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1. KISALTMALAR
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5-HTR2A:
5-mC:
AGO:
BD:
BDNF:
BOS:
C.Elegans:
CAMP:
COMT:
CpG:
DA:
DAOA:
DAT:
DISC1:
DMSO:
DNMT:
DRD2:
FBS:
GABA:
GRMa3:
GWAS:

MAOA:

MB-COMT:

mRNA’nin 3’ ¢cevrilmemis bolgesi
5-hidroksimetilsitozin
5-hidroksitriptamin Reseptor 2A
5-metilsitozin
Argonaute Protein

Bipolar Bozukluk

Beyinden Tiiretilmis Norotrofik Faktor
Beyin Omurilik Sivisi
Caenorhabditis Elegans
Siklik Adenozin Monofosfat
Katekol-O-Metiltransferaz
C-fosfat-G

Dopamin

D-amino Asit Oksidaz Aktivator
Dopamin Tastyicisi

Sizofrenide Bozukluk 1
Dimetilsiilfoksit

DNA Metiltransferaz

Dopamin Reseptorii D2

Fetal Bovine Serum
Gama-aminobiitrik Asit

Glutamat Metabotropik Reseptor 3
Genom Capli iliskilendirme Calismalari
Monoamine oksidaz A

Membrana Bagli COMT



Met:
miRNA:

MRNA:

NEURODL1:

NGF:
NMDA:
NRG1:
PBMC:
PFC:
PPP1R1B:
RA:
RELN:
RISC:
RNA.:
RNaz:
RT-gPZR:
S-COMT:
SCZ:
SLC6A4:
SNP:
SOX10:
TET:
UBE21:

Val:

Metiyonin

mikro Riboniikleik Asit

mesajc1 Ribontikleik Asit
Noronal Farklilasma 1

Sinir Biiytime Faktorii
N-metil-D-aspartik asit

Neurogulin 1

Periferik Kan Mononiikleer Hiicreler
Prefrontal Korteks

Protein Fosfataz 1 Diizenleyici Inhibitér Alt Birimi 1B
Retinoik Asit

Reelin

RNA Kaynakli Susturma Kompleksi
RNA interferans

Riboniikleaz

Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Coziinir COMT

Sizofreni

Solute Tastyict Ailesi 6 Uye 4

Tek Niikleotid Polimorfizmi
SRY-Box Transkripsiyon Faktor 10
Ten-eleven Translocation
Anti-Ubikitin-Eslenik Enzimler E21

Valin
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Tezin Baghgi: Sizofreni Iliskili Potansiyel miRNA’larin COMT Geni ile Olasi
Mliskisinin In Vitro Model Olusturularak Arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Onur TONK
Damismani: Dog. Dr. Nuray ALTINTAS
Anabilim Dali: T1ibbi Biyoloji

1. OZET

Amagc: Calismamizda TargetScan veritabanindan ve literatiiratlir taramasindan
belirledigimiz miRNA’larin (miR-30a-5p, miR-30e-5p ve miR-34a-5p) COMT geni
ile bir iligkisinin olup olmadigininin in vitro ortamda arastirilmasi amaglanmaistir.

Gere¢ ve Yontem: Sizofreni hiicreleri olarak SH-SYS5Y insan ndroblastom
hiicre hattt kullanilmistir. Calismamizda miRNA mimik transfeksiyonu, RNA
ekstraksiyonu, miRNA ve mRNA ters transkripsiyonu, RT-qPZR analizi ve istatiksel

analiz metodlar1 kullanilmigtir. RT-gPZR arastirilmalari 2AACT

yontemi kullanilarak
analiz edilmistir.

Bulgular: Calismamizda miR-30a-5p, miR-30e-5p ve miR-34a-5p’nin COMT
genindeki rolii arastirilmis ve miRNA mimik transfeksiyonu yapilan SH-SYS5Y
hiicrelerinde miR-30a-5p ve miR-34a-5p transfeksiyonu sonucunda COMT geni
ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik gozlemlenmedi fakat miR-30e-5p
transfeksiyonu sonucunda COMT geni ekpresyon seviyesinin anlamli derecede
azaldig1 gézlemlendi.

Sonuglar: Calismamiz miR-30a-5p, miR-30e-5p ve miR-34a-5p’nin COMT
genine olan etkisi ile ilgili yapilan ilk ¢alisma olmasi nedeniyle yliksek 6zgiin degere
sahiptir. Calismamiz sonucunda miR-30e-5p COMT genini baskilamakta oldugu
sonucuna vartlmistir. TargetScan database verilerine gore se¢gmis oldugumuz miR-
30e-5p’nin COMT genine dogrudan baglanabilecegi ve potansiyel bir terapotik

strateji olabilecegi diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sizofreni, miRNA, COMT



Thesis Title: Investigation of the Possible Association of Schizophrenia-Associated
Potential miRNAs with the COMT Gene by Creating an In Vitro Model

Student Name: Onur TONK
Supervisor: Assoc. Prof. Nuray ALTINTAS
Department: Medical Biology

2. ABSTRACT

Aim: In our study, it was aimed to investigate in vitro whether the miRNAs
(miR-30a-5p, miR-30e-5p and miR-34a-5p) that we determined from the TargetScan
database and literature review have a relationship with the COMT gene.

Material and Method: : The SH-SY5Y human neuroblastoma cell line was
used as schizophrenia cells. miRNA mimic transfection, RNA extraction, miRNA
and mRNA reverse transcription, RT-gPCR analysis and statistical analysis methods
were used in our study. RT-gPCR studies were analyzed using the 2T method

Results: In our study, the role of miR-30a-5p, miR-30e-5p and miR-34a-5p in
the COMT gene was investigated and the COMT gene expression level was
investigated in mMiRNA mimic transfected SH-SY5Y cells as a result of miR-30a-5p
and miR-34a-5p transfection no significant change was observed, but it was observed
that COMT gene expression level decreased significantly as a result of miR-30e-5p
transfection.

Conclusion: Our study has a high specificity because it is the first study on the
effect of miR-30a-5p, miR-30e-5p and miR-34a-5p on the COMT gene. As a result
of our study, it was concluded that miR-30e-5p suppresses the COMT gene.
According to the TargetScan database data, it is thought that the miR-30e-5p we
selected can directly bind to the COMT gene and be a potential therapeutic strategy.

Key Words: Schizophrenia, miRNA, COMT



3. GIRIS

Sizofreni (SCZ), genetik ve norobiyolojik gegmisi olan giinliik yasamin birgok
alaninda bozukluklarla karakterize, erken 6lim ve yiiksek tedavi direnci prevelansi
ile sonuglanan kalitsal, kronik ve siddetli bir norogelisimsel beyin hastaligidir
(Perkovic ve ark. 2017; Wysokinski ve ark. 2021). Sizofreni erken baslangici ve
kronikligi nedeniyle en ¢ok yikici etkiye sahip psikiyatrik hastalik olmakla birlikte
patomekanizmasi olduk¢a karmasiktir. Yaklasik %80 kalitim oranma sahip olan
sizofreni, patogenezinde genetik faktorlerin rol oynamasiyla birlikte ¢cevresel stres ve
norogelisimsel faktorlerde hastaligin ortaya c¢ikmasinda etkin gorev almaktadir
(Swathy ve Banerjee 2017; Obi-Nagata ve ark. 2019; Koszta ve ark. 2020; Golov ve
ark. 2020).

Sizofreninin patogenezi agisindan tedavi hedefleri, pozitif semptomlarla iligkili
olan dopamine (DA) yogunlasmaktadir (Kim ve ark. 2017). Cok sayida g¢alisma,
dopaminin ve serotoninin sizofreni patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigini
kanitlamistir (Wysokinski ve ark. 2021). DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1
ve kodlamayan RNA'lar gibi epigenetik modifikasyonlar, bir¢ok hastalikta rol
oynamaktadir. Sizofreni gibi psikiyatrik ve ndrogelisimsel bozukluklar, g¢oklu
epigenetik  mekanizmalarindaki  anormalliklerle iligkilendirilmistir ~ve bu
anormallikler sonucunda gelisim ve yetiskinlik sirasinda gen ifadesinin degisimi
gozlemlenmistir (Shorter ve Miller 2015). Yapilan ¢alismalarda, sizofrenide Reelin
(RELN), Katekol-O-Metiltransferaz (COMT), Monoamine Oksidaz A (MAOA),
Hidroksitriptamin Reseptér 2A (HTR2A), SRY-Box Transkripsiyon Faktor 10
(SOX10) gibi genlerin promotérlerinde  DNA metilasyonunun deregiilasyonu
gozlemlenmistir (Blokhin ve ark. 2020). Yapilan ¢aligmalar sonucunda dopamin
metabolizmas1 ve sinyallemede rol oynamalari nedeniyle Dopamin Reseptor 2
(DRD2), COMT, 5-HTR2A ve Solute Tasiyict Ailesi 6 Uye 4 (SLC6A4) genleri
sizofreni ve tedavisi i¢cin umut vaat eden aday genler olarak kabul edilmistir
(Li ve ark. 2018; Ahmadi ve ark. 2018). Bu aday genler arasinda bulunan
COMT geni 22. kromozomun uzun kolunda (22q11.2) bulunmaktadir (Gozukara Bag
2018; Hajj ve ark. 2019).



COMT geni katekolaminleri degrade eden bir enzim iiretmekte ve prefrontal
kortekste (PFC) dopamin seviyesinin diizenlenmesinde 6nemli bir faktdr olarak
gorev almaktadir. Dopamin, adrenalin ve noradrenalin gibi norotransmitterleri
pargalayarak bir metil grubunu katekolamine transfer etmektedir (Saravani ve ark.
2017; Kirenskaya ve ark. 2018).

COMT geninin yaygin fonksiyonel bir polimorfizmi olan Vall58Met (rs4680),
guaninin adenine tek niikleik asit degisikligi ile valinin (Val) metiyonin (Met) ile yer
degistirmesine neden olmaktadir. COMT geninin en yaygin olan 1s4680
polimorfizmi, COMT aktivitesini ve dolayisiyla prefrontal dopamin seviyelerini
onemli dlglide etkilemektedir (Li ve ark. 2015; Sagud ve ark. 2018; Penadés ve ark.
2020).

mikroRNA’lar (miRNA'lar), hedef mesajct RNA’larin  (mRNA'larin) 3
¢evrilmemis bolgelerine (3'UTR'ler) baglanan ve translasyonu inhibe ederek mRNA
ekspresyonunu regiile eden yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda protein kodlamayan
RNA'lardir. miRNA'larin diizensizliginin Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
Sizofreni gibi merkezi sinir sistemi hastaliklar1 ile iligkili oldugu bulunmustur
(Hunsberger ve ark. 2013; Choi ve ark. 2015). miRNA'larin %70'e yakini merkezi
sinir sisteminde olup farkli konumlarda ifade edilmektedir (Kamal ve ark. 2015).

Yapilan c¢alismalarda miRNA'larin  diizenleyici  gorevi, mRNA'larin
translasyonunu inhibe ederek genlerin ekspresyon seviyelerini diizenlemesinden
dolay1r miRNA'larin sizofreninin etiyolojisine katkida bulunabilecegini gosteren
sonuglar elde edilmistir (Wang ve ark. 2014). Bu nedenle son zamanlarda
miRNA’larin diizenleyici mekanizmalarina olan ilgi daha da artmaktadir (You ve
ark. 2020). Sizofreninin nedenleri hala net olarak anlasilmamakla birlikte, sizofreni
hastalarmin beyin dokularinda, kan, serum, plazma gibi viicut sivilarinda ve periferik
kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC'ler) anormal olarak ifade edilen miRNA'lar
tespit edilmistir (He ve ark.2019). Yapilan caligmalarda miRNA'lar ve sizofreni ile
baglantii mRNA'lar arasinda potansiyel mMIRNA-mRNA etkilesimleri ortaya
konulmustur. Ayrica miRNA'lar, ¢coklu hiicre sinyal yollarinin diizenlenmesinde rol
oynayabilir ve bu nedenle sizofreninin baslangicinda da rol alabilirler (Cao ve Zhen
2018; Wang ve ark. 2019).



miRNA’lar, RNA Kaynakli Susturma Kompleksi (RISC) araciligiyla
transkripsiyon sonrasi gen diizenleyici gorevi gormektedir. Argonaute (AGO), bu
diizenleyici komplekste yer alan ana proteindir. AGO proteinleri, miRNA dizisi ile
hedef mesajct RNA (mRNA) arasindaki etkilesimi giiglendirerek Ttgclii  bir
miRNA: AGO: mRNA kompleksi olusturur. miRNA'y1 hedef mRNA'larina baglayan
Argonaute proteinleri ile dogrudan etkilesim yoluyla RISC’ler hedef mRNA'larina
baglanirlar. Olusan bu {glii kompleksle birlikte, mRNA bélinmesi ya da
translasyonel baskilama olusur (Capelari ve ark. 2019; Ayoubian ve ark. 2019).

