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OZET

ERDOGAN B. Alkol Bagimliliginin insan Beyin Dokusundaki miR-124,125b,206 ve
339-5p Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2016.

Alkol, diinya genelinde en yaygin bagimlilik yapan ve saglik yoniinden risk
olusturan maddedir. Alkol ile miRNA'lar arasinda iliskiler tespit edilmistir. Ozellikle
beyinde hem kisa hem de uzun vadeli sorunlar teskil edebilen alkol kullanim
bozuklugunun beyinde ¢esitli miRNA anlatim seviyelerini degistirebildigi in vitro ve in
vivo ¢aligmalarda gosterilmistir.

Caligmamizda alkol kullanim bozuklugu olan ve kontrol grubu olan erkek bireylerin
frontal kortekslerinden total RNA izolasyonu yapildi. Daha sonra miR-124, 125b, 206
ve 339-5p'min anlatim seviyeleri real-time PCR ile analiz edildi. Son olarak
“sabiosciences QIAGEN” web portalinda PCR data analizi istatistiksel hesaplamalari
yapildu.

Analiz sonucunda miR-124, 125b ve 399 anlatim seviyeleri alkol kullanim
bozuklugu olan bireylerde istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik ¢ikti. Bu da alkol
kullanim  bozuklugunun miRNA seviyesini degistirerek Alzheimer Hastalifi,
glioblastoma ve epilepsi gibi rahatsizliklara yol agabilecegini gdstermektedir. Ancak
kas hiicrelerinde anlatim seviyesi fazla olan miR-206 beyin frontal korteks bolgesinde
diisiik anlatim gostermektedir. Bu nedenle deney grubunda anlatim daha az olsa da
deney ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermemistir.

Anahtar Kelimeler : miR-124, miR-125b, miR-206, miR-339, alkolizm

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 51136
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ABSTRACT

ERDOGAN B. Effects of alcohol addiction on miR-124, 125b, 206 and 339-5p
expressions in human brain tissue. Istanbul University, Institute of Health Science,
Molecular Medicine. Master's Thesis. Istanbul. 2006.

Alcohol is the most widespread addictive subtance and promotes many health risks. An
association between alcohol and miRNAs has been previously determined. It has been
shown via in vitro and in vivo studies that both long-term and short-term alcohol abuse
alter the expression levels of miRNAs in brain.

In our study, the expression levels of miR-124, 125b, 206 and 339-5p were determined
by RT-PCR from total RNA samples isolated from the frontal cortex of addicted and
healthy subjects. Lastly the data obtained from RT-PCR analyzes were used for
statistical analyzes via an online software on “sabiosciences QIAGEN” website.

These analyzes have shown that miR-124, 125b and 399 are significantly
downregulated in alcohol addicted subjects. These findings indicate that alcohol abuse
can result in the deregulation of certain miRNAs which can lead to the development of
certain diseases such as Alzheimer's Disease, glioblastoma and epilepsy. In addition to
that the expression levels of miR-206, which is highly expressed in muscle tissues, were
found to be downregulated in frontal cortex area of study subjects. Because of this,
despite showing lower expression in the samples from addicted brains in comparison to
healthy individuals, the difference in expression was not statisticaly significant.

Key Words: miR-124, miR-125b, miR-206, miR-339, alcoholism

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 51136



1. GIRIS VE AMAC

Alkol kullanim bozuklugu kadinlarda da erkeklerde de goriilen ¢evresel faktorlerin
de etkili oldugu hem genetik (1) hem de epigenetik bir hastalik (1,2) olup global
diizeyde yilda 2,5 milyon insanin 6liimiinden sorumludur (3). Monozigotik ikizlerin
alkol kullanim bozukluguna olan uyumlarinin dizigotik ikizlerden daha fazla olmasi (4)
da kullanim bozuklugun temelinde genetik faktorlerin rol aldigini gostermektedir. Bir
genin farkli fenotipindeki bireylerin alkol iliskili davraniglarda benzerlik gostermeleri
de birden fazla genin kullanim bozuklugunu etkileyebilecegini gostermektedir (1).

Alkol dehidrohgenaz (ADH) enzimi ile metabolize edilerek toksik bir ara metabolit
olan asetaldehite; aldehit dehidrogenaz (ALDH) ile de asetat formuna doniistiiriilen
etanol, bagimlilik yapan bir madde olup beyindeki bazi1 genlerin anlatimini etkileyerek
insan beynindeki molekiiler mekanizmalar1 degistirir. Ilerleyen yaslarda bagimlilik
sonucu beynin beyaz maddesinde azalmasi ve gri bolgede ise 6nemli ndronal aktivite
kayiplar1 goézlenmistir (3). Bagimlilik durumunda beyinde meydana gelen kompleks
degisikliklerin aydinlatilmasinda, beynin farkli bolgelerinde ve belli zaman araliklarinda
ortaya ¢ikan gen anlatimlarinin ve genler arasi etkilesimlerin bilinmesi gerekmektedir.

