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ONSOz

Bu proje kapsaminda, sizofreni tedavisinde karsilasilan en blytn problemlerden olan
diren¢ gelisiminde rol alabilecek olan aday mikroRNA’larin belirlenmesi amaclanarak bu
mikroRNAlarin molekuler belirte¢ olarak kullanilabilme ihtimalleri anlik gdsterimli (real-time)

PCR ile yapilan analizler sonucunda tespit edilmistir.

Bu calismada, tek maddi destegi bize sunan TUBITAK’a tesekkiir ederiz.
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OzZET

Sizofrenide tedaviye direng en &nemli zorluklardan biridir. Sizofreni hastalarinda
basarili bir tedavi stratejisi gelistirmek icin antipsikotik ila¢ tedavisine olan yanitin dnceden
belirlenebilmesi oldukga 6nemlidir. Tedaviye diren¢ mekanizmalarinda gorev aldigi tespit
edilen cesitli genler (5-HTT, DRD1, DISC1 vb.) ile yapilan genetik calismalar daha ziyade
polimorfizm calismalari seklindedir. Gen ekspresyonunun kontroliinde énemli bir paya sahip
olan mikroRNAlar, bu tir sinirlayici genetik ¢alisma alanina sahip hastaliklar icin ideal bir
molekdler teshis elementi olmaktadirlar. Hem periferal dokularda hem de serumda stabil
kalabilmeleri, genetik ¢calismalar icin mikroRNAlari etkili bir hedef haline getirmektedir. Kanser
ve birgok hastaligin molekuler teshisinde yeni bir alan agmaktadirlar. Bu ¢alismada amag,
sizofreni tedavisine direng gdsteren ve iyi yanit veren hastalar arasindaki mikroRNA iligkisini
incelemek ve tedaviye direncin tespit edilebilmesi igin aday mikroRNAlari tanimlamaktir.
Calisma icin; saglikli, tedaviye iyi yanit veren ve tedaviye direng gosteren hasta gruplarinin
plazmalari kullanildi. Calisma igin sizofreni ile iliskili 29 mikroRNA secildi ve ekspresyon
dizeyleri gRT-PCR ile tespit edildi. Analizler sonucunda, tedaviye direncli sizofreni grupta,
tedaviye iyi yanit veren grup ile kargilastirildiginda miR-181b-5p, miR-195-5p ve miR-301a-3p
ekspresyonlarinin anlamli sekilde arttigi tespit edildi (P < 0,05). Bu mikroRNAlar, sizofrenide
tedaviye direncgte potansiyel teshis araci olabilir. Bunlarin dogrulugu igin ileri ve genis dlgekte

¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Sizofreni, mikroRNA, tedaviye direng, tedaviye yanit, gRT-PCR.



ABSTRACT

Treatment resistant is one of the most challenge in schizophrenia. To be able to predict
of responses to antipsychotic therapy will be essential for a successful therapy strategies in
schizopherina patients. Genetic studies that generated on various genes which determined
acting on treatment-resistant (5-HTT, DRD1, DISC1 etc) are limited the level of
polymorphisms. MicroRNAs which have a especial value on regulation of gene expression are
an ideal molecular diagnostic element for the disorders that have a limited work area.
MicroRNAs stay stable in peripheral tissues and serum. Therefore, microRNAs are to be an
efficient target for genetic studies and open up a new area on molecular diagnosis for cancer
and other disease. The aim of this study investigated relationship with microRNA between
treatment-responsive schizophrenia patients and treatment-resistant schizophrenia patients
and determined candidate microRNAs for treatment-resistant diagnosis. Plasmas of control,
treatment-responsive and treatment-resistant groups are used in this study. Schizophrenia-
associated 29 microRNA picked up and are measured using gRT-PCR the expression levels
among the selected groups. In results, expression level of miR-181b-5p, miR-195-5p and miR-
301a-3p were determined to significantly upregulate in treatment-resistant group compared to
treatment-responsive (P < 0,05). These microRNAs are potential indicators for treatment-
resistant schizophrenia patients. To confirm these results, the further investigations are

needed.

Keywords: Schizophrenia, microRNA, treatment-resistant, treatment-response, qRT-PCR,
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1.GIRIS

Sizofreni, insanin gergcek dinyadan uzaklasarak kendine 6zgu bir dinya olusturdugu;
duygu, disunce ve davraniglarda énemli degisikliklerin gorildigui agir bir ruhsal bozukluktur
(Ozturk 1990). Organik ve psikososyal kokenli bir beyin hastali§i oldugu distnlen sizofreni
hastaliginin toplumda gérilme sikligi %0,5-1’dir (Tandon, Keshavan et al. 2008). Ulkemizde
700.000 sizofreni hastasi oldugu 6ngérulmektedir (1999). Siklikla geng¢ yasta baslar. 40°l
yaslardan sonra da ortaya cikabilmektedir. Hasta yavas yavas icine kapanip kendine 6zgu bir
dinyanin igine girer. Bazi hastalarda baslangici sinsidir ve yavas bir ilerleyis gosterir (Goldner,
Hsu et al. 2002). %1-1.5 olan sizofreninin yasam boyu yayginhgdi toplumdan topluma farklilik
g6stermektedir. Sikhigi ise DSO (Dlnya Saglk Orglitii) verilerine gére binde 0.85' tir (Tandon,

Keshavan et al. 2008). Sizofreni icin risk faktorleri arasinda;
1. Hamilelik ve dogum
2. Cinsiyet ve yas
3. Enfeksiyon ve bagisiklik sistemi
4. Otoimmun hastaliklar
5. Etnik kdken
6. Uyarici madde kullanimi
7. Genetik faktorler dnemli bir yer tutmaktadir.

Sizofreni hastalarinin %10-20’ sinde tamamen diizelme meydana gelirken, %30 hastada
kismi dizelme meydana gelmektedir. Hastalarin en az vyarisinda da semptomlar
dizelmemekte ve tedaviye direng olusarak uygulanan tedaviye yanit vermemekle birlikte
hastalik daha da ilerleyebilmektedir. Bunun sonucunda ¢ogu hasta ve yakini é&mir boyu bu
hastalikla mucadele etmek zorunda kalmaktadir. Ayrica, hastaligin sosyal ve ekonomik etkisi
de cok buyulktir (Lieberman and Murray 2012). Tedaviye direncin molekiler mekanizmasi,
tedavide kullanilan ilaglarin hedeflerindeki reseptdr ya da sinyal iletim molekillerinde meydana
gelen mutasyonlar veya polimorfizmler sonucunda ve/veya ilacin hicre igerisinden disari
atilmasinda gorevli olan ABC transporter proteinlerinin ekspresyon seviyesinin artiriimasi ile

gerceklestigi bilinen mekanizmalar arasindadir arasindadir (Longley and Johnston 2005). Bu



reseptor ya da sinyal iletim molekullerinin ekspresyon dizeyleri tedaviye yanitla dogrudan
iligkilidir. Dolayisiyla ekspresyonlarinin dizenlenmesinde rol alan elemanlarin da dogrudan
direngle alakali oldugunu sdyleyebiliriz. Sizofreni gibi néropsikotik hastaliklardan farkl olarak
kanser gibi hastaliklarda kemotoropotik ajanlara karsi direncin gelismesinde genlerin
ifadelerinin dizenlenmesinde gdrev alan mikroRNAlarin roll birgok ¢alismada gdsterilmistir
(Zhang, Duan et al. 2015). Sizofrenide de mikroRNAlarin tedaviye direngte rol alabilecekleri

dusunulmektedir.

MikroRNA’lar (miRNA), 20-25 nlkleotid uzunlugunda, i¢c kaynakli kigik RNA
molekdllerinin genis bir sinifini olustururlar. Tim 6ncll miRNAlar yiksek minimal katlanma
serbest enerjisiyle (MFEI) ikincil sa¢ tokas! yapisinda bulunur (Kim 2005). Hayvanlarin ve
bitkilerin bazi tlrleri arasinda miRNAlar olduk¢ca korunmustur. Yapilan arastirmalarda
kodlanmayan kugik RNA molekullerinin bazi genler Gzerinde baskilayici etkileri gosterilmistir.
1993 yilinda, Lee ve arkadaslari tarafindan kesfedilen kiigtik bir RNA molekulindn, lineage-
deficient-4 (lin-4), gen sekansina neredeyse mukemmel bir benzerlik gosterdigi bulunmustur.
C. elegans Uzerinde yapilan bu ¢alismada i¢ kaynakl (endojenik) ki¢ik bir RNA parcasinin
(lin-4); post-embriyonik gelisme igin gerekli bir proteini kodlayan lin-14’ genin translasyonunu
genin 3" bolgesinde bulunan ve translasyona ugramayan bodlgesiyle (3'-UTR) RNA-RNA
etkilesimine girerek translasyonunu dizenledigi gosterilmistir (Lee, Feinbaum et al. 1993). O
zamanlarda bu c¢alisma bilim adamlarinin fazla ilgisini ¢cekmemis, ¢ogu arastirmaci bu
bulgularin solucan genetigindeki bir gariplik olarak degerlendirmistir. Daha sonra bu calismayi
destekler nitelikte olan ve yine C. elegans lzerinde yapilan bir baska calismada ise let—7 genini
baskilayan kuguk kodlanmayan RNA parcalarinin varligi gdsterilmigtir. Endojen kiguk
RNA’larin, haberci RNA’larin (mRNA) translasyonunu baskiladigi hipotezi yapilan
arastirmalarla desteklenmis ve “miRNA” terimi Science dergisinde yayinlanan bir dizi
makalede Onerilmis ve kabul gérmustir (Lagos-Quintana, Rauhut et al. 2001, Lee and Ambros
2001). Bu nedenlerden dolayr miRNAlar diger genler gibi DNA Gzerinden transkribe edilir ve
proteine donustirilmeden kuguk RNA molekilleri  halinde gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde gorev alir. miRNA genleri Y kromozomu hari¢ butun kromozomlarda
dagilmistir (Kozomara and Griffiths-Jones 2011). Kanser ve kardiyovaskuler rahatsizliklar gibi
pek ¢cok hastalikta miRNA ekspresyonundaki degisimler dnemli rol oynamaktadir (Calin and
Croce 2006, Cowland, Hother et al. 2007, Georges, Coppieters et al. 2007).