Biyoinformatik araglar, deneysel dogrulamalar i¢in etkili bir miRNA: mRNA
etkilesimini ve hedeflemelerini algoritmik olarak tahmin etmeye caligsmaktadir.
miRNA hedeflerini tanimlamak i¢in miRanda, PicTar, mirSVR ve TargetScan gibi
bircok hesaplama yontemi gelistirilmistir. Bu veri tabanlarinda bildirilen diziler
deneysel olarak dogrulanmamustir (Liu ve ark. 2014; Riffo-Campos ve ark. 2016).

Bu sebeple calismamizda sizofreni icin SH-SYSY hiicre hattinda TargetScan
veri tabanindan ve literatiir taramalarindan se¢ilen miR-30a-5p, miR-30e-5p ve miR-
34a-5p’nin COMT geni ile iliskisinin olup olmadiginin biyolojik olarak kanitlanmasi
amaglanmistir. Ayrica belirlenen miRNA’larin sizofreni i¢in molekiiler ajan veya
biyomarker olarak kullanilabilmesi ihtimalleri {izerinde ¢alisilmistir ve literatiirdeki

eksiklikleri giderip ileriki ¢aligmalar i¢in bilgi birikimi saglanmasi hedeflenmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. SIZOFRENININ TANIMI

Sizofreni, haliisinasyonlar, sanrilar, diizensiz konusma, katatonik davranis gibi
coklu psikiyatrik belirtilerle karakterize olan bir zihinsel bozukluk olmakla birlikte
insan niifusunun yaklasik %0,5 ila %0,7’sini etkileyen ciddi bir beyin hastaligidir
(Girdler ve ark 2019; Golov ve ark. 2020).

“Sizofreni” terimi, SCZ hastalarinda gozlemlenen psikiyatrik belirtiler sonucu
olusan, diislince ve bilisin birbirinden ayrilmasini kisa bir sekilde 6zetleyen, Yunanca
kokenli boliinmiis anlamina gelen “sizo” ve zihin anlamina gelen “fren”
sozciiklerinden tiiretilmistir (Obi-Nagata ve ark. 2019).

DSM-5 tani kriterlerine gore bir hastada sizofreninin klinik tanisi, (1) sanrilarin
olusmasi, (2) haliisinasyonlar goriilmesi, (3) konusma diizensizligi, (4) diizensiz veya
katatonik davranislar ve (5) negatif semptomlarin ikisi veya daha fazlasinin en az bir

aylik bir siire boyunca goriilmesi durumunda konulmaktadir (Girdler ve ark 2019).

4.2. SIZOFRENININ TARIHCESI

Dr. Philippe Pinel 1793 yilinda sizofreni hastaligini, diisiinme yeteneginin
ortadan kalkmasi ya da bozulmasi anlamina gelen “demans” olarak isimlendirdi.
Daha sonrasinda Emil Kraepelin zihinsel bozukluklarin néropatoloji, fizyoloji ve
beynin biyolojik kimyasi ile iliskili oldugu iddia ederek “demans praecox’ kavramin
onerdi. Eugen Bleuler, Kraepelin’in kavramini hastaligin yeni adi olan “sizofreni”
kelimesi ile degistirdi ve yine E. Bleuler “intihar diirtlistinii” tiim sizofreni
semptomlarinin en ciddi olani olarak tanimladi. 1939’da Rennie sizofrenili 500
hastanin %11’inin 20 yillik bir takip siiresi boyunca intiharli 6ldiigiinii gézlemledi.
1969°da Mirsky biligsel, norolojik ve elektroensefalografik incelemelerden SCZ’de
beyin disfonksiyonunun kaniti1 oldugu sonucuna vardi (Karakus ve ark. 2017; Sher ve

Kahn 2019; Koszta ve ark. 2020).



4.3. SIZOFRENININ PATOGENEZI

Yiiksek kalitim oraniyla (yaklasik %80) cok faktorlii ve giicten diisiiren bir
hastalik olan sizofreni diinya c¢apinda her 1000 kiside dort ila yedi Kkisiyi
etkilemektedir. Fenotipik heterojenlige ragmen, bilissel bozukluklar klinik olarak
anlaml kabul edilmistir. Ancak bu hastaligin genetik olarak tek bir kromozomdaki
basit bir pozisyon degisikliginden mi, eksik penetransa sahip tek bir genden mi yoksa
degisik genlerdeki bozukluklardan mi kaynaklandigi heniiz tam olarak agikliga
kavusmamistir. Fakat klasik Mendel kalittimina uymayan bu hastalikta eksik
penetrans ve ¢oklu gen kurami daha olasi goriinmektedir (Acar ve Kartalct 2014;
Matsuzaka ve ark. 2017).

Sizofreni yasam boyunca 6nemli morbidite ve mortalite ile kiiresel saglik igin
biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. SCZ’nin patogenezi belirsizligini korumaktadir.
Bununla birlikte, yapilan calismalar kalitsal genetik varyantlarinin SCZ’de kritik
roller oynadigini gostermektedir. Genom ¢api iliskilendirme ¢alismalart (GWAS)
tarafindan tanimlanan risk varyantlarinin ¢ogunun protein yapisi veya islevinden
ziyade gen ekspresyonunu etkileyerek SCZ riskine katkida bulundugu bilinse de
simdiye kadar yalnizca ¢ok siirli fonksiyonel varyantlar tanimlanmistir (Huo ve ark.

2019).

4.4, SIZOFRENI RiSK FAKTORLERI

Sizofreninin gelismesinde; dogum Oncesi komplikasyonlar, cinsiyet, yas,
kentsel cevrede yasama, norogelisimsel tehlikeler, ¢ocukluk c¢agi giicliikleri, goc,
uyusturucu kullanimi (6zellikle esrar, amfetamin, metamfetamin ve kokain), fiziksel
ve cinsel istismar gibi ¢ok sayida risk faktorleri rol oynamaktadir (Howes ve ark.
2017; Perkovic ve ark. 2017).

Sizofreninin norogelisimsel kokenini, klinik, genetik ve epidemiyolojik
alanlarda yapilan son c¢alismalar desteklemektedir ve hastaligin ortaya ¢ikmasinda
cok dnemli olabilecek spesifik beyin gelisim bozukluklarini tanimlamaya baglamistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda tani riskini arttiran ¢ok sayida risk faktorlerinin
belirlenmesine ragmen patolojik siireglerdeki bozuklugun tek bir nedenden

olusmayacagi gézlemlenmistir (Sekil 1) (Schmidt ve Mirnics 2015).
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Sekil 1. Sizofreninin Gelisim Faktorleri ile Iliskisi (Stilo ve Murray 2019).

4.4.1. Dogum Komplikasyonlari

Yapilan calismalarda obstetrik komplikasyonlarin sizofreni i¢in bir risk faktorii
oldugu bildirilmistir ve acik sezeryan, gebelik sirasinda kanama, gebelik
zehirlenmesi ve diisik dogum agirligi ile iliskilendirilmistir. Dogum esnasinda
forseps kullanimi ve diisiik dogum agirligi, erken psikoz baslangicini arttirmaktadir
(Stilo ve Murray 2019).

4.4.2. Cinsiyet ve Yas Faktorii

Sizofrenide baslangi¢ yasi erkekler ve kadinlar arasinda farklilik gostermektedir.
Bu fark kadinlarda 25-35 yas araligindayken erkeklerde 15-25 yas araligindadir.
Kadinlarda geg¢ baslangici agiklayan iki hipotez mevcuttur. Bu hipotezlerden birincisi
ostrojenin dopamin (DA) reseptorleri ilizerindeki diizenleyici etkisi, ikincisi ise
kadinlarin merkezi sinir sistemi gelisimini erkeklerden daha erken tamamlamis

olmasidir (Altintas ve ark. 2019).



Ayrica babanin 34 yas ve istii olmasi sizofreni ile iligskilendirilmistir. Bunun
nedeni, yapilan c¢alismalarda erkek germ hiicrelerinde sporadik de novo
mutasyonlarda yasla ilgili artisin bir rol oynayabilecek olmasidir (Stilo ve Murray
2019).

4.4.3. Gog

Meta-analitik incelemeler, go¢men gruplarin sizofreni ve diger psikotik
bozukluklar agisindan yiiksek risk altinda oldugunu gdstermektedir. Birlesik Krallar,
Hollanda, Almanya, Danimarka, Fransa ve italya gibi iilkelerde miilteciler ile miilteci
olmayanlar karsilastirildiginda sizofreni oraninin miiltecilerde daha yiiksek oldugu

gozlemlenmistir (Stilo ve Murray 2019).

4.4.4. Kentsellik

Kentsel bir ¢evrede biiylimek ya da yasamak sizofreni veya genel olarak psikoz
riskinde artis ile iliskilendirilmistir. Cocuklukta ikametin kirsal ortamdan kentsel
ortama degistirilmesi sizofreni gelisme riskini iki katina ¢ikarir ve bir ¢ocuk kentsel

alanda ne kadar ¢ok yil gegirirse risk o kadar artmaktadir (Stilo ve Murray 2019).

4.45. Genetik Faktorler

Sizofreni ile ilgili yapilan genetik caligmalarda aile bireylerinde sizofreni hastasi
oldugu durumlarda bireylerin de sizofreni hastaligina yakalanma oraninin fazla
oldugu ve ebeveynlerin her ikisi de sizofreni hastasi ise ¢ocuklarinda da sizofreni

hastalig1 goriilme oraninin yaklasik % 40 oldugu bilinmektedir (Tarhan 2019).

4.4.6. Uyusturucu, Alkol ve Sigara Riskleri

Sizofreni hastalarinda tiitiin, alkol, esrar ve kokain kullanimi yaygin olarak
goriilmektedir ve sizofreni hastalari bu maddelerin kullanimiyla ilgili ciddi sorunlar
yasamaktadir. Yapilan calismalarda sizofreni hastalarinin sizofreni olmayanlara gore

daha yiiksek tiitiin igme oranina sahip olduklari belirtilmistir (Perkovic ve ark. 2017).



Dahasi, bazi1 aragtirmacilar ergen yasta esrar kullaniminin ve sigara i¢gmenin

sizofreni riskini arttirdigin1 6ne siirmiiglerdir (Perkovic ve ark. 2017).

45. SIZOFRENIDE ALT TiPLER

Sizofreninin alt tipleri, degerlendirme sirasinda onde gelen belirtilere gore
tanimlanmaktadir. Sizofreninin alt tipleri tedaviye verdikleri cevaplara ve
prognozlarina gore degiskenlik gostermektedir. Bunlardan paranoid tip, tedaviye en
iyi cevap veren ve prognozu en iyi olandir, dezorganize tip ise prognozu en koétii olan

ve tedaviye en az cevap veren tiptir (Summakoglu ve Ertugrul 2018).

4.5.1. Paranoid Tip

Paranoid tip, anksiyete veya bir konuyla baglantili tekrarlanan yanilsamalarin
olusmasi ile iligkilidir. Paranoid tip diger tiplere gore ¢ogunlukla daha ge¢ yaslarda
baslar ve yavastir. Bir veya daha fazla hezeyan ya da sik isitsel haliisinasyonun
olmasi, Katatonik davranis gibi etkilerin net olarak goriilmemesi ile tanimlanir

(Culum 2016; Summakoglu ve Ertugrul 2018).

4.5.2. Dezorganize Tip

Dezorganize tip, diisiinme basarisizligi ve baglantilarin bariz bir sekilde kopmasi
ile olugsmaktadir. Bu tip, geng yasta pozitif semptomlarla baslamaktadir. Diizensiz
davranis ve diizensiz konusma gibi etkiler bu tipin temel semptomlarindandir.
Sizofreni alt tipleri arasindan en agir olan tipidir (Culum 2016; Summakoglu ve

Ertugrul 2018).

4.5.3. Katatonik Tip

Katatonik (donakalim), kisinin belli bir durumda uzun siire hareket etmeden
kalmas1 anlamina gelmektedir. Uyumama, yememe, icmeme, konusmama, verilen
tavsiyelere uymama gibi etkilere sahiptir. Tembellik, olumsuzluk, cosku gibi
psikomotor rahatsizlik ile iliskilidir. Bu tip genellikle 15-25 yas arasinda goriilmekte
ve aniden baslamaktadir (Culum 2016; Summakoglu ve Ertugrul 2018).
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4.5.4. Aynnsmams Tip

Ayrismamuis tip, sizofreni teshisi koyduracak semptomlarin goriindiigii fakat bu
semptomlarin paranoid, dezorganize ya da katatonik tip kriterlerini karsilamadigi

sizofreni tipidir (Culum 2016; Summakoglu ve Ertugrul 2018).

