

2
3.
4. Turetsky BI, Calkins ME, Light GA, Olincy A, Radant AD, Swerdlow NR.
5. Umbricht D, Krljes S. Mismatch negativity in schizophrenia: a meta-analysis. Schizophr Res. 2005 Jul 1,76(1):1- 23
6.

. Pakarinen S, Takegata R, Rinne T, Huotilainen M, Naatanen R. Measurement of extensive auditory discrimination profiles using the mismatch negativity (MMN) of the auditory event-related potential (ERP). Clin Neurophysiol. 2007 Jan;118(1):177-85.
Acknowledgement: The authors are thankful to research assistant Onur Bayazit for his support during the research. This study was supported by DEU project 2006.KB.SAG.038

For further information contact with Adile Oniz (adile.oniz@deu.edu.tr)

the viability of selected candidate measures. Schizophr Bull. 2007 Jan;33(1):69-94.




Optimal Mismatch Negativity Applied
in Schizophrenia Patients .

Adile Oniz"?, Murat Ozgéren™’, Serhat Taslica’, Cagdas Giidiicii', Ahmet Aktener’
Berna Akdede’, Koksal Alptekin,™

1Department of Biophysics, *Brain Dynamics Research Center, zDepartment of Psychiatry
Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Balcova, 35340, Izmir, Turkey

ABSTRACT 7re mismatch negativity has attracted a number of scientists in the schizophrenia research area. The major reason is that the MMN paradigm has sensitivity to assess the electrophysiological abnormality in the
patients, both in early and later stages of the disease. The aim of this study was to show the applicability of the modified version of so called “optimal MMN paradigm”. 15 patients (age 23-49 years, mean 34.1) with schizophrenia
(DSM-1V criteria) and 15 healthy control subjects (age 22-48 years, mean age 30.2) were recruited and underwent 64-channel EEG recording. The stimuli consisted of auditory stimuli with duration, intensity, frequency ana
location deviants which were applied while subjects watched a silent movie. The first stage preliminary analysis revealed duration and frequency deviations to be diminished in schizophrenia patients in respect to controls
(p<0.05). The procedure, effectively distinguished the four above mentioned auditory specifications in both patients and controls. The grand average wave forms before subtraction point to a distinctly different wave pattern with
clear responses in the controls. The results validate the sensitivity and applicability of the modified paradigm, which has a comparatively easy and cost effective application. Further, it requires minimal obeidance on the patient’s
side, which is crutial for the effective paradigm applications.

Introduction

Mismatch Negativity (MMN) is an endogenous response which is elicited, irrespective of the subject's attention or behavioral task, when a series of a standard sound is
interrupted by an infrequent deviant sound (differs from standart sound by any charecteristics of sound like duration, intensity and pitch) (1). It is memory-based . It peaks
150-200 ms after the deviant stimulus and temporally overlaps with N1 response (2). That's why a difference waves is obtained by subtracting the standard stimulus ERP
from that of the deviant stimulus for the different deviant stimuli in order to show MMN on the graph. MMN is generated by auditory cortices and dorsolateral prefrontal
cortex (DLPFC) and is NMDA dependent. In a twin study(3), heritability of MMN amplitude is found to be 0.68.

Many studies have reported abnormalities in the generation of MMN in schizophrenia(for a meta-analysis, see 4). Anti-psychotic treatment or clinical change from acute to
non-acute phase does not seem to be ameliorated (for a review, see 1). Many studies reported reduced MMN in unaffected family members of schizophrenic patients but
studies with negative results are also present (1).

Materials&Methods

15 patients (age 23-49 years, mean 34.1) with schizophrenia (DSM-IV criteria) and 15 healthy control subjects (age 22-48 years, mean age 30.2) were recruited and
underwent 64-channel EEG recording, by using Neuroscan 4.2. A maodified version of optimized MMN paradigm developed by Pakarinen et al. (5) is used. Standart tone was
75 ms in duration, at an intensity of 80 dB, composed of three sinusoidal partials (523 Hz as fundamental frequency) and presented simultaneously via headphones
(resulting in perception of the sound source as localized in the centre). There were four type of deviants (duration, intensity, frequency, location), each with three levels
(table 1). Location deviance is achieved by delaying the tone monaurally, right or left with equal probability. Subjects watched a silent movie while the auditory stimuli were
presented. A total of 964 tones are presented (484 standart, 480 deviant). Each level of each deviant type had the same probability so the number of each deviant stimuli
was approximately 40. Interstimulus interval was 500 ms. Continuous EEG data were epoched (100 ms prestim, 500 ms poststim), baseline corrected (according to prestim
area), filtered (0.5-30 Hz band-pass), and averaged (in time domain) by Neuroscan 4.3. Artifact rejection was performed automatically, rejecting all sweeps that had
amplitude higher than 50 pV at Cz electrode. Averaged data was further filtered (0.5-20). Mean value of MMN responses between 125-225 ms was measured automatically.
For statistical analysis, SPSS 12.0 was used.

Results

The first stage preliminary analysis revealed duration and frequency deviations to be diminished in schizophrenia patients in respect to controls (p<0.05). The procedure,
effectively distinguished the four above mentioned auditory specifications in both patients and controls. The grand average wave forms before subtraction point to a
distinctly different wave pattern with clear responses in the controls. However, the patient MMN responses were somewhat less clear and consistent. The joint application
of the deviant stimuli concurrently gives a ground to jointly analyze and assess the mechanisms behind the variations. This can further be applied to different age groups
etc.

Duration Intensity Frequency Location

27 ms L= [ERE1527 Hz 583 Hz

Table 1. Grand average of mean values of MMN

Case | -0,06| -0,80| -0,48 -0,17| -0,39 -0,95 0,19 -0,56 -0,19 0,01 -0,36/ -0,85 amplitude responses (uV) between 125-225 ms
Control| -0,20] -0,64] -1,04] -0,30] -0,51] -1,65| 005\ -0,97] -1,32 -0,69] -0,48 -0,73

after stimuli.

Duration Intensity Frequency Location
43 ms 27 ms 70 dB 65 dB 546 Hz 583 Hz +400ps £700us

Figure 1.
The four dimesions of MMN deviations

Grand averages of MMN responses of controls (first
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row) and patients (second row) to duration, intensity,

Controls

frequency, and location deviations (1st, 2nd, 3rd, and
4th column, respectively). Different levels of deviation
from the standard tone are indicated with different
colours (green: lowest deviation level, red:

intermediate deviation level, blue: highest deviation

level). Time of stimulus presentation is marked with a

vertical dashed line.

Patients

Conclusion The results validate the sensitivity and applicability of the modified paradigm, which has a comparatively easy and cost effective application. Further, it
requires minimal obedience on the patient’s side, which is crucial for the effective paradigm applications.
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