Bu calismada, toplumsal ve maddi anlamda buyuk kayiplarinin yasandigi tedaviye yanit
vermeyen sizofreni hastalarinda ortaya cikan direncin molekiler mekanizmasini miRNA
temelinde arastirmayi amagladik. Bu c¢alisma ile sizofreni ile alakali oldugu literatlirde

gOsterilmis olan bazi miRNAlarin sizofreni tedavisine direng gdsteren hastalar ile tedaviye iyi
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yanit veren hastalardaki ekspresyon seviyelerindeki farkhliklarin belirlenmesi ile bu
miRNAlarin sizofreni hastalarinda tedaviye direng ile iligkilerinin arastiriimasi hedeflendi.

Ayrica bu miRNAlarin tedaviye yanitin degerlendiriimesinde bir belirte¢ olma potansiyellerinin
belirlenmesi amaglandi.



2.LITERATUR OZETi

Sizofreni tedavisine kargi ortaya ¢ikan direngte miRNAlarin roliinden énce, tedaviye karsi
gerceklesen direncte genetik faktorlerin rolinden bahsetmek gerekir. Bu baglamda sizofreni
genetiginin hastaliga yakalanmada 6nemli bir risk faktori oldugu ve multifaktéryel bir gegis
gosterdigi dustincesi agirhk kazandiktan sonra ayrisma (segregasyon), baglanti (linkaj) ve
iliskilendirme (association) c¢alismalariyla molekiler genetik alaninda yeni bulgular elde
edilmis, bircok kromozom bdlgesi ve aday genler ortaya konmustur (Bertram 2008, Tandon,
Keshavan et al. 2008). Ayrica, bugline kadar yapilan bircok arastirma sayesinde sizofreni
hastalarinda tedaviye yanit agisindan da genetik faktorlerin, tedavinin seyrinde 6nemli rol
oynadiklari belirtiimistir (Lang, Puls et al. 2007, Carter 2009). Bu genetik faktorler arasinda
Ozellikle serotonin reseptdrleri, sitokrom ailesi Uyeleri ve dopamin reseptoérleri dnemli yer
tutmaktadir (Hotta, Ohnuma et al. 2011). Sizofreni vakalarindaki dopamin ve serotonin
dizeyinin dengesizliinden dolayi, tedavi stratejileri genellikle bu yolaklar Uzerine
gelistiriimistir. Ornegin; gelistirilen bu anti-psikotik ilaglardan clozapine, dopamin reseptorlerini
bloke ederek anormal yiuksek dopaminerjik aktiviteyi azaltarak etki etmektedir. Clozapine,
dopamin reseptérlerinden DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 ve DRDS5 reseptorlerine afinite
go6stermektedir. Clozapine, sizofrenide ortaya ¢ikan asiri dopamin reseptdr aktivasyonuna
ilaveten 5-HT2, 5-HT3, 5-HT6 and 5-HT7 gibi asin aktivasyon goOsteren serotonin
reseptorlerine de afinite gostermektedir (Kohlrausch, Salatino-Oliveira et al. 2010). Bu
bakimdan bu yolakta rol alan genler ve bu genleri reglle edebilecek miRNAlar, tedaviye karsi
olusacak dirence katki saglamasi surpriz degildir. Literatir incelendiginde sizofreni tedavisine
karsi olusan direngte rol alan genlerin arastirildigi neredeyse tim galismalarin, bu genlerdeki
polimorfizmlere bagl olarak artan veya azalan aktivasyonlarinin direngle iliskisi Uzerine
gercgeklestigi gorulmustur. Kondo ve arkadaslari; Dopamin D2 reseptorinin (DRD2) Taql Al
polimorfizmine sahip olan hastalarda, bu alleli tasimayan hastalara nazaran azalan bir
dopaminerjik aktivasyon goéruldugini ve bu nedenle bu polimorfizmi tasiyan hastalarin
tedaviye daha iyi yanit verdiklerini belirtmislerdir (Kondo, Mihara et al. 2003). Bagka bir
calismada ise Ota ve arkadaslari dopamin reseptdri DRD1 rs4532 polimorfizminin tedaviye
direng icin farmakogenetik bir risk faktéri oldugunu ifade etmislerdir (Ota, Spindola et al.
2012). Souza ve arkadaslari serotonin reseptdéri HTR3A rs1062613 ve rs2276302
polimorfizmlerinin sizofreni tedavisine verilen yanitta etkili olabilecegini belirtmistir (Souza, de
Luca et al. 2010). Bir baska calisma grubunun HTR3A rs1062613 polimorfizmin direng Uzerine
olan etki mekanizmasini, rs1062613 polimorfizm HTR3A'nin promotor bdlgesinde
bulundugunu ve bu genin ekspresyonunu etkileyerek yaptigini belirtmiglerdir. Buna goére bu

polimorfizm sonucu anormal dopamin konsantrasyonu artigi akabinde bu polimorfizmi tagiyan



hastalarda kullanilan dopamin antagonistlerinin gunluk noroleptik dozlarinda artisa sebep
olabilecegi belirtilmistir (Souza, de Luca et al. 2010). Bu bulguyu destekler bicimde, HTR3A
rs1062613 polimorfizminin direng Uzerine etkilerini arastiran baska bir c¢alisma grubu
tarafindan, bu polimorfizmi tagiyan hastalarda tedavi i¢in kullanilacak olan gunlik néroleptik
dozunun bu alleli tagimayan hastalara nazaran daha yuksek oldugu gosterilmistir (Rajkumar,
Poonkuzhali et al. 2012). Ancak HTR3A rs2276302 polimorfizminin diren¢ Uzerindeki etki
mekanizmasina dair bir bilgi paylasiimamistir. Bununla birlikte, bir genin ekspresyonunu
sadece polimorfizmler degistirmemektedir. miRNAlarin genlerin  post-transkripsiyonel
aktivasyonlarini kontrol etmede kilit 6neme sahip olmasi tedaviye direncte aktivasyonlari
azalarak veya artarak rol alan genleri dogrudan duzenleyebilecekleri literatirde mevcuttur.
Fakat bu kapsamdaki literatlr incelemelerinde serotonin ve dopamin reseptorlerini diizenleyen
miRNAlarin  sizofreni tedavisinde direncteki rollerini gosteren 6nemli bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

Sizofreni tedavisine karsi olusan direncte rol alan gen arastirmalari sadece serotonin ve
dopamin reseptorleri Uzerine degildir. Kohlrausch ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada,
clozapine tedavisine yanit veren ve vermeyen hastalarda serotonin transporter geni
HTTLPR’nin polimorfizminde &nemli bir farkliik saptamamiglardir (Kohlrausch, Salatino-
Oliveira et al. 2010). 5-HTT geninin HTTLPR (5-HTT gene-linked polymorphic region), ilgili
genin transkripsiyon baglama noktasinin up-stream’de lokalize olmus bir bdlgedir ve bu
bélgenin S'/S' veya S'/L' allelleri bu genin bazal diizeyde eksprese olmasina neden olmaktadir.
Serotonin transporter proteinin disik ekspresyonu sonucu sinaptik bosluktaki serotonin hiicre
icine tekrar alinmasinda yeterli olmamaktadir. Bu da serotonin ile yarigmali bir antagonizm
gOsteren clozapine gibi ilaglarin etkinlikleri serotoninin sinaptik bogluktaki ylksek seviyesinden
dolay! azalabilmektedir (Kohlrausch, Salatino-Oliveira et al. 2010). Serotonin ve dopamin
yolaklarinda gorev alan genlerin disinda, direngte rol alabilecek genler dikkate alindiinda;
Zhang ve arkadaglari ise, birgok ndrotransmiter ile iligki icinde ve sizofreni i¢in bir faktérl olan
BDFN genindeki Val66Met polimorfizmi bu proteininin éncist olan proBDFN’nin hicre igi
trafigini olumsuz etkilemek suretiyle, sizofreni tedavisine direncle sonuglanabilecegini ifade
etmektedirler (Zhang, Lencz et al. 2013). Ancak bu genin de aktivasyonlarini kontrol
edebilecek miRNAlarin Uzerine bir ¢alisma bulunmamaktadir. Furukori ve arkadaslar ise,
kanser hiicrelerinde kemoterapik ilaglarlara karsi direngle iligskili MDR1 (multi-drug resistance)
geninin sizofreni tedavisine karsi gelisen direncte de rol alabilecedi Uzerine durmuslardir
(Yasui-Furukori, Saito et al. 2006). Bu genin Urinu olan P-glikoproteini ilacin bagdirsaklardan,
kan beyin bariyerinden ve karaciger, bébrek gibi birgok dokuda emilimini kontrol etmektedir