4.5.5. Rezidiiel Tip

Rezidiiel tip bir ya da birkag sizofrenik tekrarlanma sonucu olusan, negatif
semptomlarin baskin oldugu kronik sizofrenik bozukluktur. Umursamazlik, girisim
ve eylem eksikligi, ilgisizlik, toplumdan kopma, diisiincede somutlasma, kendine
bakimda azalma gibi belirtilere sahiptir (Culum 2016; Summakoglu ve Ertugrul
2018).

4.6. SIZOFRENININ SEMPTOMLARI

Genetik ve norobiyolojik gegmise sahip kronik ve siddetli bir psikiyatrik
bozukluk olan sizofreninin semptomlari; pozitif, negatif, biligssel ve duygudurum
semptomlar1 olarak simiflandirilmaktadir. Sizofreni, bilissel bozukluga, zayiflatici
pozitif ve negatif semptomlara, yasam siiresinin kisalmasina yol ag¢an yikict ve dmiir
boyu siiren bir hastalik olarak da bilinmektedir (Donegan ve Lodge 2017; Perkovic
ve ark. 2017; Girdler ve ark 2019).

4.6.1. Pozitif Semptomlar

Pozitif semptomlar, haliisinasyonlar, sanrilar, diizensiz konusma ve diizensiz

davranig gibi psikiyatrik belirtilerden olusmaktadir (Perkovic ve ark. 2017).

4.6.2. Negatif Semptomlar

Negatif semptomlar arasinda azalmis duygular, konusma yoksullugu, ilgi ve
diirtii kayb1 yer almaktadir (Perkovic ve ark. 2017).
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4.6.3. Biligsel Semptomlar

Biligsel semptomlar, koérelmis duygulanim, duygusal geri ¢ekinme, sosyal
kag¢inma, ¢alisma bellegindeki bozulmalar, dikkat eksiklikleri, diizensiz diisiince gibi
olumsuz etkilere sahiptir. Bu belirtiler sosyal ve mesleki iglevleri etkileyebilir ayni

zamanda yasam kalitesini de diistirebilir (Girdler ve ark 2019).

4.6.4. Duygudurum Semptomlar

Duygudurum belirtileri depresif, neseli veya tizgilin ruh hallerinden olusmaktadir
(Perkovic ve ark. 2017).

4.7. SIZOFRENI SEMPTOMLARININ TEDAVI iLE ILISKiSI

Sizofrenide genellikle pozitif semptomlar iyilestirilebilirken, negatif ve bilissel
semptomlar tedavi edilmeden kalmaktadir. Antipsikotiklerin ¢esitli ndrotransmitter
reseptorleri ile etkilesimlerinin sizofreni semptomlarini tedavi etmedeki etkilerinden
sorumlu oldugu genel olarak kabul edilmektedir. Fakat sizofreninin patomekanizmasi
tam olarak anlasilamadigindan tedavi i¢cin mevcut antipsikotikler ciddi sinirlamalarla
karakterizedir (Stepnicki ve ark. 2018).

Sizofreninin etiyolojisi, mezolimbik yoldaki asir1 dopamin aktivitesi “pozitif”
semptomlarla, prefrontal korteksteki azalmig dopamin aktivitesi ise ‘“negatif”
semptomlarla iliskilendirilmistir. ~ Ayrica negatif ve biligsel semptomlar
hipokampustaki Gama-Aminobiitrik Asit (GABAerjik) sinyal ve N-metil-D-aspartik
asit (NMDA) islevi arasindaki karmasik bir etkilesimden kaynaklanmaktadir.
Sizofreninin etiyolojisi ve patogenezi agisindan mevcut tedavi hedefleri pozitif
semptomlarla iliskili olan dopamine odaklanmaktadir (Sekil 2) (Shorter ve Miller
2015; Kim ve ark. 2017; Girdler ve ark 2019).
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Sekil 2. Sizofrenide Dopamin Reseptorleri ve Dopaminerjik Sistem

Anormallikleri (Koszla ve ark. 2020).

4.8. DOPAMIN HIPOTEZi

Dopamin  hipotezi, dopamin sisteminin agir1  aktivitesinin  sizofrenik
semptomlarin ortaya ¢ikmasina neden oldugunu iddia etmektedir. Bu hipotez,
mezolimbik yolda dopaminerjik noérotransmisyonunun isleyisini etkiledigini 6ne
stirmektedir (Koszta ve ark. 2020).

Sizofreninin dopamin hipotezi ilk olarak 1960’larda, ilk antipsikotik ilag olan
klorpromazinin sizofreni hastalarinin pozitif semptomlarini basarili bir sekilde tedavi
ettigi tespit edildiginde ortaya atildi (Yang ve Tsai 2017).

Dopamin hipotezi, sizofreninin altinda yatan potansiyel norobiyolojik
mekanizmalar1 agiklayan en uzun siiredir devam eden ve en ¢ok kabul goren
hipotezlerden biri olmustur. Ayrica bu hipotez sizofreninin aragtirilmasit ve
tedavisinin temelini olusturmaktadir. Orijinal dopamin hipotezinde sizofreni
semptomlarinin asir1 subkortikal dopaminden kaynaklandigi 6ne siiriilerek dopamin

fazlaliginin rolii vurgulanmistir (Donegan ve Lodge 2017; Stepnicki ve ark. 2018).
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Dopamin hipotezini destekleyen etkenlerden biri de pozitif semptomlar
azaltabilen antipsikotik ilaglarin D2 reseptoriinde antagonist gérevi gormesidir. Fakat
dopamin hipotezi sizofrenide mevcut olan tim semptomlari tam olarak
aciklayamamaktadir (Donegan ve Lodge 2017; Stepnicki ve ark. 2018).

Genetik calismalar, SCZ ile dopamin D2 reseptoriinii kodlayan dopamin
reseptori D2 (DRD2) genindeki mutasyonlar arasindaki baglantiyr ortaya
cikarmistir. Ayrica, SCZ’li hastalarin dopamin sentezlemek icin bazal kapasitenin

artt1ig1 bilinmektedir (Blokhin ve ark. 2020).

4.8.1. Dopamin Reseptorleri

Dopamin reseptorlerinin D1, D2, D3, D4 ve D5’den olusan bes alt tipi
mevcuttur. Bu bes alt tipten D1 ve D5, D1 benzeri ailenin iiyeleriyken D2, D3 ve D4
ise D2 benzeri aileye aittir. D1 benzeri reseptorler anahtar diizenleyici rollere sahip
bir enzim olan adenilil siklaz1 aktive ederek siklik adenozin monofosfatin (cAMP)
hiicre i¢i konsantrasyonunu arttirirken, D2 benzeri reseptorler ise cAMP {iretimini
inhibe eder. Bu nedenle D1 benzeri reseptorler, uyarict dopamin reseptorleri olarak,
D2 benzeri reseptorler ise inhibe edici dopamin reseptorleri olarak siniflandirilir
(Wysokin” ski ve ark. 2021).

Sizofrenide dopamin sinyallenmesinin 6nemini agiklayan durumlar sizofreni
hastalarmin ¢ogunun dopamin antagonistlerine karsi olduk¢a duyarli olmasi,
psikozun ve diger pozitif semptomlarin hemen yeniden ortaya ¢iktigini
gostermesidir. Bir digeri ise fonksiyonel goriintiileme ¢aligmalarinin asemptomatik
veya ilag almamis hastalarda bile beyindeki dopamin hiperaktivitesi i¢in ¢ok biiylik
kanitlar saglamis olmasidir (Shorter ve Miller 2015).

4.9. SIZOFRENIDE ADAY GENLER

Norobiyolojik ¢alismalar, SCZ ve Bipolar bozukluk (BD)’daki duyarlilik
genlerinin 2 ana sinifa ayrilabilecegini gostermektedir. Birinci siif genleri iceren D-
amino asit oksidaz aktivator (DAOA), Neuregulin 1 (NRG1), Sizofrenide Bozukluk
1 (DISC1), Dysbindin ve Glutamat Metabotropik Reseptor 3 (GRM3) genleri
NMDA glutamat reseptorlerini etkiler (Ahmadi ve ark. 2018).
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Ikinci simif genleri iceren COMT, DRD2 ve Protein Fosfataz 1 Diizenleyici
Inhibitér Alt Birimi 1B (PPP1R1B) genleri ise dopamin metabolizmas: ve
sinyallemede rol oynar. DAOA geni ve COMT geni yalnizca psikotik bozukluklarla
iliskili degildir ayn1 zamanda glutamaterjik ve dopaminerjik ndérotransmisyonlarda da
onemli roller oynamaktadir (Ahmadi ve ark. 2018). Genomik konumu ve dopamin
katabolizmasindaki islevi nedeniyle COMT, sizofreni i¢in gii¢lii bir aday gen olarak
kabul edilir (Gozukara Bag 2018). Ayrica literatiirde dopaminerjik ve serotoninerjik
yollardan dort aday gen DRD2, COMT, 5-HTR2A ve SLC6A49 en ¢ok ilgiyi almis
ve tedavi yanit1 i¢in umut verici aday genler olarak kabul edilmistir (Li ve ark. 2018).
Sonug olarak aday gen ¢alismalar1 SCZ ile iliskisini dogrulamak i¢in COMT genini
hedeflemektedir (Arslan 2018).

4.9.1. Katekol-O-Metiltransferaz (COMT) Geni

COMT, dopamin dahil olmak {izere katekolaminleri degrade eden 6nemli bir
enzimdir. COMT geni, 22. kromozomun uzun kolunda bulunur (22911.2) ve
prefrontal kortekste (PFC) dopamin seviyesinin diizenlenmesinde rol alan anahtar
faktorlerden biridir (Tang ve ark. 2017; Kirenskaya ve ark. 2018; Sagud ve ark.
2018). 22. kromozom, insan genomunun yaklasik %1,8’lik kismini igeren ikinci en
kiiciik insan kromozomudur. Akrosentrik kromozomun uzun kolu (22q) protein
kodlayan genleri kisa kolu (22p) ise ribozomal genleri igermektedir. COMT enzimi
membrana bagli (MB-COMT) ya da ¢6ziinebilen (S-COMT) form olmak iizere iki
formda bulunabilir. Bu enzimin bu iki formu (MB-COMT ve S-COMT formlari), iKi
farkli transkripsiyon baslama boélgesine sahip olan ve insanda 22q11.2 bdlgesine
yerlesmis olan COMT geni tarafindan kodlanmaktadir (Sekil 3) (Arslan ve ark. 2011;
Tarhan 2019).
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Sekil 3. COMT geni genomik konumu (https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=COMT. Erisilme tarihi: 16.05.2021).
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Dopamin, epinefrin ve ndroepinefrini metabolize eden
COMT geninin sizofreni ile iliskili oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir.
COMT, dopamin, adrenalin ve ndroadrenalin dahil olmak {izere ndrotransmiterlerin
parcalanmasi nedeniyle bir metil grubunu katekolamine transfer eder. Calismalar
ayrica DA sinyalindeki degisikliklerin ve yapisal kortikal olgunlasmasinin
sizofreniye genetik yatkinlikla iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica COMT geninin
katabolik etkisi prefrontal korteksteki DA seviyelerini diizenlemede onemlidir ve bu
bolgenin yapist ve islevinin sizofreniye katkida bulundugu dogrulanmistir. Bu
caligmalar COMT geninin sizofreninin baslangicinda ¢ok dnemli bir rol oynadigini
ve bu zihinsel bozuklukta beyin yapisinin morfolojik degisiklikleri iizerinde etkili
olabilecegini diigiindiirmektedir. COMT polimorfizmi, bazi1 psikiyatrik ve davranigsal
problemlerde olas1 bir katkida bulunan rol olarak incelenmistir (Li ve ark. 2015;

Saravani ve ark. 2017).

49.1.1. COMT Geni Polimorfizmi

COMT geni, enzim aktivitesini etkileyen yaygin bir fonksiyonel polimorfizm
olan Vall58Met (rs4680) igerir ve yapilan ¢alismalarda bu polimorfizmin prefrontal
kortikol fizyolojiyi, calisma bellegini ve insanlarda duygusal diizenlemeyi etkiledigi
gosterilmistir. Bu sonuglar, COMT geninin prefrontal ve hipokampal kortekslerde
dopamin akiginin modiile edilmesindeki ana rolii ve kortikal bilgi islemenin
ayarlanmasinda DA’nin 6nemi ile tutarlidir (Gothelf ve ark. 2014). Rs4680
polimorfizmi 1980’lerden beri detayl bir sekilde ¢alisilmistir. Val158 alleli, Met158
alleli ile karsilastirildiginda daha biiyiik COMT enzim aktivitesi ve daha biiyiik DA
degradasyonu ile iliskilidir. Alleller, heterozigot genotip (Val158/Met158) olarak
birlikte dominanttir ve COMT geninin enzimatik aktivitesiyle iligskilendirilmistir (Li
ve ark. 2015). Vall58/Met158 ve Met158/Met158’e¢ sahip Metl58 tastyicilari,
Vall58/Vall58’e sahip tasiyicilarda dort ila bes kat daha diisiik COMT aktivitesine
sahiptir (Li ve ark. 2015). COMT geninin bir Vall58Met tek niikleotid polimorfizmi
enzim aktivitesini etkilemektedir. Bu nedenle Met/Met varyanti, Val/Val varyantina
gore %40 daha az enzimatik aktivitesi gostermektedir ve sonug olarak prefrontal ve
anterior singulat kortekste daha yiiksek dopamin seviyeleri ile iliskilidir. COMT
Vall58Met polimorfizmi buna karsilik olarak dikkat ve yonetici kontrol dahil olmak
tizere bir¢ok biligsel islevi etkilemektedir (Kirenskaya ve ark. 2018).
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Rs4680 (A>G) veya Val108/158Met, MB-COMT ig¢in kodon 158’de bir G/A
ikamesinin valinden (Val) metiyonine (Met) degistirdigi fonksiyonel COMT
polimorfizmidir (Sagud ve ark. 2018).

Fonksiyonel tek niikleotid polimorfizmi (SNP) (rs4680, Val108/158Met)
yiksek enzimatik aktiviteye sahiptir ve dolayisiyla prefrontal DA seviyelerini
diisiirmek i¢in Val formu ile COMT ekspresyonunu modiile eder. Calismalarin ¢ogu,
COMT genotipinin, biligsel ve islevsel iyilesmenin derecesini etkiledigini
gostermistir. Ozellikle COMT Met alleli, bilissel esneklik, sézlii ve gdrsel dgrenme
ve dikkat uyanikligi ile iliskilendirilmistir (Penadés ve ark. 2020).

4.10. EPIGENETIK DUZENLEME

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA’lar dahil
epigenetik modifikasyonlar, noropsikiyatrik bozukluklar dahil bir¢ok hastalikta rol
oynamaktadir. Sizofreni ve diger 6nemli psikiyatrik ve norogelisimsel bozukluklar,
coklu epigenetik mekanizmalardaki anormalliklerle iligkilidir. Bu da gelisim ve
yetiskinlik sirasinda gen ifadesinin degismesine neden olmaktadir. Sizofreni risk
genlerindeki polimorfizmler, hastaligin yiiksek kalitsalligina katkida bulunur ancak
epigenetik modifikasyonlara yol acan c¢evresel faktorler, sizofreni ve ilgili
bozukluklarla iliskili molekiiler ve davranigsal fenotiplerin ekspresyonunu azaltabilir
veya arttirabilir. Literatiirde sizofreni dahil bircok ndropsikiyatrik bozuklukta DNA
metilasyonunda degisiklikler tespit edilmistir (Shorter ve Miller 2015).

DNA metiltransferazlar (DNMT’ler), metil gruplarinin DNA’ya transferini
katalize ederek gen promoter bolgelerindeki C-phosphate-G (CpG) adalarinda 5-
metilsitozin (5-mC) modifikasyonuna neden olurlar. DNA metilasyonu, 5-mC {ireten
sitozinin ilk karbonunun metilasyonu yoluyla gerceklestirilen ve transkripsiyonel
baskilamaya neden olan evrimsel olarak korunmus bir epigenetik islemdir. Buna
karsilik, Ten-eleven translocation (TET) enzimleri 5-mC‘nin 5-hidroksimetilsitozine
(5-hmC) donlisimiini  katalize ederek DNA metilasyonuna ve ardindan
transkripsiyonel gerilemeye neden olabilir. Cok sayida ¢alisma SCZ’ye RELN,
COMT, MAOA, HTR2A, SOX10 gibi genlerin promotorlerinin deregiilasyonuna
eslik ettigini gostermistir (Shorter ve Miller 2015; Blokhin ve ark. 2020).
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Sizofreni hem gen hem de gevreden etkilenen karmasik bir hastaliktir. Risk geni
ve ¢evrenin etkilesimi SCZ’de anormal bir epigenetik mekanizmanin ortaya
citkmasma neden olabilir. Bu epigenetik mekanizmalarin ayirt edici 6zelligi,
degistirilmis modifikasyon durumu, histon modifikasyonlart ve mikroRNA’lar

(miRNA) araciligiyla izlenir (Swathy ve Banerjee 2017).

4.11. MIKRORNA’LAR

mikroRNA’lar, mMRNA’larin 3’ ¢evrilmemis bolgelerine (3 *UTR’ler) baglanan
ve MRNA stabilitesini azaltarak veya translasyonu inhibe ederek mMRNA
ekspresyonunu asagi regiile eden, gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi
diizenlenmesine katilan 22-25 niikleotid uzunlugunda kiiciik, endojen ve kodlamayan
RNA molekiilleridir (Choi ve ark. 2015; He ve ark. 2017; Cao ve ark. 2019).
mMIRNA’larin gesitli organizmalarda yaygin olarak bulundugu gelisim, farklilagsma,
biiylime regiilasyonu ve apoptoz dahil hemen hemen tiim yasam siireglerinde rol
oynadiklar1 bilinmektedir (He ve ark. 2017). Transkripsiyon ve translasyonu
etkileyen birden fazla mekanizma yoluyla miRNA’lar, gelisim ve yasam boyu
hiicresel isleyis icin 6nemli olan gen gruplarinin ekspresyonunu etkileyebilmektedir
(Warnica ve ark. 2015).

Hayvan genomlari, metabolizma, sinir ve bagisiklik sistemlerinin gelisimi ve
diizenlenmesinden kanser baslangicina kadar uzanan siiregleri etkilemek i¢in birgok
protein kodlayan geni transkripsiyonel olarak diizenleyen ¢ok sayida miRNA’y1
barmndirir. Bugiline kadar insan genomunda ylizlerce miRNA tanimlanmistir ve
bunlar ¢ok cesitli fizyolojik ve patolojik siireclerde anahtar roller oynamaktadir (Sun
ve Zhang 2014).

Yapilan caligmalarda miRNA’nin insan plazmasinda endojen riboniikleaz
(RNaz) aktivitesinden korunan olduk¢a kararli bir formda mevcut oldugu
bulunmusur ve kanda bulunan miRNA’lardaki degisikliklerin insan viicudunun
patolojik fizyolojisini yansitabilecegi dogrulanmistir. Plazma veya serumdaki
spesifik miRNA’larin fazlaliginin kanser veya diger hastaliklar i¢in bir biyobelirteg
olarak hizmet edebilecegi bildirilmistir (Wang ve ark. 2019).
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miRNA’lar agagidaki avantalara sahiptirler;
- miRNA, sicaklik, pH, veya fiziksel durumdaki degisiklik gibi etkilere ragmen
kararli kalmaktadir.
- miRNA’larin ekspresyonu, cinsiyet veya birey gibi farklar olmaksizin
spesifiktir.
- Serum ve plazmadaki miRNA’lar in vitro olarak olgiilebilmektedir. Bu
nedenle miRNA’lar umut verici biyobelirtegler olma 6zelligine sahiptirler.
miRNAlar, ¢oklu hiicre sinyal yollarinin diizenlenmesinde rol oynamakta, hiicresel
fizyolojik isleyisi etkileyebilmekte ve bu nedenle sizofreninin baslangicinda rol

oynayabilmektedir (Wang ve ark. 2014).

4.12. miRNA TARIHCESI

1993 yilinda Lee ve arkadaslari tarafindan yuvarlak solucan olarak bilinen
Caenorhabditis Elegans (C. Elegans) larva gelisiminin zamanlamasini kontrol eden
lin-4 adi verilen miRNA kesfedildi. Sonrasinda Wightman ve arkadaslar1 lin-4 adi
verilen miRNA’nin lin-14 geni {izerinde negatif diizenleyici olarak rol oynadigini
bildirdiler (Lim ve ark. 2003; Giizelgiil ve Aksoy 2015; Cao ve Zhen 2018).

Lin-4’tin kesfinden yedi yil sonra yani 2000 yilinda ise Reinhert ve arkadaslari
yine C.elegansta let-7 adi verilen bir miRNA kesfettiler. 21 niikleotid uzunlugunda
olan let-7 geg¢ larva ve yetiskin asamalarina gegisi tetiklemek i¢in benzer bir sekilde
hareket ettigi gézlemlendi. Let-7’nin kesfinden sonra gen ifadesinden sorumlu olan
RNA’lara mikroRNA ad1 verildi. Boylelikle lin-4 ve let-7 miRNA’lar1 kodlamayan
RNA smifinin kurucu tyeleri olarak kabul edildi. 2000 yilindan sonra hayvanlarda,
bitkilerde, viriislerde ve ayrica memeli merkezi sinir sisteminde binlerce miRNA
tanimlandi. Ayrica miRNA’lar evrimsel agidan da korunmuslardir (Lim ve ark. 2003;
Giizelgiil ve Aksoy 2015; Cao ve Zhen 2018).

4.13. miRNA BiYOGENEZI

miRNA’lar, mMRNA transkriptindeki tamamlayic1 dizilere baglanarak
aktivitelerine aracilik eder. Bu da, mRNA bozulma oranini degistirerek, mRNA’nin

hiicrede kaldig1 siireyi kontrol ederek veya transkriptin ribozomlar tarafindan
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cevrilmesini fiziksel olarak engelleyerek protein gevirisini etkiler (Sekil 4) (Gibbons
ve ark. 2018).

microRNA
gene

l transcription

Primary microRNA
(pri-miRNA)

l cleavage

Precursor microRNA
(pre-miRINA)

l cleavage

microRNA duplex
(miIRNA:miRNA*)

l Unwinding
RISC assembly

Mature microRNA
(mature miRNA)

l Targer recognition
Gene silencing
Limirted microRNA | Extensive miicroRNA
target base-pairing i l target base-pairing
Translation repression | | mRNA cleavage |

Sekil 4. mikroRNA Olgunlasmasi ve Islevi (MacFarlane ve Murphy 2010).

miRNA’nin biyogenezi genellikle bir ila alt1 onciil (pre-) miRNA tekrarindan
olusan bir dizi igeren birincil (pri-) miRNA gen iiriiniiniin transkripsiyonu ile baslar.
Protein kodlayan genler gibi miRNA’lar, RNA polimeraz II veya RNA polimeraz III
ile  genomik DNA’dan birincil transkriptlere  (pri-miRNA) kopyalanir.
Pri-miRNA’lar genellikle bir 5° CAP ve bir 3’ poli A kuyruguna sahiptir ve
cekirdekte bir govde ilmek yapisi bulunan cift sarmalli bir RNA sa¢ tokasina
katlanabilir. Cekirdekte, pri-miRNA, Drosha ve DGCR8’den olusan mikroislemci
kompleksi tarafindan pre-miRNA adi verilen 70 niikleotidlik bir sa¢ tokasi (hairpin)
yapisina islenir. 22q11.2 delesyonlar1 tarafindan bozulan bir gen olan DGCRS,
mRNA biyogenezinde yer alan mikroislemci kompleksinin anahtar bilesenidir. Pre-
miRNA daha sonra niikleositoplazmik mekik protein olan exportin-5 (XPO5)
tarafindan sitoplazmaya aktarilir. Burada, endoniikleaz Dicer tarafindan daha da
islenerek olgun bir 22 niikleotid uzunlugunda ¢ift sarmalli miRNA’ya kesilir (Sekil5)
(Sun ve Zhang 2014; Warnica ve ark. 2015; Cao ve Zhen 2018; Gibbons ve ark.
2018; Khavari ve Cairns 2020).
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Sekil 5. mikroRNA (miRNA) Biyogenezi Semasi (Gibbons ve ark. 2018,
Altintas ve ark. 2022).