(Thiebaut, Tsuruo et al. 1987, Yasui-Furukori, Saito et al. 2006). P-glikoproteini kan beyin



bariyerinde lipofilik ilaglarin beyin dokusuna ulagsmasini engellemektedir (Loscher and
Potschka 2005). Epilepsi ve sizofreni gibi beyin hastaliklarinda ilaca kargi direncin
olusmasinda MDR1 geni gibi ilacin atiminda gorevli genlerin rolu oldukga buyuktir (Loscher
and Potschka 2005). Sizofreni tedavisi icin kullanilan ilaglarin gerek bagirsaklardan emiliminin
azalmasiyla, gerekse kan beyin bariyerini gecememeleri sonucunda tedaviye direng
olusmaktadir (Yasui-Furukori, Saito et al. 2006). miRNAlarin hedeflerinde olan ve ilag atiminda
gorevli MDR genlerinin ekspresyonlarinin azalmasi ile sizofreni benzeri hastaliklarda tedaviye

yanit ile iligkili bulunmustur.

Bir diger arastirmada Teo ve arkadaslari sizofrenide rol alan ionotropic kainate
glutamatergic receptor GIuR5 proteinini kodlayan GRIK1 geninin, sizofreni tedavisine karsi
gelisen direncgte de rol alabilecek aday genler arasinda degerlendirmislerdir (Teo, Zai et al.
2012). Son olarak gincel arastirmalar sonucunda néral gelisim icin énemli bir protein olan ve
sizofreni igin genetik bir risk faktori olarak degerlendirilen DISC1 (Disrupted-in-Schizophrenia-
1) gen polimorfizmlerinin, sizofreni tedavisine karsi gelisen direngte de énemli bir role sahip
oldugu ortaya konmustur. Bu iligkinin, DISC1 geninin promotor bdlgesindeki rs3738401
polimorfiziminden dolayi ekspresyonun dismesine baglh oldugu belirtiimistir (Hotta, Ohnuma
et al. 2011).

GUnUumuzde literatirde yapilan pek ¢ok c¢alisma noéropsikiyatrik hastaliklarda da
miRNAlarin énemli bir rol oynayabileceklerini géstermektedir (Wang, Rajeev et al. 2008,
Nunez-Iglesias, Liu et al. 2010). Sizofreni gelisiminde temel olarak rol oynayan pek ¢ok genin
ekspresyonunu kontrol eden miRNAlarin da sizofreni hastaliginda énemli bir rol oynadiklari
belirtiimektedir (Beveridge and Cairns 2012, Gardiner, Beveridge et al. 2012). Postmortem gri
madde miRNA ekspresyon profil galismalari sonucunda ¢ok sayida sizofreni ile iligkili miRNA
tanimlanmistir. Prefrontal korteks, parietal korteks ve temporal korteks Uzerinde yapilan
mikroarray ve (RT-PCR c¢alismalari pek ¢ok miRNA tanimlanmasi ile sonuglanmistir.
Beveridge ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklari galismada sizofreni hastalarinda miR-7 ve
miR-181b ekspresyonunun kontrol vakalarina oranla 6nemli derecede arttigi saptanmigtir
(Beveridge, Tooney et al. 2008). Mellios ve arkadaglarinin 2009 yilinda yaptiklari ¢alismada
BDNF protein, néropeptid Y, somatostanin ve parvalbumin mRNA'lari ile iligkili olan miR-30a
ve miR-195'in frontal cortex 6rneklerinde ekspresyonlarinda artis oldugu saptanmistir (Mellios,
Huang et al. 2009). Glutamat reseptér iyonotropik delta bir (GRID1) geni sizofrenide dnceden
yapilan galismalarla tanimlanmis énemli bir gendir. Sizofreni hastalarinda GRID1 geni ve mir-
346 ekspresyonlarinin dnemli derecede korele oldugu gosterilmistir. Sizofreni hasta
orneklerinde qRT-PCR ile yapilan galismalar sonucunda miR-7, miR-34a, miR-132, miR-154,

mMiR-212 ve miR-544'nin artmig ekspresyonu tanimlanmistir (Fallin, Lasseter et al. 2005, Guo,
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Huang et al. 2007). Bununla birlikte; literatir taramalarinda, bazen sizofreni ile yanhs teshis
edilebilen bir hastalik olan bipolar ruhsal hastaliginda kullanilan néroleptik ilaglarin miRNA
ekspresyonu Uzerine etkisi olabilecegi 6ngeren c¢alismalar bulunmaktadir. Zhou ve
arkadaglarinin 2009 yilinda yaptiklari bir ¢alisma sonucunda lityum ve sodyum valporat
uygulanmasinin ardindan rat hipokampuslarinda let-7 ailesi miRNAlarin, miR-128a,miR-24a,
miR-30c, miR-34a ve miR-211 in ekspresyonlarinin arttigini saptamiglardir (Zhou, Yuan et al.
2009). Bu calismalarin i1siginda ilag tedavisi ve miRNA ekspresyonlari arasinda dogrudan bir
iliski oldugu goérilmustir. Bu calismalar, antipsikotik ilaglarin miRNAlar Gzerinde etkili oldugu
ve dolayisiyla miRNAlarin hedef genlerinin dizenlenmesindeki etkileriyle ilaglarin etkilerini
inhibe edici veya arttirici yonde etki edebilme kapasitelerini ortaya koymaktadir. miRNA
araciligiyla genlerin kontroll ve tedaviye olan direng veya yanitin kullanilan ilacin etkisiyle mi
yoksa hastanin sahip oldugu epigenetik mekanizmalar araciligiyla mi gerceklestigi
bilinmemektedir. Ancak bir calismada tedavi uygulanan sizofreni hastalarinda miR-132, miR-
181b, miR-30e ve miR-432'nin ekspresyonunun azaldigini gosterilmistir (Sun, Zhang et al.
2015). Fakat sizofrenide tedaviye yanit ile iliskili olan bu miRNAlarin tedaviye direnc ile iligkisini
gOsteren calisma bulunmamaktadir. Tum bu bilgiler 1s1§1 altinda literatiirde sizofreni
tedavisinde karsilagilan dirence neden olan bircok aday gen bulunmaktadir. Daha 6nce de
ifade ettigimiz Gzere, bu genler Uzerine yapilan arastirmalar, bu genlerin polimorfizmlerine
baglh olarak degisen ekspresyonlari Uzerine odaklanmistir. Ancak genlerin ekspresyonu
sadece bu genlerin polimorfizmleri ile iligkili degildir. Guncel arastirmalara gbre genlerin
transkripsiyon sonrasi regulasyonlarinda miRNAlarin rolleri giin gectikce daha da 6nem
kazanmaktadir. Literatir taramalarimizda yukarida 6rnegini verdigimiz genlerin direng
olusumu slreclerinde sizofreni hastalarinda tedaviye direng ile iligkili miRNAlarin tespit edildigi
bir calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile literatiirdeki bu boslugun doldurulucagini

duslinmekteyiz.



3.GEREG VE YONTEM

3.1 Olgularin Segimi

Calismada kullanilan olgular Pamukkale Universitesi Hastanesi Psikiyatri Anabilim
Dali'nda sizofreni tanisi almig olgulardir. Hastalarin tanilari DSM-1V(1994) tani kriterlerine gore
iki ayri klinisyen tarafindan konmustur (38). Merkezimizde yatarak veya ayaktan tedavi géren
ve medikal kayitlari bulunan 20 tedaviye direncli hasta, 20 tedaviye yanit veren hasta ve kontrol
grubu olarak 10 saglikli hasta secilmistir. Hastalara ayrintii sosyodemografik form, kisa
psikiyatrik degerlendirme 0&lgedi (39) ve pozitif ve negatif belirti degerlendirme olcegdi
doldurulmustur (40). Hastalarin aldid ilaclar, hastalik siresi, klinik alt-tipi medikal hastaliginin
bulunup bulunmamasi, ila¢ yan etkileri ayrintili sekilde kaydedilmistir. Tedaviye direncg kriteri

olarak Kane’ nin kriterleri esas alinmistir (41).