mMIiRNA olgunlasma siirecinde, Dicer tarafindan boliinme ile karsilastirildiginda,
Drosha ile boliinme daha 6nemlidir. Ciinkii Dicer, Droshanin boliinme alanlarindan
22 niikleotid bolgesinde c¢ift sarmalli RNA’y1 béler. Cézme islemi sirasinda,
dupleksin bir ipligi olan olgun miRNA, RNA kaynakli susturma kompleksine (RISC)
yiiklenebilirken, diger iplik genellikle bozulur ya da kaybolur. Endoriboniikleaz
ayirict DICER1, sa¢ tokasi dongiisiinii keserek miRNA’nin RISC’e yiiklenmesine
izin verdikten sonra olgun miRNA hedef mMRNA transkriptlerine baglanabilir. Sonug
olarak hedef mRNA’larin transkripsiyonel baskilanmasina veya bozulmasina neden
olur. Her bir miRNA ayn1 anda yiizlerce genin ifadesini etkileyebilir ve bagimsiz
sinyal yollarinin birden ¢ok bilesenini senkronize edebilir (Sun ve Zhang 2014;
Warnica ve ark. 2015; Cao ve Zhen 2018; Gibbons ve ark. 2018; Khavari ve Cairns
2020).
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4.13.1. Argonaute Protein (AGO) Islevi

miRNA’lar RISC araciligiyla bir transkripsiyon sonrasi gen diizenleyici olarak
hareket etmektedir. Argonaute (AGO), bu diizenleyici kompleksteki ana protein
olarak gorev almaktadir. miRNA’yr hedef mRNA’larina baglayan Argonaute
proteinleri ile dogrudan etkilesim halindeki RISC’ler hedef mRNA’larina baglanirlar
(Sekil 6). Argonaute proteinlerinin aktif bolgesinde kiigik RNA’lar bulunur ve
miRNA dizisi ile hedef MRNA arasindaki etkilesimi giigclendirerek ti¢lii bir miRNA:
AGO: mRNA kompleksi olusturur. Olusan bu kompleks mRNA boliinmesi ya da
translasyonel baskilama yoluyla gen ekspresyonunda bir baskiya yol agcar.
miRNA’nin hedefe baglanmasi baslangigta translasyonu azaltarak protein sentezini
inhibe eder ancak sonrasinda mRNA degradasyonuna yol acar. miRNA’nin aracilik
ettigi diizenleme, mRNA ve miRNA arasinda miRNA yanit elemanlar1 (MRE’ler)
olarak bilinen tamamlayici dizilerin baz eslesmesi yoluyla gerceklesir (Ayoubian ve
ark. 2019; Frydrych Capelari ve ark. 2019). insan hiicrelerinde AGO1-4 olmak iizere
dort AGO proteini vardir. AGO2, iizerinde en iyi calisilmis olamidir ve RNA
interferans (RNAI) icin katalitik motor olarak bilinir. Ciinkii hedef RNA
transkriptlerini pargalayabilen bir enzim aktif bolgesine sahiptir. AGO1 ve AGO3’iin

rolleri net olarak bilinmemektedir (Chu ve ark. 2020).
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Sekil 6. miRNA'larin RNA kaynakli susturma kompleksini olusturmak i¢in Ago
protein ailesinin iiyelerini baglanmasini gdsteren miRNA yolagi semas1 (Beitzinger

ve Meister 2011, Altintas ve ark. 2022).
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4.14. miRNA ve SIZOFRENI

Insan miRNA’larmin yaklasik %70’i sinir sisteminde eksprese olmakta ve bu
nedenle c¢esitli sekillerde noral yapr ve fonksiyonun diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Akson biiyiimesinde, dendritlerin olusumunda, néral gelismelerde ve
olgunlagsma siirecinde gorev almalar1 6rnek olarak verilebilmektedir. Calismalar,
noropsikiyatrik bozukluklarin olusumunda da gorev aldiklarini ve anormal ifadelerin
potansiyel biyobelirte¢ler olarak tedavi edilebilecegini gostermistir (He ve ark.
2017). miRNA’larin diizensizliginin Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
Sizofreni dahil olmak {izere merkezi sinir sistemi hastaliklari ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Hunsberger ve ark. 2013).

miRNA’nin biyolojik yolaklarinda, miRNA hedef genlerinin varyasyonu da esas
olarak sizofreni olusumunda rol oynayabilmektedir. miRNA’lar biiylik Olgiide
transkripsiyonla diizenlendiginden ve biyolojik yoldaki degisikliklere duyarl
oldugundan, hiicredeki miRNA anormallikleri veya mutasyonlari, sizofreninin
patofizyolojik degisiklikleri dahil olmak {izere ndrolojik bozukluklara yol agabilir
(Khavari ve Cairns 2020).

Insan o6liim sonrasi calismalari, sizofreni hastalarinda beynin farkl
boliinmelerinde protein ve kodlayict RNA ifadesinde ¢esitli degisiklikler oldugunu
bildirmektedir. Farkli miRNA ekspresyon kaliplari, bu tiir karmasik degisikliklerinin
hastaliga yonelik ortak bir genetik yatkinliktan nasil kaynaklandigimi agiklamada
yetersizdir (Gibbons ve ark. 2018).

Spesifik olarak, sizofreni hastalarindan alinan postmortem beyinler {iizerine
yapilan son ¢aligmalar, spesifik miRNA’larin ekspresyon seviyelerinde degisiklikler
oldugunu gostermistir. Diger ¢alismalar, serum, plazma ve beyin omurilik sivisi
(BOS) dahil bir¢ok viicut sivisinda saptanan dolasimdaki miRNA’larin sizofreni
dahil bir¢ok psikiyatrik bozuklugun patolojik durumlardan da etkilendigini
bildirmistir (Zhao ve ark. 2019). miRNA ifadelerindeki degisiklikler, sizofreni dahil
olmak {izere noropsikiyatrik bozukluklarin genetik ve biyolojik yonlerden degisimini
yansitmaktadir. Sizofreninin nedenleri hala belirsiz olmakla birlikte, sizofreni
hastalariin beyin dokularinda, tam olarak ifade edilen miRNA’lar tespit edilmistir

(He ve ark. 2019).
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Ozetle miRNA diizenleyici aglarin nérogelisim ve beyin fizyolojisindeki islevsel
Onemi genis capta incelenmistir. Son arastirmalara gore bu aglarin SCZ’de 6nemli
roller oynadiginm1 géstermektedir ve bu da miRNA’larin potansiyel biyobelirtecler ve

terapotik hedefler olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Akkouh ve ark. 2021).

4.15. miRNA VERIi TABANLARI

2003 yilinda Bartel'in grubu, omurgalilarda miRNA hedeflerini tahmin etmek
icin kullanilan ilk algoritma olan TargetScan'i gelistirdi (Riffo-Campos ve ark.
2016). Sonrasinda TargetScan haricinde miRNA hedeflerini tanimlamak igin yiiksek
verimli biyolojik yaklagimlarin yoklugunda miRanda, mirSVR, PicTar, RNA22 gibi
bir¢cok hesaplama yontemi de gelistirilmistir. Cogu durumda bu algoritmalar, kiiciik
bir miRNA se¢imi i¢in deneysel olarak dogrulanmis birka¢ hedef bolgeden sinirli
miktarda ampirik kanitla birlikte gelistirilmistir. miRNA'lar, tamamlayict baz
eslestirmesi yoluyla mRNA'lar1 tam veya eksik sekilde hedefler. Genel olarak
miRNA'larin iki baglanma modeli sinifindan en az birinde hedef transkriptlerin 3’
UTR'lerine baglandigma inanilir (Liu ve ark. 2014).

Bu veri tabanlarindan bazilari, varsayilan etkilesimin giicii ve korunmasi
hakkinda daha fazla bilgi saglayan ek 6zellikler saglar. Ornegin, TargetScan, her bir
miRNA'nin ¢ekirdek bolgesi ile eslesen korunmus 8mer ve 7mer sitelerinin varligini
aragtirir ve aynt zamanda korunmamus siteleri tahmin eder (Liu ve ark. 2014).

Hedef tahmin algoritmalarindan veya miRNA-hedef veri tabanindan gelen
miRNA-hedef bilgileri, miRNA'lar ve mRNA'lar arasindaki potansiyel iliskileri
olusturmak i¢in bir yol saglar (Liu ve ark. 2014).

TargetScan, PicTar, TarBase, miRecords ve miRWalk gibi ¢esitli miRNA hedef
veri tabanlari, hesaplamali olarak tahmin edilen miRNA hedeflerini ve birkag
biyolojik olarak dogrulanmis olanlar1 depolar. miRNA-hedef bilgisi genellikle her
satirin bir hedef miRNA ve mRNA ciftini gosterdigi bir tablo olarak sunulur (Sekil
7) (Liu ve ark. 2014).

24



Predicfed consequential palnngoftargetreglon(top) ConlextH Context++score | Weighted Conservedhranch
and miRNA (bottom) store percentile | context+ score length

Posiion 1203-1211of COMT 3'UTR 5" . . UUACARARAUILUAGGUSLULACC. ..

Tmer-

il g
hsa- mIR-?)Dc-5p 3" (GACUCUCACAUCCUACAAAUGU
Posiiion 1205-1211 of COMT 3 UTR 5" .. .UUACAARAAUUUAGBUGUUUACC. . e

I ” 019 () 003 484 070
hsa—miR-30b-5p 3 UCGACUCACAUCCUACAAAUGU
Posiion 1205-1241 of COMT 3'UTR 5 .. .UUACARARAULUAGGUSLUUACC. . T

I i Q17 () 003 484 070
hsermiR-30e-5p 3 GAAGGUCAGCUCCUACAARVGU
Posion 1205-1211 of COMT 3 UTR 5" .. .UUACAABMAUUUAGGUGUUAC... e

I ” KN ] 003 484 070
hsa-miR-SUG-ﬁp 3 GAAGGUCAGUUCCUACAARUGU
Posiion 1205-1241 of COMT 3'UTR 5 .., UUACARARAULUAGGUSLUUACC. . e

I " {16 (] Q02 484 000

hsa-miR-30d-5p 3" GRAGBUCAGCCCCUACARALGY

Sekil 7. Algoritmik olarak TargetScan veri tabaninda bulunan COMT geni
direkt targetlari olan miRNA’lar (http://www.targetscan.org/cgi-
bin/targetscan/vert_72/view_gene.cgi?rs=ENST00000361682.6&taxid=9606&memb
ers=&showcnc=0&shownc=0&showncfl=&showncf2=&subset=1. Erigilme
Tarihi:12.05.2021)

4.16. POTANSIYEL miRNA’LAR

Son zamanlarda, mMRNA translasyonunun inhibisyonu yoluyla gen
ekspresyonunun izlenmesinden sorumlu oldugu diisiiniilen mikroRNA’larin
diizenleyici mekanizmalarina artan bir ilgi gosterilmistir. Onceki ¢alismalar, belirli
mRNA’larin ekspresyonundaki degisikliklerin, merkezi sinir sistemi ve periferik
kandaki paralel degisiklikleri yansittigini gostermistir. Periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde (PBMC’ler) ifadelerindeki degisiklikler, daha erken ve daha kesin tani
saglayabileceginden, belirli miRNA’larin SCZ i¢in hassas biyobelirtegler olabilecegi
fikri ¢ok fazla arastirma ilgisi olmustur (You ve ark. 2020).

Islevsel olarak miRNA’lar, mRNA’larm 3’ UTR’lerine baglanarak gen
ekspresyonunu diizenler. Bu sekilde, protein sentez mekanizmasmin sterik
engellenmesi nedeniyle mRNA’nin proteine doniigiimiinii engelleyebilir veya

enzimatik bozunma i¢in mRNA’y1 hedefleyebilir (Rey ve ark. 2020).
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4.16.1. hsa-miR-34a-5p

22 niikleotid  uzunlugundaki  olgun  miR-34a-5p’nin  (Sekil  8)
niikleotid sekansi: “uggcagugucuuagcugguugu” seklindedir.

Go to location Chromosome Start End Strand Ensembl ucsc Sequence identity

9 Go to location 1 9,151,735 9,151,756 reverse Ensembl & ucsCm 100% @

Chr 1 i >

= - Selected location (8,151,735 - 8.151.758 .

D.151.720 ©.151.720 I 0151740 D.151.750 [ T.151.780 0151770
¢ CRERIGELETA I AL - BEEAEA AFAAEEA c BREAA c AEAEE c BEA A c ARARASEEATEA c Eidc [

Sekil 8 Homo Sapiens (insan) miR-34a-5p’nin  genom  konumu
(https://rnacentral.org/rna/URS 000030BD69/9606 . Erisim tarihi: 16.05.2021).

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada plazmadaki miR-30e, miR-34a, miR-346,
miR-181b ve mIR-7’nin invazif olmayan sizofreninin tanisal biyobelirtegleri
olabilecegini bildirilmistir ve miR-34a, miR-564, miR-449a, miR-548d, miR-432,
miR-652, miR-572’nin sizofreni igin potansiyel biyolojik belirtegler oldugu
dogrulanmistir. 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada da iki aydan fazla hastanede yatan
ve semptomlar1 hafifleyen hastalarin PBMC’lerinde miR-34a, miR-432 ve miR-
449a’nin  degismedigi  bildirilmistir.  Hastaneye yatis ve semptomlarin
hafifletilmesinin  dolagimdaki miRNA’larin ekspresyonunu etkilemeyecegine,
dolayisiyla periferik kanda yeterince stabil ve saptanabilir biyobelirtegler olduklarini
bildirilmistir (He ve ark. 2019).

Ek olarak, bir ¢alismada erken dogmus bebeklerden yetiskinlige kadar kan bazl
miRNA’nin ifade degisiklikleri arastirilmis ve miR-34a, miR-432 ve miR-449a’nin
bebeklikten yetiskinlige kadar tutarli bir sekilde ifade edildigini bildirmistir (He ve
ark. 2019).
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miR-34a, Alzheimer hastast fare modeli ¢alismasinda  sagkalim
mekanizmalarinda rol oynadigi ve noroprotektif protein Bcl-2’yi inhibe etmede
gorev aldigi Dbildirilmistir. Bir sican modeli ¢alismasinda da, miR-34a’nin
hipokampol temporal lobda yukari regiile edildigi bildirilmistir. in vivo miR-34a
antagomir uygulamasi, aktive kaspaz-3 protein ekspresyonunu inhibe etmekte ve
noron Olimiinii azaltmaktadir. Ayrica miR-34a’nin kalori kisitli farelerde hayatta
kalma sinyalinde de islev gordiigii gosterilmistir. Bu ¢alismalarda miR-34a’nin asiri
ekspresyonunun insan SH-SY5Y hiicrelerinde noronal 6liime neden oldugu sonucuna
ulagilmistir (Hunsberger ve ark. 2013).

miR-34a’nin hedef genlerinin ndrojenez ve néron farklilagsmasinda rol oynadigi
g6z Oniine alindiginda ekspresyonunun bozulmasiin sizofreni gelisimine katkida

bulunan bir faktor oldugu 6ne siiriilmektedir (Khavari ve Cairns 2020).
4.16.2. hsa-miR-30 Ailesi (hsa-miR-30a-5p ve hsa-miR-30e-5p)
22 niikleotid  uzunlugundaki  olgun  miR-30a-5p’nin  (Sekil  9)

niikleotid sekansi ‘“uguaaacauccucgacuggaag” seklindedir

(https://rnacentral.org/rna/URS000043D1A9/9606 Erisim Tarihi: 16.05.2021).

Go to location Chromosom e Start End Strand Ensembl ucsc Sequence identity
9 Go to location 6 71,403,595 71,403,616 reverse Ensembl & UCSC = 100% @

1,403,580 1.403.500 | 71.403.800 1.403.010 I 1.403.020 7.403.630
fAc c c T C 7 )T [ ArEA = Al c ElEc A c ¢ A c EEERAFA c EE c A c B c )

Sekil 9. Homo Sapiens (insan) miR-30a-5p’nin  genom konumu
(https://rnacentral.org/rna/URS000043D1A9/9606 Erisim Tarihi: 16.05.2021).
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22 nikleotid uzunlugundaki  olgun  miR-30e-5p’nin  (Sekil  10)
niikleotid sekansi “uguaaacauccuugacuggaag” seklindedir

(https://rnacentral.org/rna/URS00001DE669/9606 Erisim Tarihi: 16.05.2021).

Go to location Chromosome Start End Strand  Ense mbl ucsc Sequence identity

@ Go to location 1 40,754,371 40,754,392 forward  Ensem bl &r ucsc = 100% @

Sekil 10. Homo Sapiens (insan) miR-30e-5p’nin  genom konumu
(https://rnacentral.org/rna/URS00001DE669/9606 Erisim Tarihi: 16.05.2021).

38 sizofreni hastasindan ve 50 saglikli kontrolden olusan bir grup ¢alismada
miR-30a-5p ve miR-30e-5p diizeylerinin hastalarda daha diisiik oldugu bulunmustur.
miR-30e-5p’nin tek hedefi olan Anti-Ubiquitin-Conjugating Enzymes E21
(UBE21)’in sizofrenide bildirilmis herhangi bir rolii olmadigindan ileri ¢alismalar
sizofreni ile iligkili miR-30a-5p hedef genlerine yani Beyin Tirevli Norotrofik
Faktor (BDNF), SMAD1 ve Neuronal Differentiation 1 (NEUROD1)’e
odaklanmistir. EGR1-miR-30a-5p-NEUROD1 eksenindeki degisiklik daha sonra
hastanin PBMC’lerinde Gerg¢ek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPZR) ile
dogrulanmis ve daha ileri analizler tek basina miR-30a-5p’ye kiyasla bu eksenin
onemli 6l¢iide daha yiiksek tanisal degerini dogrulamistir (You ve ark. 2020; Khavari
ve Cairns 2020). Yapilan ¢alisgmalarda miR-30 iiyelerinin yani miR-30a-5p, miR-
30b, miR-30d ve miR-30e, saglikli deneklere kiyasla sizofreni hastalarinin prefrontal
korteksinde asagi regiile edildigi ve miR-30b ekspresyonu sizofreni hastalarinin

beyin korteksinde 6nemli 6l¢iide azaldigi sonucuna ulasmistir (Liu ve ark. 2017).
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Yapilan mikroarray analizleri, miR-30d ve miR-30e dahil 33 miRNA’nin
sizofreni hastalarindan izole edilen periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
azaldigin1 gostermistir. 17 miRNA biyogenezinin, transkripsiyon seviyesinde hareket
eden transkripsiyon faktorleri dahil olmak iizere ¢esitli diizenleyiciler tarafindan siki
kontrol altinda oldugu bildirilmistir (Liu ve ark. 2017). Yapilan diger ¢alismalarda
miR-1814, miR-30e, miR34a ve mIR-7 sizofreninin potansiyel olarak ilgili
patogenezi oldugu bildirilmistir (Song ve ark. 2014). Coklu ¢alismalar, miR-30e-
Sp’nin anormal ekspresyonunu sizofreni ile iliskilendirmistir. Plazma, periferal
16kositler ve peripheral kan mononuklear hiicrede ve ayrica sizofreni hastalarinin
prefrontal korteksinde miR-30e-5p diizeylerinde artis bulunmustur. miR-30e-5p’in
onciiliiginde bulunan polimorfizm ss178077483’iin sizofreni ile iliskili oldugunu
ortaya konulmustur. miR-30e-5p’nin sizofreninin patofizyolojisine nasil baglandigi
belirsizdir (Van den Berg ve ark. 2020). PBMC'de test edilen miRNA'nin ifade
diizeyleri sizofreni grubu ile kontrol grubu arasinda karsilastirilmis ve sonuglarda
miR-212, miR-34a ve miR-30e'nin sizofreni grubunda kontrol grubuna gore basarili

bir sekilde yukari regiile edildigini gosterilmistir (Sun ve ark. 2015).

4.17. SH-SY5Y HUCRE HATTI

Insan tiimérlerinden olusturulan hiicre hatlari, in vitro modeller olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Bazi timor hiicre hatlari, sinir hiicrelerinin 6zelliklerine
sahiptir. Giiniimiizde, noronal 6zelliklere sahip en sik kullanilan hiicre hatt1 SH-
SY5Y’dir. SH-SYSY hiicre hatt1 ilk olarak 1970°1li yillarda néromali bir hastanin
kemik iliginden elde edildi. Hiicreler, ndrit bliylimesi ve nérotransmiterlerin sentezi
gibi noronlarn biyokimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerini gosterir. Ayrica SH-SY5Y
hiicreleri, retinoik asit gibi maddeler kullanilarak farklilastirilabilir ve bu da sinir
hiicrelerinin farkli fenotiplerine neden olur. Farklilasmamis hiicreler siirekli olarak
cogalir ve olgunlasmamis noronlarin varlig: ile karakterize edilir (Koszla ve ark.
2020).

SH-SYSY hiicrelerinin 6nemli bir avantaji forbol esterler, retinoik asit (RA) ,
beyinden tiiretilmis norotrofik faktor (BDNF), sinir biiylime faktorii (NGF) ve
norogulinler kullanilarak sizofreni patogenezinde de Onemli rol oynayan
dopaminerjik, adrenerjik ve kolinerjik sistem gibi noronal fenotiplere

farklilastirilabilmesidir. SH-SYSY hiicreleri ayrica dopamin tasiyicisint (DAT) ve
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dopamin reseptor alt tiplerini ifade ederek, onlart dopaminerjik ndronlarda ve
ilaglarda norotoksisite ¢alismasi i¢in 6rnek bir in vitro sistem haline getirir (Agholme
ve ark. 2010; Xie ve ark. 2010; Kovalevich ve Langford 2013; Wu ve ark. 2020).
SH-SYS5Y hiicre hattinin diger énemli avantajlar1 ise noronlarin biyokimyasal ve
fonksiyonel Ozellikleri ve spesifik proteinlerin ve protein izoformlarinin
ekspresyonudur. Bu hiicre hattinin dezavantaji ise genetik sapmaya neden
olabilmesidir. SH-SY5Y hiicre hatt1 calismalar1 ile molekiiler mekanizmalar ve
sinyal yolaklarinda aktarim incelenebilmektedir (Koszla ve ark. 2020).

Literatirde, SH-SYS5Y  hiicre hatti norodejeneratif, norotoksisite ve
noroproteksiyon ile ilgili ndronal farklilagsma ve metabolizma gibi deneysel norolojik
caligmalarda yaygin olarak kullanilmakla birlikte dopamin ve metabolitlerini
eksprese etme yoniinden sizofreni aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Agholme ve ark. 2010; Xie ve ark. 2010; Kovalevich ve Langford 2013; Wu ve ark.
2020).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. MATERYAL

“*Sizofreni iliskili Potansiyel miRNA’larin COMT Geni ile Olasi Iliskisinin in
Vitro Model Olusturularak Arastirilmasi <> konulu ve BAP 2020-125 proje numarali
tez ¢alismamizin etik kurul onay1r Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan 23.12.2020 tarihinde alinmistir. Bu tez ¢alismasi Manisa Celal Bayar
Unversitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi tarafindan 2020-125 no lu
proje ile desteklenmistir. Tez c¢alismasinin molekiiler ¢alismalart Pamukkale
Universitesi Saglhk Bilimleri Enstitiisii Kanser Molekiiler Biyolojisi laboratuvarinda
ve Celal Bayar Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

5.1.1. Kimyasallar ve Kitler

Tablo 1. Calismamizda Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Kimyasallar Markalari
DMEM low glucose besi yeri Capricorn
Fetal Bovine Serum Capricorn
Trypsin-EDTA 0.25%, Capricorn
Phosphate-Buffered Saline (PBS) Capricorn
Trizol Qiagen
Kloroform Qiagen
Izopropanol ThermoFisher
Lipofectamine 2000 ThermoFisher
miRNA cDNA Synthesis Kit AB.T.
miR - gPCR Mastermix AB.T
miRNA mimic AB.T
FirstStrand cDNA Synthesis Kit VitaScript
2x Magic SYBR Mix Procomcure
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5.1.2. Plastik Malzemeler

T25 flask

e T75flask

e Serolojik pipet 5 ml

e Serolojik pipet 10 ml

e Falkon tiip (15 ml ve 50 ml)

e Cryotiip 1.5 ml

e 10ul’ lik disposable filtreli pipet ucu

e 1000 ul’ lik disposable filtreli pipet uglari
e 200 pl’ lik disposable filtreli pipet uglar
e 2 ml Ependorf tiipleri

e PCR tiipleri

e PCR plaka

6-well plate

5.1.3. Kullamilan Arac¢ ve Gerecler

Tablo 2. Calismamizda Kullanilan Arag ve Geregler

Cihaz Model/Marka
-80°C Derin Dondurucu Niive
Inkiibator Nuaire
Inverted Mikroskop Nikon TS100
Real-time PCR Cihazi Corbett 6000 Thermo
Thermalcycler SimpliAmp
Nanodrop 2000 Thermo
Hiicre sayim cihaz1 Cell countess Thermo
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52. YONTEMLER

5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Yaptigimiz literatiir taramast ve Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)
referanslarina dayanarak, projemizde sizofreni hiicre modeli olarak SH-SYS5Y hiicre
hattt kullanilmistir. Tez calismasinda kullanilan SH-SYS5Y insan noroblastoma
hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri Resim 1°de verilmistir.

SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicreleri 1s1 ile inaktive edilmis %10 Fetal
Bovine Serum (FBS), %1 penisilin/streptomycin ve %1 L-glutamin igeren
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM-low glucose, Capricorn) besiyeri
icerisinde 37°C sicaklik, %95 nem ve %5 CO; kosullarmi saglayan inkiibatorde
kiiltiire edildi.