3.2 Orneklerin Toplanmasi ve Plazmadan miRNA izolasyonu

Hastalardan elde edilen periferik kan ornekleri Qiagen miRNeasy Serum/Plasma
Kitinde (Kat. No: 217184) belirtildigi gibi EDTA’lI tipe alindi ve 1 saat icerisinde miRNA
izolasyonu gercgeklestirildi. Plazma miRNA izolasyonu i¢in alinan kan 6rnegdi +4°C 3000 rpm’de
10 dakika santrifij edildi. Santrifuj sonrasi plazma steril ependorfa alinarak +4°C 16.000 x g’de
10 dakika santrif(jj edildi. Supernatant'tan 150 uL plazma 6érnegi Uzerine QlAzol Lysis Reagent
eklenerek 15 saniye vorteks yapildi. 5 dakika oda sicaklidinda bekletildi. Serum ve plazma
MiRNA c¢alismalari i¢in dis normalizatdér olarak kullanilacak olan Qiagen miRNeasy
Serum/Plasma Spike-In Control'den (Kat. No: 219610) 3,5 uL eklendi. 150 uL kloroform
eklendi ve siddetli sekilde 15 saniye vortekslendi. 2-3 dakika oda sicakhiginda bekletildi. +4°C
12.000 x g'de 15 dakika santrifij edildi. Sulu olan Ust faz steril bir tipe aktarilarak 1,5 kati
%100 etanol ile karistirilarak 700 uL’si RNeasy MinElute kolono aktarildi. Oda sicakliginda
8.000 x g’'de 15 saniye santrif(jj edildi. Kalan drnekte ayni sekilde kolondan gegirildi. 700 uL
RWT kolona eklenerek 8.000 x g’de 15 saniye santriflj edildi. 500 yL RPE kolona eklenerek
8.000 x g’'de 15 saniye santrifyjj edildi. 500 pL %80 etanol eklenerek 8.000 x g’de 2 dakika
santrif(jj edildi. Kolon steril bir ependorf tipe alinarak kolona 20 uL Rnase-free su eklenerek

oda sicakliginda maksimum hizda 1 dakika santrifuj edildi.

3.3 miRNA cDNA sentezi

cDNA sentezi abm miRNA cDNA Synthesis with Poly(A) Polymerase Tailing kiti (Kat.
No: 903) ile gergeklestirildi. Deney bu kitin protokolune uygun olarak yapildi. Elde edilen
toplam miRNA’dan yaklasik 75 ng alindi. 2 yL 5X Poly(A) Polimeraz Reaksiyon Tamponu, 1,5
pL ATP, 1 pL MnCl;, 0,5 pL Poly(A) Polimeraz eklenerek, RNase-free su ile 10 pL’ye



tamamlandi. 37°C’de 30 dakika inkUbe edildi. Bir stire buzda bekletildikten sonra 2 yL miRNA
Oligo (dT) adaptér eklendi ve 5 dakika 65°C’de inkiibe edildi. Kisaca buzda bekletildi. Uzerine
1 L ANTP, 4 pL 5X RT Tamponu, 1 yL EasyScript RTase ve 2 uyL RNase-free su eklenerek
sirayla 42°C’de 15 dakika ve 70°C’de 10 dakika inkibe edildi.

3.4 Real-Time PCR (qRT-PCR)

miRNAlarin ekspresyon seviyeleri Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science, Avustralya)
cihazi kullanilarak tespit edildi. miRNA primerlerinin tamami abm’den (Kanada) temin edildi.
gRT-PCR, EvaGreen miRNA gPCR MasterMix (abm, Kanada) kullanilarak gergeklestirildi.
Reaksiyon kosullari; 1 yL cDNA, 10 uL EvaGreen miRNA Mastermix, 0,7 yL Forward primer,
0,7 L Reverse Primer, 7,6 dH2O seklinde gergeklestirildi. PCR sartlari; 95°C’de 10 dakika 1
dongu, [95°C’de 10 saniye / 63°C’de 15 saniye / 72°C’de 5 saniye] 40 dongu, en son 55°C-
90°C arasi 0,1°C hassasiyette melting curve analizi yapildi. Normalizasyon icin, RNA
izolasyonu sirasinda disaridan dahil edilen C.elegance miRNA-39’a uygun primerler kullanildi.

Real-Time PCR analizleri standart egri ile kopya sayilari hesaplanarak gergeklestirildi.

3.5 miRNA hedeflerinin belirlenmesi

miRNAlarin tedaviye direngte rol oynayabilecek hedef genlerini tahmin etmek icin
miRanda, DIANA-microT ve PicTar database leri kullanildi. Bu databaselerde yilksek skora
sahip ve sizofreni ile alakali olabilecek olan tahmini hedef genleri secildi. Bu secilenler

arasinda iki veya U¢ databasede de benzer olan genler belirtildi.

3.6 istatistiksel Analiz
Hasta gruplari arasindaki karsilastirma ‘Paired-Samples T-Test ile gergeklestirildi. Test
SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, IL) Windows versiyonun kullanilarak gergeklestirildi.



4. BULGULAR

Calisma grubumuz, analizleri eksiksiz olarak tamamlayan, 18 tedaviye direngli sizofreni
hastasi, 19 tedaviye iyi yanit veren sizofreni hastasi ve 10 tane saglikh kontrol grubundan
olusmaktadir. Calisma grubu ile ilgili sosyodemografik veriler ve klinik zellikler Tablo 1'de
Ozetlenmistir. Yaptigimiz qRT-PCR analizleri sonucunda, literatiirde sizofreni ile iligkisi
bulunan 29 miRNA icerisinden 10 tanesinin saglikli hastalara oranla tedaviye direngli olan
grupta, tedaviye yanit veren gruba oranla daha yiksek derece de eksprese edildigi
gosterilmistir (Tablo 2).

Direncli grupta ekspresyonu artarken tedaviye yanit veren grupta ekspresyonlari azalan
(saglikh bireylere oranlandiginda) miRNAlar sunlardir; miR-7-5p, miR-27a-3p, miR-128-3p,
mMiR-141-3p, MiR-181b-5p, MiR-195-5p, miR-218-5p, miR-301a-3p, MiR-337-5p, miR-544a.
Bunlarin icerisinde miR-7-5p ekspresyonu tedaviye direngli grupta saglikli bireylere oranla 2,43
kat artarken, tedaviye yanit veren grupta 1,31 kat azaldidi tespit edilmistir (Tablo 2). miR-27a-
3p ekspresyonu tedaviye direncgli grupta saglikli bireylere oranla 2,6 kat artarken, tedaviye
yanit veren grupta 1,51 kat azaldigi saptanmistir (Tablo 2). miR-128-3p ekspresyonu tedaviye
direngli grupta saglikli bireylere oranla 44,3 kat artarken, tedaviye yanit veren grupta 1,6 kat
azaldigl saptanmigtir (Tablo 2). miR-141-3p ekspresyonu tedaviye direngli grupta saglikli
bireylere oranla 1,66 kat artarken, tedaviye yanit veren grupta 1,68 kat azaldigi saptanmistir
(Tablo 2). miR-181b-5p ekspresyonu tedaviye direngli grupta saglikl bireylere oranla 2,98 kat
artarken, tedaviye yanit veren grupta 1,32 kat azaldigi saptanmistir (Tablo 2). miR-195-5p
ekspresyonu tedaviye direngli grupta saglikli bireylere oranla 11,33 kat artarken, tedaviye yanit
veren grupta 6 kat azaldigi saptanmistir (Tablo 2). miR-218-5p ekspresyonu tedaviye direngli
grupta saglikh bireylere oranla 1,35 kat artarken, tedaviye yanit veren grupta 2,11 kat azaldigi
saptanmistir (Tablo 2). miR-301a-3p ekspresyonu tedaviye direngli grupta saglikl bireylere
oranla 1,11 kat artarken, tedaviye yanit veren grupta 3,99 kat azaldigi saptanmigstir (Tablo 2).
miR-337-5p tedaviye direngli grupta saglikh bireylere oranla 1,43 kat artarken, tedaviye yanit
veren grupta 1,26 kat azaldigi saptanmistir (Tablo 2). miR-544a tedaviye direngli grupta
saglikh bireylere oranla 2,36 kat artarken, tedaviye yanit veren grupta 1,12 kat azaldigi
saptanmistir (Tablo 2). Yanlizca tedaviye direncli grupta, tedaviye yanit veren gruptakilerine
gore yuksek ekspresyon seviyesi gosteren bu 10 miRNAdan sadece miR-181b-5p, miR-195-
5p ve miR301a-3p’nin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (Sekil 1).

Tedaviye yanit veren grupta sagliklilara oranla artarken tedaviye direng gosteren grupta azalan
2 miRNA tespit edildi. miR-10a-5p tedaviye iyi yanit veren grupta sagliklilara oranla 1,72 kat
artarken, tedaviye direng gdsteren grupta 2,83 kat azaldi§i saptanmistir. miR-27b-3p tedaviye

iyi yanit veren grupta sagliklilara oranla 1,58 kat artarken, tedaviye direng gosteren grupta 1,09
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kat azaldi§1 saptanmistir. Fakat bu iki miRNA’'nin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir iligki
tespit edilememistir.

miRNAlarin hedef genleri miRanda, DIANA-microT ve PicTar database’leri kullanilarak
bulunan sonuglarda yiksek skora sahip sizofreni gibi néral hastaliklarda tedaviye cevapta rol
oynayabilecek olan tahmini hedef genler ve bu genlerden iki veya U¢ database de bulunan

ortak olanlari secilmistir. Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 1. Calisma grubunun sosdemografik ve klinik 6zellikleri.

Kontwol | NSrengizotreni | - sizofremt | PValue
Sayi 10 19 18 -
Yas, ortalama £ SD(y) | 31 504708 | 30.05:12.14 41.61£9.63 0.57
Kadin: Erkek 46 6:13 4:14 0.6
Baslangig yasi - 31.68+11.40 20.55+4.87 0.001
Hastalik suresi ) 7.26+8.19 21.11+7.47 <0.001
Atak sayisi - 3+2.64 11.5+7.01 <0.001
Hastaneye yatis sayisi ) 1.26+1.28 6+4.78 <0.001
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Tablo 2. Tedaviye yanit veren ve tedaviye diren¢g gosteren hastalardaki kopya sayilari
belirlenen miRNAlarin sagliklh gruba oranlandiklarindaki kat olarak artis ve azaliglarinin
gosterilmesi. (Kirmizi: ekspresyon artigi, Yesil: ekspresyon azaligi, Sari: tedaviye direng

gOsterenlerde artarken, yanit verenlerde azalanlari géstermektedir. * P < 0,05).

MiRNA ID MiRNA Tedawysea)glllrllllf ;t:l::n grup/ Tedavsqa(gltlj'::'legﬂlpgrupl
MIMAT0000252 miR-7-5p
MIMAT0000253 miR-10a-5p
MIMAT0000254 miR-10b-5p
MIMATO000077 miR-22-3p
MIMAT0000084 miR-27a-3p
MIMAT0000419 miR-27b-3p
MIMAT0000086 miR-29a-3p
MIMAT0000100 miR-29b-3p
MIMAT0000681 miR-29¢-3p
MIMAT0000420 miR-30b-5p
MIMATO0000089 miR-31-5p
MIMAT0000255 miR-34a-5p
MIMAT0000424 miR-128-3p
MIMAT0000426 miR-132-3p
MIMAT0000430 miR-138-5p
MIMAT0000432 miR-141-3p
MIMAT0000257 miR-181b-5p*
MIMAT0000458 miR-190a-5p
MIMAT0000461 miR-195-5p*
MIMAT0000682 miR-200a-3p
MIMAT0000264 miR-203a-3p
MIMAT0000275 miR-218-5p
MIMAT0000280 miR-223-3p
MIMAT0000688 miR-301a-3p*
MIMAT0004695 miR-337-5p
MIMATO000773 miR-346
MIMAT0002171 miR-410-3p
MIMAT0002875 miR-504-5p
MIMAT0003164 miR-544a
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Tablo 3. Tedaviye yanit veren ve direng gOsteren hastalarin saglikli gruba oranlandiklarinda
tedaviye direng gosteren grup ortalamasinda ekspresyon dlzey arta, tedaviye yanit verenlerin
grup ortalamalarindaki ekspresyon dizeyi azalan miRNAlar ve sizofreni ile alakali olan tahmini
hedef genleri (Kirmizi yazilanlar literatirde de ayni miRNA’nin hedefinde gosterilenler,
P<0,05).

miR-27a-3p GRIK3, HTT, DISC1
miR-29b-3p SLC16A14, GRIP1, DRD1,HTT

DRD2, HTT, DISC1, GRIKS, GRIA3, GRIA4, GRIN3A,
GRIN2A

miR-141-3p HTR2A, HTR2C, GRIA2, GERIN2D, GRIN3A,
miR-181b-5p* | GRIA2, VSNL1

miR-190a-5p
miR-195-5p* HTR2A, DRD1, GRIA3, BDNF
miR-218-5p GRIP1

miR-301a-3p* | GRID2

miR-337-5p HTR2A

miR-128-3p

miR-544a GRIK3, HTR7, HTR3D, ABC
A s miR-181b-3p B ¢ miR-301a-3p
S * S
40,00 1 0,25 *
L
s 30,00 020
% @
@ N > 0,15 *
§ 20,00 E— E
* g 0,10 -
4
10,00
i 0,05
0,00 0,00
Yanit verenler Saglikhlar Direngliler Yanit verenler  Sagliklilar Direngliler
c = miR-195-5p
o
*
90,00
80,00 T
70,00
- 60,00
g 50,00 *
2 40,00
(=]
>~ 30,00
20,00
10,00
0,00

Yanit verenler Sagliklilar Direngliler

Sekil 1. istatistiksel olarak anlamli bulunan miR-181b-3p ve miR-301a-3p’nin tedaviye yanit veren,
saglikli ve tedaviye direng gdsteren hasta gruplarinin karsilastiriimasi. Gruplar arasindaki miRNA

ekspresyon duzeyleri C.elegans miR-39’a gbére normalize edilmistir.* P<0,05.
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4. TARTISMA VE SONUG

LiteratUrde sizofreni ile alakasi bulunan yaklasik 29 miRNA’nin, sizofreni hastalarinda
tedaviye direngteki rollerini ve belirte¢ (biomarker) olabilecek potansiyel miRNA adayini
secmek igin gerceklestirilen projede, yaklasik 10 miRNA’nin tedaviye direng gdsteren
hastalarda, tedaviye yanit veren hastalara gére ekspresyon dizeylerinde artis goézlendi (Tablo
2). Bu miRNAlar arasinda sadece miR-181b-5p, miR-195-5p ve miR-301a-3p’nin tedaviye
direncli ve yanit veren gruptakilerdeki farkli ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (Sekil 1). miR-301a-3p’nin ekspresyon seviyesi tedaviye direng gosteren
hastalarda saglikl bireylere oranla yaklasik 2 artarken, tedaviye yanit veren hastalarda saglikli
bireylere oranla 2 kat azaldidi tespit edildi (Sekil 1B). miR-301a-3p’nin tedaviye direncli hasta
gruplarinda anlamli derecede fazla eksprese edilmesi tedaviye direncle iliskisi oldugunu
dusundurmektedir. Bulunan bu sonucun benzerini Wang ve arkadaslari epilepsi hastalarinda
tedaviye direng gosteren ve tedaviye yanit veren hasta gruplari arasinda yapmis olduklari
serum miRNA ekspresyon calismalarinda gostermislerdir (Wang, Tan et al. 2015). Elde
ettikleri verilerde miR-301a-3p’nin ekspresyon seviyesinin tedaviye direng gosteren hastalarda
kontrol grubuna oranla anlamli derecede arttigini, tedaviye yanit veren hastalarda ise kontrol
grubuna oranla azaldigini géstermigler ve miR-301a-3p’nin epilepsi hastalarinda tedaviye
direngte belirte¢ olarak kullanilabilecegini 6ne strmuglerdir (Wang, Tan et al. 2015). miR-301a-
3p’nin hedefledigi gen ve hilcresel cevabi pankreas kanseri Uzerine yapilan bir ¢calismada
gOsterilmistir. Bu ¢alismada miR-301a-3p pankreas kanserini SMAD4 genini hedefleyerek
indUkledigi belirtilmistir (Xia, Zhang et al. 2015). Baska bir ¢galisma da miR-301a-3p’nin
AMPKa1 genini hedefleyerek osteosarkoma’da kemoterapotik bir ajan olan doksorubisine
karg! direncgte rol aldigini goéstermislerdir (Zhang, Duan et al. 2015). Cogu kanser ve néral
hastalikta ekspresyon artisi tespit edilen miR-301a-3p’nin, epilepsi tedavisine ve kanser
tedavisine direncin gelismesinde etkili oldugunun tespit edilmesi, bu miRNA’nin sizofrenide de
tedaviye direngte rol alabilecegini dusundurtmektedir. Hem miRNAlarin birden fazla hedefinin
olmasi hem de doku ve hicre spesifik eksprese edilebilmeleri, miR-301a-3p’nin sizofrenide
hangi geni veya genleri hedef alarak direncin gelismesine katkida bulundugunu tespit
edebilmek icin ileri aragtirmalara ihtiyag vardir.