Resim 1. Calismamizda kullanilan SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinin

mikroskobik goriintiisii (4X). Orijinal.
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5.2.1.1. Hiicrelerin Dondurulmasi

SH-SYS5Y hiicreleri i¢in %5 dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma) ve %10 Fetal
Bovine Serum (FBS) iceren DMEM besiyeri hazirlandi. Dondurma islemi igin
hiicreler 15 ml’lik falkona alind1 ve 125 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant
atild1 ve dondurma islemi i¢in hazirlanan besiyeri falkona eklendi. Yavasga pipetaj

yapilip homojenize edildikten sonra cryo tiiplere aktarildi. Dondurulan hiicreler -

80°C’de saklandi.

5.2.1.2. Hiicrelerin Coziilmesi

-80°C’den alman cryo tiipler 50 ml’lik falkona almarak 37°C’deki su
banyosunda ¢oziildii. Coziildiikten sonra 15 ml’lik falkon icerisine alind1. Uzerlerine
5 ml besiyeri eklendikten sonra 125 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda
siipernatant atildi ve total hacim 7 ml olacak sekilde iizerine besiyeri eklenerek

homojenize hale getildi. Ardindan T25 flasklara alinarak kiiltiire edildi.

5.2.2. miRNA Mimik Transfeksiyon Deneyi

SH-SYS5Y hiicreleri %60-70 oraninda yogunluga ulastiginda 6-well plate
kuyucuklarina (1x10° hiicre/kuyucuk) ekim islemi gerceklestirildi ve 24 saat inkiibe
edildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyeri degistirildi. Lipofectamine 2000
Opti-MEM i¢inde epedorf tiipte dilue edildi. Ardindan baska bir ependorf tiipte de
belirlenen konsantrasyonlardaki (10 nM ve 20 nM) sense ve antisense mimikler (hsa-
miR-30a-5p, hsa-miR-30e-5p, hsa-miR-34a-5p ve negatif kontrol) Opti-MEM i¢inde
dilue edildi. Bu iki ependorf tiip her mimik igin ayri1 ayr1 hazirlandi. Ardindan 5
dakika inkiibe edildi. Her mimik i¢in hazirlanan iki ayr1 ependorf tiipler birlestirildi
ve 20 dakika inkiibe edildi. 20 dakikalik inkiibasyonun sonunda 6-well plate’deki
kuyucuklara damlatilarak hiicrelere transfekte edildi ve CO; etiive kaldirildi. 5 saatlik
inkiibasyonun ardindan besiyeri degistirildi. Hiicreler 48 saat inkiibe edildi. 48
saatlik inkiibasyonun ardindan RT-gPZR ig¢in toplandi. mMIRNA mimik
transfeksiyonunda kullanilan miRNA mimik oligoniikleotid dizileri Tablo 3. de

gosterilmistir.
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Tablo 3. miRNA mimik transfeksiyonunda kullanilan miRNA mimiklerin

oligoniikleotid dizileri.

miRNA mimik Oligoniikleotidleri

Sekans (5° = 3?)

hsa-miR-30a-5p sense
hsa-miR-30a-5p antisense
hsa-miR-30a-5p NC sense
hsa-miR-30a-5p NC antisense
hsa-miR-30e-5p sense
hsa-miR-30e-5p antisense
hsa-miR-30e-5p NC sense

TGTAAACATCCTCGACTGGAAG
CTTCCAGTCGAGGATGTTTACA
TCACAACCTCCTAGAAAGAGTAGA
TACTCTTTCTAGGAGGTTGTGATT
TGTAAACATCCTTGACTGGAAG
CTTCCAGTCAAGGATGTTTACA
TCACAACCTCCTAGAAAGAGTAGA

TCTACTCTTTCTAGGAGGTTGTGA
TGGCAGTGTCTTAGCTGGTTGT
ACAACCAGCTAAGACACTGCC
GGTTCGTACGTACACTGTTCA
TGAACAGTGTACGTACGAACC

hsa-miR-30e-5p NC antisense
hsa-miR-34a-5p sense
hsa-miR-34a-5p antisense
hsa-miR-34a-5p NC sense
hsa-miR-34a-5p NC antisense

5.2.3. Total RNA izolasyonu

SH-SYS5Y hiicre dizilerine transfeksiyon isleminin ardindan miRNA ekspresyon
seviyeleri ve Ct degeri degisimlerinin gozlemlenmesi i¢in hiicrelerden total RNA
izolasyonu agagidaki protokole uygun bir sekilde gerceklestirildi. Flasktan kaldirilan
hiicreler santrijiij cihazinda 1.200 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Besiyeri
uzaklastirildiktan sonra pelletin iizerine 400 pl Trizol eklendi ve oda sicakliginda 5
dakika beklendi. Uzerlerine 80 ul kloroform eklendi ve kisa vortexlendi. 2-3 dakika
beklendi.12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Olusan iglii fazdan (kirmizi
renkli fenol-kloroform, interfaz ve renksiz iist faz) renksiz iist faz alinip yeni tiiplere
aktarildi. Uzerlerine 120 pl 1zoproponal eklendi ve tiipler alt iist edildi. 10 dakika
beklendi. 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant atild1 ve iizerlerine
1 ml %70’lik ethanol eklenip tekrar kisa vortexlendi. 7500 rpm’de 10 dakika

santrifiij yapildi. Santrifiij isleminden sonra, Siipernatant atildi.
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RNA’lar kurumaya birakildi ve kuruma isleminden sonra, 25 pl nukleaz

icermeyen su icerisinde ¢dziilerek -80°C’ye kaldirilds.

5.2.4. RNA Miktar ve Saflik Tayini

RNA konsantrasyonlari ve safliklart nanodrop 2000 (Thermo) cihazinda 260 hm
ve 280 nm dalga boylarinda absorbans alinarak 6l¢iildii. A260/A280 degerlerine gore
RNA’larn safliklar1 belirlendi.

5.2.5. Total RNA’nin ¢cDNA’ya Doniisiimii

RNA orneklerindeki miRNA ekspresyon seviyelerini 6lgmek icin tamamlayici
DNA (cDNA) ¢evrilmesi i¢n, miR-cDNA Sentez Kitinin protokoliine uygun olarak

gerceklestirildi (Tablo 4).

Tablo 4. miRNA - ¢cDNA Sentez Kiti ve Miktarlari

10 pl Reverse Transkriptaz icin Miktar
miR-qPCR c¢DNA Sentez Kit 9 ul
miRNA Ornek 1 ul
Total Miktar 10 pl

CDNA sentezi i¢in yukaridaki tabloda verilen miktarlara gore tiipler hazirlandi.
Thermal cycler cihazina yerlestirildi. 25°C°de 10 dakika, 37°C’de 20 dakika ve 85
°C’de 5 dakika tutularak tamamlayic1t DNA (cDNA) sentezlendi.

Hedef genin mRNA seviyelerinin tespiti igin, tamamlayict DNA (CDNA)

¢evrilmesi VitaScript™ FirstStrand cDNA Synthesis Kit’i kullamilarak, protokole
uygun bir sekilde gergeklestiridi (Tablo 5).
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Tablo 5. VitaScript™ FirstStrand cDNA Synthesis Kiti ve Miktarlari

10 ul Reverse Transkriptaz icin Miktar
5x Reaction Buffer 2 ul
VitaScript Enzyme Mix 0,5 ul
RNA 2 ul
10x Reaction Buffer 2 ul
dH,O 5,5ul

CDNA sentezi i¢in yukaridaki tabloda verilen miktarlara gore tiipler hazirlandi
ve Thermal cycler cihazina yerlestirildi. 42°C’de 60 dakika, 80°C’de 10 dakika

tutularak tamamlayici DNA (cDNA) sentezlendi.

5.2.6. Real-time PZR Protokolii

Daha onceden cDNA’ya doniistiiriilen oOrneklerden 1 pl ve miR-gPZR

Mastermix’ten 9 pl PZR tiiplerine eklenerek total 10 pl olan tam hacimli PZR

bilesenleri hazirlandi. Corbett Rotor-Gene 6000 cihazina yerlestirilerek Tablo 6’da

gosterilen kosullarda reaksiyon baslatildi. miRNA primerleri A.B.T. miR-gPZR

Mastermiks Kiti i¢cindeki protokole gore dizayn edildi.

Tablo 6. A.B.T. miR-gPZR Mastermiks Kiti RT-PZR Kosullar1

Sicakhik Zaman Dongii
95°C 10 dk. } 1
95°C 10 sn.

30 -40
60°C 25 sn.
60-95°C 2-5 sn./step } -
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COMT geni ifadesini gozlemlemek amaciyla 2X Magic SYBR Mix kit
protokoliine gore Real-time PZR yapildi. 5 pl 2X Magic SYBR Mix, 1 ul cDNA, 0,5
ul forward primer, 0,5 ul reverse primer, 3 ul RNaz icermeyen distile su ile total 10
ul olacak sekilde karisim hazirlandi. Corbett Rotor-Gene 6000 cihazina
yerlestirilerek Tablo 7°¢ gore RT-PZR kosullarinda reaksiyon baslatildi.

Tablo 7. 2X Magic SYBR Mix qRT-PZR Kosullar1

Sicaklik (°C) Zaman Dongii
95°C 5 dk. } 1
95°C 10 sn.
55-60°C 15sn 40
72°C 20 sn.

72°C 2 dk./step } 1

COMT geni mRNA ekspresyon seviyeleri Beta-Tubulin (B-Tubulin) internal

kontrol kullanilarak normallestirildi. COMT geni ve B-Tubulin geni primer dizileri
Tablo 8’deki gibidir.

Tablo 8. Hedef gen ve internal kontrol geni primer dizileri.

Oligoniikleotid Sekans (5°- 3°)

COMT ileri TGGACGCCGTGATTCAGGAG
COMT Geri GCCAGCGAAATCCACCATCC
B-Tubulin ileri GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
B -Tubulin Geri ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

COMT geni ekspresyon ifadelerindeki goreceli farkliliklar, karsilastirmali esik
¢evrim (2°“") yontemi kullanilarak belirlendi. COMT gen ifadesi B-Tubulin
transkripti ile normalize edilerek degerlendirildi.
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5.2.7. Istatistiksel Analiz

Hiicre grubundaki Real-time PZR sonuglart Karsilastirmali Esik Cevrim (2744

Analiz istatistik Yontemi kullanilarak belirlendi. Analizler GraphPad Prism 8. 0. 1.
Programi kullanilarak yapildi.

39



6. BULGULAR

6.1. miRNA Mimik Transfeksiyonu Etkinliginin Belirlenmesi

Transfeksiyon verimliligini kontrol etmek ig¢in SH-SYSY ndroblastoma
hiicrelerine 10 nM ve 20 nM konsantrasyonlarinda hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-30e-
5p, hsa-miR-34a-5p ve kontrol mimik oligoniikleotidleri ile 48 saat boyunca
transfekte edildikten sonra RT-gPZR yontemi ile analiz edildi.

Konsantrasyon degeri arttikca hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-30e-5p, hsa-miR-34a-
5p ekspresyon seviyelerinin kontrol gruplarina kiyasla anlamli derecede dogru
orantida arttig1 gézlemlendi.

hsa-miR-30a-5p 10 nM 20 kat, 20 nM 65 kat, hsa-miR-30e-5p 10 nM 11 kat, 20
nM 71 Kkat, hsa-miR-34a-5p ise 10 nM 18 kat, 20 nM 79 kat artmaktadir (Grafik 1, 2,
3). Transfeksiyon asamasinda hiicrelerin 0. saat, 24. saat ve 48. saatteki mikroskobik

goriintiileri (10X) , Resim 2., 3. ve 4. * te gosterilmistir.

100 —

80 —

Ekspresyon seviyeleri artis miktarlar

%
A
)
o
%
2,
)
o,

Grafik 1. miR-30a-5p 10 nM ve 20 nM konsantrasyonlarinda mimik

transfeksiyonu sonrasinda ekspresyon seviyeleri artis miktarlari.
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Grafik 2. miR-30e-5p 10 nM ve 20 nM konsantrasyonlarinda mimik

transfeksiyonu sonrasinda ekspresyon seviyeleri artis miktarlari.
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Grafik 3. miR-34a-5p 10 nM ve 20 nM konsantrasyonlarinda mimik

transfeksiyonu sonrasinda ekspresyon seviyeleri artis miktarlari.
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miR-30a-5p kontrol 0.saat ~ muiR-30a-3p kontrol 24.saat  miR-30a-5p kontrol 48.saat

Resim 2. miR-30a-5p transfeksiyon asamasinda 0.saat, 24.saat ve 48. saat
mikroskobik goriintiileri.(Orijinal)
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miR-30¢-5p 20 nM 0.saat

7 -
v

miR-30e-5p kontrol 0.saat miR-30e-5p kontrol 24.saat  miR-30a-Sp kontrol 48.saat

Resim 3. miR-30e-5p transfeksiyon asamasinda 0.saat, 24.saat ve 48. saat

mikroskobik gorintiileri. (Orijinal)
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miR-34a-5p kontrol 0.saat miR-34a-3p kontrol 24.saat  nuR-34a-5p kontrol 48.saat

Resim 4. miR-34a-5p transfeksiyon agsamasinda 0O.saat, 24.saat ve 48. saat

mikroskobik gorintiileri. (Orijinal)
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6.2. miRNA Mimik Transfeksiyonu Yapilan miRNA’larin COMT Genine

Olan Etkisinin incelenmesi

hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-30e-5p, hsa-miR-34a-5p ve kontrol mimik
oligontikleotidleri ile 48 saat boyunca transfekte edildikten sonra COMT genine olan
etkileri i¢in RT-gPZR yontemi ile analiz edildi.

hsa-miR-30a-5p ve hsa-miR-34a-5p transfeksiyonu sonucunda kontrol grubuna
kiyasla COMT geni ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik olmadig1 fakat
hsa-miR-30e-5p transfeksiyonu sonucunda COMT geni ekspresyon seviyesinin

anlamli derecede azaldigi gézlemlendi (Grafik 4, 5, 6).

N
[
|

-
9]
]

COMT geni ekspresyon seviyeleri

Grafik 4. miR-30a-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda COMT geni ekspresyon

seviyeleri.

45



N
[
|

=
14))
]

o
0

COMT geni ekspresyon seviyeleri
o >

Grafik 5. miR-30e-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda COMT genin

ekspresyon seviyeleri.
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Grafik 6. miR-34a-5p mimik transfeksiyonu sonrasinda COMT geni ekspresyon

seviyeleri.
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7. TARTISMA

Sizofreni norogelisimi, perinatal donemde ndronlarin uygunsuz baglantilarina
yol acan genetik ve ¢evresel faktorler ile iliskilendirilmektedir. Enfeksiyonlar veya
psikososyal travma gibi coklu etkiler sizofreninin patofizyolojisinde rol
oynamaktadir. Dopaminerjik sistem, noroprogresif yollar, nérogelisimsel siiregler ve
epigenetik faktérler, mRNA bozulmasina veya translasyon inhibisyonuna yol
acmaktadir (Noto ve ark. 2016, Alural ve ark. 2016). Dopamin, merkezi sinir
sisteminde noronal fonksiyonlari yoneten gilicli bir norotransmitterdir. Yapilan
calismalarda kodlayict olmayan RNA’larin dopamin sinyalinin neredeyse tiim
yoniinli modiile ettigi gosterilmistir. Dopamin reseptor sinyalinin hedeflenmesi segili
miRNA’lar tarafindan yonlendirilmektedir ve miRNA’lar sinaptik iletimde hem kisa
hem de uzun kodlamayan RNA’lar i¢in ortaya ¢ikan rollere sahiptir (Carrick ve ark.
2016). Ayrica miRNA’lar noral gelisim, farklilasma ve olgunlasmada ¢ok énemli bir
rol oynarlar. Bu nedenle diizensizlikleri muhtemelen iliskili genlerin ekspresyonunda
yer alan hiicresel yollar1 etkileyerek sizofreni ile baglantilidir (Rizos ve ark. 2016).

COMT geni, dopamin ile ilgili hastaliklar dahil olmak {izere bir¢ok merkezi ve
periferik sinir sistemi bozukluklarinin tedavisi i¢in biyolojik bir hedeftir.
Dopaminerjik sistem, sizofreni hastalarinda hem degismis bagisiklik fonksiyonlari
hemde anormal dopaminerjik sistemleri gézlemlendiginden bu hastalarda bozulan
noropsikolojik siire¢ ile yakindan iligkilidir. COMT sizofreni i¢in bir duyarlilik geni
olarak hastaligin tedavisi i¢in dnemli bir hedefi temsil etmektedir (Wu ve ark. 2020).
COMT genotipi biligsel iyilestirme sonuglarmin farkli genetik varyantlarla iligkili
olmas1 nedeniyle aday gen olarak kabul edilmistir. Ayrica COMT genotipinin bilissel
ve islevsel iyilesme derecesini etkiledigi goriilmiistiir (Penades ve ark. 2020).

miR-30a-5p, merkezi sinir sistemi fonksiyonu ile iliskili ndroproteksiyonda
diizenleyici rolii olan yeni kesfedilmis bir miRNA molekiiliidiir. BMSC’lerdeki
osteojenik hatalarin miR-30a-5p’nin anormal ekspresyon seviyesiyle ilgili olup
olmadig1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Che ve ark. 2020). MikroRNA’lar
noropsikiyatrik bozukluklarda yer alan ylizlerce geni susturma potansiyeline sahip
oldugundan miR-30a-5p degisikliklerinin diger gen diizenleme yollartyla iliskili
oldugu diistiniilmektedir (Croce ve ark. 2014).
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miR-34a-5p yetiskin memeli beyninde bol miktarda eksprese edilir. Bu nedenle
bu miRNA’nin memeli ndrogenezi, sinir farklilasmasi ve sinaptogenezde onemli
roller oynadigina dair kanitlar vardir. Ayrica miR-34a-5p sizofreni dahil olmak iizere
bircok merkezi sinir sistemi bozukluklarinda yaygin diizensiz bir miRNA olarak
tanimlanmistir. Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar miR-34a-5p’yi norodejeneratif
hastaliklarla iliskilendirmistir ve sinir sistemi ile iligkili yolaklar ve biyolojik
yapilardaki 6nemli islevlerini giiclii bir sekilde desteklemistir (Grossi ve ark. 2020).
Alzheimer ve sizofreni hastalarinin kan 6rneklerinden yapilan bir ¢alismada miR-
34a-5p’nin  yukar1 regililasyonu gozlemlenmistir. Oksidatif stresin yaslanma,
norolojik ve psikolojik bozukluklara katkida bulundugu bilinmektedir. Yaslanma ile
artan oksidatif stres miR-34a-5p’nin yukari regiilasyonunu daha da arttirmaktadir
(Van den Berg ve ark. 2020). miR-34a in vivo olarak ndroblastlarin gogilinii azaltarak
yenidogan noron fonsiyonunu diizenler. Bu sonuglar miRNA’lar1 degismis ifadesi ile
sizofreninin altinda yatan norobiyolojik degisiklikler arasinda olast bir iligki
oldugunu diistindiirmektedir (Zhao ve ark. 2019). Baska bir ¢alismada miR-34a’nin
sizofreni i¢in bir aday gen olan GRM7’nin ifadesinin artmasina yol actig1
bulunmustur. Antipsikotiklerin sizofreni hastalarinda anormal sekilde eksprese edilen
miRNA’lar tizerindeki etkilerini arastiran bir ¢alismada miR-181b, miR-30e, miR-
346, miR-34a ve miR-7’nin sizofreninin molekiiler mekanizmasinda 6nemli 6lgiide
katkida bulundugu sonucuna varilmistir. Bazi miRNA’larin anormal ekspresyon
ifadeleri sizofreninin altinda yatan patofizyolojide dnemli oldugu giderek daha ¢ok
kabul edilmeye baglanmistir. Sizofreni hastalarinda miRNA ekspresyon degisiklikleri
ile semptomlardaki iyilesme arasindaki iliskiyi aciklayacak ¢aligmalar yok denecek
kadar azdir. miR-30e ekspresyon seviyesinin, daha diisiik yas grubu ile daha yiiksek
yas gurubunun karsilastirilmasi sonucunda daha diisiik yas gurubunda 6nemli 6lciide
yiikksek oldugu bulunmustur. Bu da miR-30e’nin sizofreni hastalarinda erken
asamada farkli ekspresyon sergileyen tek miRNA oldugunu diisiindiirmektedir (Sun
ve ark. 2015). Ayrica yapilan son galismalarda sizofrenide glial fonksiyonlara
aracilik eden tam miRNA ve onlarin gen hedefleri hakkinda bilgiler hala azdir
(Akkouh ve ark. 2021).

miRNA'lar, tamamlayic1 baz eslesmesi yoluyla hedef mRNA’lara baglanarak
geni islevsel olarak susturabilmektedir. miRNA'larin mRNA hedefleri iizerindeki
etkisini karakterize etmek zordur, c¢ilinkii bir miRNA vyiizlerce hatta binlerce

mRNA’y1 hedefleyebilir ayni zamanda farkli miRNA’lar da aynt mRNA’ya
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baglanabilir. Bu nedenle, bir etkilesimin dogru tanimlanmasi bir zorluk olarak
kalmaktadir (Riffo-Campos ve ark. 2016; Cao ve Zhen 2018).

Bu sorunu ¢ézmenin yolu genellikle bu miRNA: mRNA etkilesimlerinin tahmini
ve ardindan deneysel dogrulamasindan geger. Bu amagla, biyoinformatik araglar ve
yeni deneysel teknikler ortaya ¢ikmistir. Biyoinformatik araglar, sonraki deneysel
dogrulama i¢in etkili bir miRNA: mRNA etkilesimini tahmin etmeye ¢alismaktadir.
Bununla birlikte, her bir veri tabani tarafindan kullanilan algoritmalar ve
parametrelerin, biyoinformatik alaninda hi¢ deneyimi olmayan bilim adamlar1 igin
anlasilmast zordur. Bu da sonraki dogrulama ic¢in uygun miRNA'lar1 se¢meyi
zorlagtirir. Bununla birlikte, bu veri tabanlarinda bildirilen dizilerin tiimii deneysel
olarak dogrulanmamistir ve miRNA'larin tam sayisi belirlenmekten uzaktir (Riffo-
Campos ve ark. 2016).

Simdiye kadar deneysel olarak kanitlanmig olan nispeten az sayida miRNA
hedefi oldugu gibi, hedef gen dogrulamasinin zorlugu da genel olarak bilinmektedir.
Genomdaki genlerin %10-30'unun miRNA'larin kontrolii altinda oldugu tahmin
edildiginde, bircok miRNA: mRNA etkilesimi hala bilinmemektedir. Belirli bir hiicre
tipiyle ilgili miRNA hedeflerini dogru bir sekilde tanimlamak i¢in yiiksek verimli
yontemlerin olmamasi, miRNA hedeflerinin kesfedilmesindeki ilerlemeyi engelledigi
bildirilmektedir (Tan 2009; Beitzinger ve Meister 2011).

Bildirilen etkilesimlerin ¢ogu biyoinformatikteki yanlis pozitiflere karsilik
geldigine ve gergek biyolojik olaylar: temsil etmedigine dair kaygilar tasimaktadir.
Her biyolojik sistem i¢cin miRNA'lar1 ve mRNA hedeflerini deneysel olarak
dogrulamanin vazgegilmez oldugu bilinmektedir (Kanematsu ve ark. 2014).

Son yillarda yapilmig RISC ile iligkili hiicresel mRNA'y1 analiz etmek i¢in ilging
yeni bir biyokimyasal yaklasimin uygulandig: bildirilmektedir. Insan hiicrelerinde,
AGO protein immiinopresipitasyonu, sentetik miRNA'larin asir1 ekspresyonu ile
iligkilendirilmistir. Fizyolojik olarak ilgili olmayan hedef genlerle sonuglanabilen,
hiicrelerin 6nemli bir modiilasyonunu gerektiren AGO proteinleri kullanilmistir.
miRNA'lar, RNA kaynakli susturma kompleksini olusturmak i¢in AGO protein
ailesinin iiyelerini baglar (Tan 2009; Beitzinger ve Meister 2011) ve AGO protein
imminopresipitasyonuna (AGO-IP) dayali yontemler miRNA mRNA ag

diizenlemelerini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmaktadir (Mato Prado ve ark. 2016).

49



Calismamiz sonucunda SH-SYSY hiicrelerine yapmis oldugumuz miRNA
mimik  transfeksiyonu ile  miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin  arttigi

gdzlemlenmistir. Real-time PZR sonucunda (244"

) yontemi kullanilarak miR-30a-
5p ve miR-34a-5p transfeksiyonu sonucunda COMT geni ekspresyon seviyesinde
herhangi bir degisiklik olmadig1 fakat miR-30e-5p transfeksiyonu sonucunda COMT
geninde downregiile eksprese oldugu gozlemlenmistir. Yaptigimiz literatiir
taramalar1 sonucunda, simdiye kadar miR-30a-5p, miR-34a-5p ve miR-30e-5p’nin
COMT geni tizerindeki etkisine iliskin arastirmaya rastlanilmamistir. Tez verilerimiz
Ozgiin aragtirma niteligi tasimaktadir. miR-30a-5p, miR-34a-5p ve miR-30e-5p’nin
COMT geni iizerindeki etkisi ile iligskili sonu¢larimizin literatiirdeki eksikligi

giderecegini ve ilerideki ¢alismalar igin referans olarak kullanilabilecegini

diisiinmekteyiz.
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