miR-181b-5p’nin tedaviye diren¢ veren gruptakilerin saglikli gruplara oranla yaklasik
2,5 kat artarken, tedaviye yanit verenlerde neredeyse saglikli gruptakilere oranla 1,16 kat
azalmasi (Sekil 1A) miR-181b-5p’nin tedaviye diren¢ gdsteren hastalarda belirleyici bir marker
olabilecegini distindirmektedir. Son zamanlarda yapilan bir galismada sizofreni hastalarinda
kontrol grubuna oranla yiksek seviyede eksprese olan miR-181b’nin sizofreni tanisi igin

potansiyel olarak invaziv olmayan bir belirte¢ olabilecedi sonucuna varmiglar (Sun, Zhang et
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al. 2015). Yine ayni galismada tedaviye 6ncesi ve sonrasi olarak ayirdiklari grupta tedavi
devam ettikge miR-181b’nin ekspresyon seviyesinin azaldigini tespit etmisler ve sonucunda
miR-181b’nin sizofreni tedavisine yanitta potansiyel bir belirte¢ olabilecedini dne stirmuglerdir
(Sun, Zhang et al. 2015). Elde ettikleri sonuglarda miR-181b’nin, tedavi slresince azalmasi,
sonuglarimizdaki tedaviye iyi yanit veren grupta sagliklilara oranla daha az ekspresyon
seviyesi gostermesi ile ortigmektedir (Sekil 1A). Bunun yaninda, tedaviye diren¢ gOsteren
olarak belirledigimiz grupta sagliklilara oranla yiksek ekspresyon seviyesi gostermesi miR-
181b’nin tedaviye direncle iliskisi oldugu ihtimalini glglendirmektedir. Beveridge ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada miR-181b’nin sizofreni hastalarinda saglkl gruba
gore yuksek seviyede eksprese oldugunu gostermisler (Beveridge, Tooney et al. 2008). Yine
ayni calismada, mikroarray analizlerinin sonucunda sizofreni hastalarinda kalsiyum sensor
geni visinin-like 1 (VSNL1) ve iyonotropik AMPA glutamat reseptor altinitesi (GRIA2)
genlerinin ekspresyon seviyelerinin azaldigini tespit etmisler ve bu azalmanin, miR-181b’nin
dogrudan bu genleri hedef alarak susturdugunu yapmis olduklari in vitro hicre kualttra
modeliyle gbéstermislerdir (Beveridge, Tooney et al. 2008). GRIA2 hizli bir nérotransmisyon
uyarihminda goérev alan baslica iyonotrofik glutamat reseptoér alttinitelerinden biridir. Sizofreni
ile iligkili olan bu genin sizofrenide belirte¢ olabilecedi gdsterildigi polimorfizm g¢alismalari
mevcuttur (Gareeva and Khusnutdinova 2014). Fakat bu genin sizofreni tedavisindeki rolt
arastirilmamistir. Elde ettigimiz bulgularda miR-181b’nin tedaviye diren¢ gdsteren hastalarda
yuksek ekspresyonu ndérotransmisyon olarak goérev yapan GRIA2'yi susturarak sizofrenide
tedaviye direng gelisimine sebep olabilecegini distindirmektedir.

gRT-PCR sonuclarinda elde ettigimiz anlamh olan miRNAlardan miR-195-5p’nin
tedaviye direng gdsteren hastalarda 11,3 kat artarken, tedaviye yanit veren hastalarda yaklasik
6 kat gibi bir azalis géstermistir (Sekil 1C). Literatlir incelendiginde, miR-195-5p’nin otizmli
hastalarda kontrol grubuna goére upregile oldugu gdsterilmistir (Mundalil Vasu, Anitha et al.
2014). Sizofreni hastalarinda da yapilan c¢alismalarda miR-195-5p’nin upregule oldugu
gOsterilmistir (Beveridge, Gardiner et al. 2010). Sizofreni hastalarinda tedaviye direncte
herhangi bir roli oldujuna dair calisma bulunmamaktadir. Yaptigimiz biyoenformatik
analizlerinde miR-195-5p’nin ilaca direngte roli olabilecek hedef genler Tablo 3'de
gosterilmistir. Mellios ve arkadagslarinin yapmis olduklari ¢aligmalarda biyoenformatik olarakta
tespit ettigimiz beyin turevi nérotrofik faktér (BDNF) geninin gizofreni igin aday gen oldugunu
one surmuslerdir (Mellios, Huang et al. 2009). Beverdige ve arkadaglari, BDNF’nin miR-195-
5p ile duzenlenmesi sonucunda BDNF ekspresyonunu azalttigi igin BDNF’nin iligkili oldugu
GABAergic mRNA’larinin ekspresyon duzeylerini etkileyerek sizofrenide prefrontal kusura
neden olabilecegini 6ne sirmuislerdir. (Beveridge, Gardiner et al. 2010). Yine biyoenformatik

olarak gdsterdigimiz hedef genlerin miR-195-5p ile susturulmasi ile bu genlerdeki azalmanin
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sizofreni tedavisinde ilacin etki gostermesinde aracilik eden mekanizmalari etkileyerek
sizofrenide tedaviye kotu yanitla iligkili olabilecedi digunilmektedir.

Sizofreni tedavisinde kullanilan ilaglarin hedef reseptdr genlerinin ekspresyonlarini
etkileyerek reseptorlerin miRNAlar araciligiyla susturulmasi ile ilaglarin hastalara etki etmesini
engelleyerek tedaviye diren¢ gostermesine sebep oldugu dusunulmektedir. Yapilan bu
¢alismada miR-181b-5p, miR-195-5p ve miR-301a-3p’nin literatlirde yapilan calismalara
paralel olarak gizofreni tedavisine direncte aday belirte¢ olabilecegi ihtimalini
kuvvetlendirmektedir. Bunlarin direncteki rollerinin tam olarak arastirilmasi ve belirte¢ olarak

kesinlestiriimesi icin daha buytk olgekte ¢alismalara ve ileri deneylere ihtiyag vardir.
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EKLER

Tablo Ek 1. qRT-PCR sonuglarindan elde edilen ortalama Cq degerleri. (Y: Tedaviye yanit veren hastalar). Cq degerleri 36 izerinde olanlar ile
reaksiyondaki bazi érneklerin tekrar edecek bitcemiz yeterli olmadigindan tekrarlarinda tutarsizlik olan érnekler ¢ikarildi.

YL | Y2 | Y3 | vya | Y5 | Y6 | Y7 | Y8 | vo | vio | yi1 | vi2 | Y13 | vi4 | Y15 | Y16 | Y17 | Y18 | Y19
miR-7-5p 21,4 | 22,8 24,4 | 22,2 | 23,5 | 21,4 | 24,0 | 21,9 21,5 | 20,0 | 21,6 | 24,2 | 20,4 | 22,5 | 24,6
miR-10a-5p 26,5 27,7 | 26,1 | 23,5 | 28,0 | 26,3 | 28,1 28,0 | 26,5 | 27,6 | 26,5 252 | 29,4 26,1 | 29,4
miR-10b-5p 19,4 | 20,3 | 21,9 | 19,9 | 19,1 | 22,0 | 19,7 | 20,6 | 20,6 | 21,7 | 20,1 | 20,9 | 20,5 | 20,6 | 21,3 | 22,5 | 21,4 | 22,1 | 20,4
miR-22-3p 26,1 | 251 | 27,3 | 231 | 21,8 26,1 | 26,4 | 22,9 | 24,4 | 249 | 25,6 | 23,9 | 24,1 | 26,0 | 27,9 | 256 | 23,7 | 255
miR-27a-3p 18,9 | 20,6 | 21,7 18,9 | 21,3 20,2 | 21,1 | 20,5 | 19,8 | 20,8 | 19,2 | 19,2 21,1 21,5
miR-27b-3p 20,8 | 21,6 | 20,4 | 153 22,0 22,0 20,4 | 19,7 | 22,5 | 19,8 | 18,7 | 16,0 18,6 | 17,4
miR-29a-3p 22,4 | 246 | 241 | 236 | 23,1 | 256 | 23,4 | 23,5 | 24,0 | 23,8 | 22,9 | 24,5 | 23,6 | 23,3 | 24,2 | 24,4 | 24,2 | 243 | 24,0
miR-29b-3p 21,1 21,4 | 19,5 | 21,1 | 22,2 | 22,8 21,4 | 21,8 | 23,3 | 20,7 23,6 21,9 | 19,5
miR-29¢-3p 19,4 | 20,4 | 20,5 | 18,7 | 16,5 | 21,2 | 185 | 18,9 | 183 | 21,0 | 185 | 19,9 | 187 | 17,7 | 19,0 | 21,7 | 155 | 17,9 | 19,6
miR-30b-5p 246 | 26,5 | 252 | 245 | 243 | 27,5 | 24,7 | 27,6 | 257 | 259 | 246 | 27,4 | 24,4 | 244 | 251 | 284 | 26,0 | 27,2 | 26,0
miR-31-5p 242 | 24,7 | 25,5 | 24,4 | 23,1 | 25,5 | 250 | 24,7 | 250 | 257 | 24,1 | 26,0 | 243 | 23,5 | 24,3 | 26,3 | 251 | 24,8 | 255
miR-34a-5p 254 | 263 | 26,1 | 256 | 24,5 | 280 | 23,2 | 26,9 | 245 | 27,3 | 253 | 27,7 | 26,6 | 257 | 257 | 27,7 | 26,5 | 26,1 | 285
miR-128-3p 232 | 244 | 21,2 | 232 | 233 | 26,2 | 24,2 | 245 | 246 23,0 | 26,5 | 24,4 | 24,2 | 250 | 27,8 | 252 | 26,3
miR-132-3p 19,1 | 20,4 | 21,4 | 20,5 | 20,0 | 22,1 | 20,0 | 20,8 | 20,7 | 20,4 | 19,8 | 20,9 | 20,5 | 19,6 | 20,7 | 21,6 | 21,0 | 20,9 | 21,7
miR-138-5p 20,5 | 21,9 | 22,7 | 21,7 | 21,1 | 23,1 | 21,4 | 21,3 | 20,8 | 22,2 | 20,6 | 22,2 | 20,9 | 19,9 | 20,2 | 23,0 | 20,6 | 21,6 | 21,8
miR-141-3p 16,6 | 18,2 | 19,0 | 18,5 | 16,7 | 19,3 | 17,5 | 18,2 | 17,9 | 17,7 | 170 | 21,7 | 17,6 | 16,8 | 183 | 184 | 17,5 | 19,4 | 19,2
miR-181b-5p 17,5 | 18,0 | 17,8 | 16,4 | 16,8 | 19,1 | 17,0 | 16,9 | 17,0 | 19,3 | 16,8 157 | 16,6 | 19,6 | 16,5 | 16,5 | 17,4
miR-190a-5p 27,6 | 29,8 29,4 28,9 31,8 | 31,2 26,9 | 28,2 | 29,5 | 285
miR-195-5p 23,0 | 255 | 26,2 | 246 | 239 | 26,8 | 240 | 24,4 | 240 | 24,8 | 23,9 | 24,1 | 23,8 | 23,4 | 26,2 | 25,4 | 23,0 | 24,8 | 25,0
miR-200a-3p 223 | 22,6 | 21,0 | 22,2 | 21,6 | 23,1 | 22,0 | 23,0 | 22,4 | 22,5 24,0 | 22,4 | 22,0 | 23,0 | 23,8 | 22,1 | 23,0 | 21,4
miR-203a-3p 20,4 | 22,8 | 220 | 20,9 | 19,0 | 21,7 | 19,9 | 20,5 | 20,4 | 21,1 | 19,1 | 21,6 | 19,5 | 18,2 | 19,8 | 22,0 | 19,2 | 19,4 | 21,1
miR-218-5p 19,0 | 20,2 | 18,1 | 18,2 | 189 | 22,2 | 19,0 | 18,7 | 19,6 | 19,6 | 18,3 | 186 | 188 | 184 | 187 | 19,4 | 18,8 | 188 | 19,2
miR-223-3p 18,0 | 20,0 | 20,5 | 18,3 | 18,8 | 20,7 | 175 | 19,2 | 17,7 | 19,8 | 18,1 | 19,2 | 18,9 | 18,2 | 20,3 | 20,5 | 19,4 | 19,1 | 19,4
miR-301a-3p 21,0 | 232 | 232 | 21,3 | 21,3 | 23,4 | 21,7 | 21,4 | 21,5 | 22,3 | 223 | 22,1 | 21,4 | 20,5 | 21,6 | 23,2 | 21,6 | 21,5 | 22,7
miR-337-5p 26,5 | 28,1 28,4 | 27,1 | 27,1 | 27,2 | 27,0 | 25,7 28,7 | 26,7 | 280 | 283 | 28,7 | 285 | 29,3
miR-346 22,5 20,9 22,1 | 23,9 | 235 | 22,8 | 24,6 | 242 | 22,8 | 24,7 | 257 | 244 | 254 | 26,3
miR-410-3p 12,3 | 17,2 | 185 | 18,0 | 14,6 | 17,0 | 155 | 13,8 | 150 | 12,1 | 12,1 | 13,8 | 157 | 13,1 | 17,4 | 13,2 | 16,6 | 16,9 | 158
miR-504-5p 27,7 | 29,7 | 30,5 | 29,3 | 27,4 | 29,5 | 28,8 | 28,3 | 29,2 | 29,3 31,4 | 30,5 | 28,6 | 30,5 | 283 | 30,4 | 30,6 | 33,1
miR-544a 27,1 27,8 29,0 28,0 | 259 | 24,4 | 26,6 | 28,2 | 26,2 | 27,1 | 28,6
cel39 223 | 230 | 225 | 23,1 | 225 | 223 | 22,4 | 245 | 23,8 | 22,9 | 22,7 | 250 | 22,9 | 23,3 | 23,2 | 27,9 | 30,5 | 29,9 | 29,6




Tablo Ek 2. qRT-PCR sonuglarindan elde edilen ortalama Cq degerleri. (S: Saglkh hastalar). Cq degerleri 36 lzerinde olanlar ile reaksiyondaki bazi
Orneklerin tekrar edecek biutcemiz yeterli olmadigindan tekrarlarinda tutarsizlik olan érnekler ¢ikarildi.

s1 s2 | s3 sa | s5 | s6 7 s8 | s9 | s10
miR-7-5p 22,1 21,6 | 21,5 | 23,4 21,5
miR-10a-5p 27,9 27,1 | 27,6 | 288 | 26,8
miR-10b-5p 19,8 | 22,7 | 20,7 | 21,4 | 21,2 | 21,9 | 21,8 | 23,5 19,8
miR-22-3p 231 | 256 26,6 | 24,5 | 23,7 | 24,1 | 28,0 | 250 | 26,0
miR-27a-3p 19,3 | 18,5 | 20,2 | 20,1 19,7 | 21,7 | 20,1 | 19,5
miR-27b-3p 17,7 | 22,0 | 21,3 | 18,2 19,5
miR-29a-3p 23,6 | 240 | 244 | 244 | 21,9 | 23,0 | 23,8 | 25,4 23,7
miR-29b-3p 19,8 21,9 21,1
miR-29¢-3p 18,3 | 16,8 | 19,5 | 19,9 19,8 | 20,3 | 183 | 18,7
miR-30b-5p 25,5 | 26,0 | 26,5 | 250 | 257 | 26,0 | 27,7 | 25,4 | 25,4
miR-31-5p 23,8 | 246 | 249 | 250 | 24,6 | 24,1 | 24,8 | 256 | 24,5
miR-34a-5p 24,7 | 258 | 27,3 | 26,7 | 26,5 | 26,2 28,6 | 26,2 | 26,0
miR-128-3p 243 | 24,9 253 | 21,1 | 22,3 27,1 | 24,4 | 245
miR-132-3p 19,7 | 20,7 | 21,1 | 20,6 | 21,0 | 20,0 | 20,5 | 22,5 | 21,2 | 20,3
miR-138-5p 20,7 | 17,5 | 21,6 | 21,2 | 208 | 21,1 | 221 | 23,2 | 20,2 | 21,7
miR-141-3p 153 | 20,3 | 18,2 | 18,3 | 18,2 | 17,6 | 17,6 | 19,7 | 18,6 | 17,5
miR-181b-5p 16,5 | 17,0 | 17,8 | 163 | 16,0 | 17,7 | 17,5 | 16,4 | 16,3
miR-190a-5p 26,7 30,5 29,4 | 25,3
miR-195-5p 24,0 | 23,6 | 23,8 | 24,7 | 23,9 | 23,3 | 24,2 | 251 | 233
miR-200a-3p 19,9 | 21,7 | 22,9 | 22,6 | 23,4 | 22,3 | 23,2 | 23,3 22,6
miR-203a-3p 16,5 | 18,3 | 20,7 | 20,5 | 18,7 | 20,1 | 21,2 | 21,1 | 18,4 | 20,3
miR-218-5p 16,3 | 19,0 | 19,4 | 19,5 | 18,8 | 183 | 20,2 | 19,4 | 181 | 19,0
miR-223-3p 17,6 | 18,4 | 186 | 18,8 | 17,9 | 189 | 18,2 | 18,6 | 17,8 | 18,9
miR-301a-3p 21,2 | 21,6 | 20,7 | 21,2 | 22,2 | 21,5 | 20,7 | 21,0
miR-337-5p 26,5 | 27,6 | 27,5 27,4 | 27,3 28,9 | 27,8 | 26,4
miR-346 23,1 | 21,4 | 243 232 | 22,7 | 258 | 21,7
miR-410-3p 14,8 | 14,5 | 146 | 149 | 164 | 13,1 | 12,8 | 16,5 | 14,6 | 14,8
miR-504-5p 30,5 30,3 29,9 31,2 | 29,5 | 286
miR-544a 25,6 | 25,2 26,3 | 26,4 27,6 | 25,6 | 255
cel39 22,8 | 240 | 242 | 242 | 241 | 232 | 23,4 | 259 | 23,4 | 22,5
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Tablo Ek 3. qRT-PCR sonuglarindan elde edilen ortalama Cq degerleri. (D: Tedaviye direngli hastalar). Cq degerleri 36 izerinde olanlar ile reaksiyondaki
bazi érneklerin tekrar edecek bitcemiz yeterli olmadigindan tekrarlarinda tutarsizlik olan érnekler ¢ikarildi.

D1 | D2 | D3 | D4 | D5 | D6 | D7 | D8 | D9 | D10 | D11 | D12 | D13 | D14 | D15 | D16 | D17 | D18
miR-7-5p 21,8 21,0 | 21,7 | 19,3 | 24,0 20,9 | 21,7 | 21,5 22,5 20,8 | 22,0
miR-10a-5p 26,7 | 26,0 28,2 | 26,2 27,0 27,6 | 26,6 27,6 | 25,4
miR-10b-5p 20,3 | 20,0 | 19,3 | 22,9 | 23,3 | 206 | 19,3 | 20,1 | 19,8 | 21,1 | 20,6 | 22,9 | 20,7 | 20,6 | 20,9 | 19,7 | 20,6 | 20,8
miR-22-3p 244 | 244 | 232 | 22,2 | 264 | 233 244 | 258 | 26,9 | 26,8 | 252 | 26,1 | 252 | 23,1 | 25,7 23,1
miR-27a-3p 19,5 | 19,6 16,2 18,8 | 189 | 20,6 | 19,4 | 21,1 | 20,1 193 | 20,6 | 19,3 | 19,2 | 21,2 | 19,1
miR-27b-3p 17,9 | 18,6 20,8 | 19,1 17,9 21,6 20,9
miR-29a-3p 226 | 236 | 228 | 21,5 | 23,9 | 226 | 22,9 | 242 | 233 | 252 | 242 | 23,8 | 242 | 243 | 236 | 22,4 | 24,7 | 236
miR-29b-3p 19,6 21,2 21,0 20,8 21,8 | 20,1
miR-29¢-3p 17,9 | 18,7 | 17,8 | 19,9 | 17,8 | 16,6 18,2 | 18,2 | 17,7 | 19,5 | 18,0 | 19,9 | 19,7 | 18,4 | 17,7 | 19,3 | 18,2
miR-30b-5p 24,3 243 | 26,6 | 258 | 24,2 | 25,7 | 27,9 | 24,2 | 284 | 253 | 244 | 249 | 27,6 | 24,9 | 23,9 | 25,7
miR-31-5p 241 | 235 | 234 | 232 | 245 | 239 | 236 | 243 | 233 | 249 | 242 | 239 | 23,8 | 23,3 | 245 | 23,4 | 244 | 22,0
miR-34a-5p 25,6 | 26,3 | 24,2 26,5 | 24,9 | 251 254 | 26,9 | 252 26,0 | 255 | 257 | 250 | 259 | 253
miR-128-3p 22,9 17,4 | 21,7 | 24,0 | 18,9 | 25,9 | 23,7 24,5 | 245 | 24,0 | 24,8 | 24,4 | 23,8
miR-132-3p 19,7 | 20,5 | 19,5 | 20,5 | 21,0 | 19,1 | 20,8 | 21,8 | 19,6 | 22,4 | 20,0 | 19,6 | 19,8 | 21,8 | 19,5 | 19,0 | 20,2 | 19,8
miR-138-5p 20,3 | 20,6 | 19,3 | 185 | 21,3 | 19,7 | 19,1 | 21,9 | 20,0 | 21,0 | 21,3 | 21,0 | 20,1 | 21,7 | 20,1 | 19,8 | 21,2 | 19,4
miR-141-3p 17,6 | 17,2 | 16,6 | 19,6 | 17,8 | 16,2 17,6 | 16,7 | 18,8 | 169 | 17,9 | 16,4 | 19,4 | 17,0 | 153 | 17,6 | 15,2
miR-181b-5p 16,5 | 15,5 | 14,9 | 16,3 153 | 14,7 | 16,4 | 16,1 | 149 | 16,0 | 16,7 | 16,6 | 16,4 | 16,4 | 16,5 | 16,7 | 14,2
miR-190a-5p 27,4 | 26,8 | 23,7 21,5 22,8 | 21,0 26,5 22,7 | 21,1
miR-195-5p 22,7 21,7 | 235 | 22,0 | 21,3 | 22,5 | 22,8 | 22,5 | 22,3 | 250 | 22,9 | 24,4 | 236 | 21,9 | 22,4 | 21,8
miR-200a-3p 21,8 | 22,0 | 20,4 22,8 21,8 | 24,0 | 21,7 | 23,2 | 22,8 22,1 | 23,1 | 220 | 21,2 | 22,6 | 19,9
miR-203a-3p 18,6 | 19,2 | 17,3 | 20,7 | 20,0 | 185 | 18,2 | 20,7 | 18,4 | 20,3 | 19,8 | 185 | 21,2 | 20,6 | 19,1 | 18,0 | 20,3 | 16,7
miR-218-5p 18,2 | 18,5 | 16,8 | 20,2 | 19,7 | 175 | 16,4 | 19,9 | 185 | 18,1 | 185 | 17,5 | 19,4 | 18,8 | 18,6 | 17,5 | 19,5 | 16,6
miR-223-3p 18,6 | 19,8 | 17,6 | 183 | 188 | 17,5 | 22,5 | 19,9 | 180 | 20,5 | 19,2 | 18,1 | 19,1 | 17,8 | 17,7 | 17,9 | 187 | 17,8
miR-301a-3p 20,8 21,3 | 20,9 | 20,5 | 20,2 19,8 | 20,3 | 20,6 | 20,5 | 20,8 | 20,8 | 20,5 | 20,5 | 19,9
miR-337-5p 26,7 | 27,0 | 22,4 | 282 | 263 | 254 | 20,2 25,4 | 23,9 27,1 | 28,5 26,5 | 23,3 | 26,1
miR-346 21,8 | 22,3 23,9 | 240 | 22,5 | 249 | 236 | 23,1 | 259 23,9 25,2 21,7
miR-410-3p 14,8 | 149 | 16,4 | 169 | 16,8 | 11,5 | 13,6 | 14,9 | 159 | 160 | 13,2 | 16,4 | 144 | 158 | 13,5 | 12,5 | 14,6 | 154
miR-504-5p 29,1 28,4 | 26,0 | 30,2 | 27,6 | 28,4 | 28,7 | 28,4 30,0 | 285 29,5 | 28,1 | 29,7 | 28,8
miR-544a 25,1 19,5 | 26,7 | 24,3 | 26,9 | 27,2 | 24,7 26,1 | 254 | 25,8 | 27,6 | 259 | 24,1 | 23,9
cel39 209 | 242 | 21,1 | 22,6 | 23,3 | 226 | 251 | 24,2 | 21,8 | 26,0 | 23,8 | 22,5 | 23,6 | 24,2 | 23,0 | 22,3 | 24,2 | 24,2
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Sizofrenide tedaviye direng en 6énemli zorluklardan biridir. Sizofreni hastalarinda basarili bir
tedavi stratejisi gelistirmek igin antipsikotik ilag tedavisine olan yanitin énceden
belirlenebilmesi oldukga 6nemlidir. Tedaviye direng mekanizmalarinda gorev aldigi tespit
edilen gesitli genler (5-HTT, DRD1, DISC1 vb.) ile yapilan genetik ¢calismalar daha ziyade
polimorfizm galismalar seklindedir. Gen ekspresyonunun kontroliinde dnemli bir paya sahip
olan mikroRNAlar, bu tur sinirlayici genetik calisma alanina sahip hastaliklar i¢in ideal bir
molekuler teshis elementi olmaktadirlar. Hem periferal dokularda hem de serumda stabil
kalabilmeleri, genetik calismalar icin mikroRNAlari etkili bir hedef haline getirmektedir. Kanser
ve birgok hastaligin molekiler teshisinde yeni bir alan agmaktadirlar. Bu ¢alismada amag,
sizofreni tedavisine direng gosteren ve iyi yanit veren hastalar arasindaki mikroRNA iliskisini
incelemek ve tedaviye direncin tespit edilebilmesi icin aday mikroRNAlari tanimlamaktir.
Calisma icin; saglikh, tedaviye iyi yanit veren ve tedaviye direng¢ gésteren hasta gruplarinin
plazmalari kullanildi. Calisma igin sizofreni ile iligkili 29 mikroRNA segildi ve ekspresyon
dizeyleri gRT-PCR ile tespit edildi. Analizler sonucunda, tedaviye direngli sizofreni grupta,
tedaviye iyi yanit veren grup ile karsilastirildiginda miR-181b-5p, miR-195-5p ve miR-301a-3p
ekspresyonlarinin anlamli sekilde arttigi tespit edildi. Bu mikroRNAlar, sizofrenide tedaviye
direncgte potansiyel teshis araci olabilir. Bunlarin dogrulugu igin ileri ve genis dlcekte
calismalara ihtiyac vardir.
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