Alkol ve diger uyarict maddeler birincil olarak dopamin salinimini arttirir (1). Alkol
kullanim bozuklugu olan bireylerin serotonin reseptoriine (5-HT3) kars1 duyarliliklar
artmaktadir (5). Ayrica Gamma-aminobiitirik asit (GABA), glutamat, dopaminerjik,
opiod peptid ndérotransmitterlerinin de alkol kullanim bozukluguna bagli olarak arttiklar
bilinmektedir (6). Bunlarla beraber, 6zellikle noron hiicrelerinin sinaps bolgesinde yer
alan N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptoriine antagonist uygulamasi (7) ve farede D2
dopamin reseptoriiniin baskilanmasi(8) sonucunda alkole olan ilgi azalmistir. Ayrica
Protein Fosfataz C, neuropeptid Y, mitojen aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK),
Nucleer factor kB (NFkB), CREB (cAMP response element binding), CB1 (cannaboid
reseptor) molekiillerini de kapsayan 48 genin alkol kullanim bozuklugu ile iliskili
oldugu gozlenmistir (9).

mikroRNA (miRNA)’lar, transkripsiyon {riini mRNA’y1 bloke ederek gen
anlatimini translasyon asamasinda durdururlar. Giiniimiizde, insan genomunda 1600
civarinda miRNA kesfedilmis olup bu miRNA’lar, tiim genomdaki genlerin {igte birini

kontrol ettigi varsayilmaktadir. Bu nedenle sinaptik plastisite, 6grenme ve hafiza da



dahil olmak iizere birgok hiicresel fonksiyonu kontroliinde rol almaktadir (10,11). In
vitro ve in vivo c¢alismalar gostermektedir ki, bazi miRNA’larin anlatimlar1 alkol
etkisiyle degismektedir (3,12—14).

Hedeflerinden biri, hem sinaptik plastisitede hem de uzun siireli ndronal
baglantilarda gorev alan BDNF (brain derived neurotropic factor) olan miRNA-206
alkol verilen farelerde (15) ve ndrodejeneratif hastalik olan Alzeihmer Hastaligi
(AH)'nda asir1 anlatim gostermektedir (16). Biyoinformatik ¢alismalarda, miR-206'n1n,
BNDF 3'UTR bolgesinde iic adet korunmus baglanma bolgesi oldugu da tespit
edilmistir (15).

miR-124 ise CREB'i baskilayarak kisa siireli ve uzun siireli sinaptik rahatlamalari
dengelemektedir. miR-124 azalmasiyla CREB artisi, buna bagli olarak da seratonin
duyarlilig1 artar ve uzun siireli sinaptik rahatlama artar (11). Aplysia californica'nin
beyninde miR-124 en korunmus ve en bol bulunan miRNA olarak gézlenmistir (11).

NMDA reseptorii (NMDAR) tetramerik transmembran bir protein olup en az 7 alt
birimi bulunmaktadir. NR1, NR2A ve B, NR3A ve B bilinen alt birimlerdir. NR1 glisin
baglanma bolgesini bulundururken, NR2 alt birimi santral sinir sisteminde 6grenme,
hafiza gibi beyin fonksiyonlarinda etkili glutamat nérotransmitterinin baglanma
bolgesini igermektedir (17). NR1, tim NMDA reseptorlerinde 2 adet yer alirken,
genelde diger iki alt birim NR2 iken, ancak nadiren NR3 bulunur. Kash ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada alkoliin NR2 altbirimlerden NR2A’da etkili
olmadig1 ancak NR2B’nin alkole duyarli oldugu goriilmektedir (18).

Bu caligmanin amaci, daha 6nce alkole bagli olarak fonksiyon veya gen anlatimi
degisikligi gozlemlenen molekiillere etki eden bazi miRNA’larin alkol kullanim
bozuklugu olan bireylerde anlatim analizlerini yapmaktir. Bunun i¢in beyin
fonksiyonunda 6nem tasiyan 4 ayri molekiil temel alinmustir. Ogrenme ve hafizada
islevsel olan NMDA reseptoriiniin glutamat baglanma bolgesini iceren NR2B
altbirimini hedef alan miR-125b (10), cAMP ile baglantili CREB’i hedef alan miR-124
(12), BDNF’yi hedef alan miR-206 (15) ve tiimor siipresor gen iiriinii olan p53 yolagini
baskilayan (14) ve Parkinson hastalarinda anlatimi azalan (19) miR-339-5b anlatim

analizleri yapilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bagimhlik(Kullanim Bozuklugu) Nedir?

Bagimlilhik ya da kullanim bozuklugu iki ylizyildir arastirma konusu olmakla
birlikte en son “beynin medikal tedavi gerektiren arzu hastaligl” olarak
tanimlanmaktadir (20) ve insana psikolojik olarak “bagimli oldugu maddeyi
kullanmadan yasamsal faaliyetlerini yerine getiremeyecegi” hissini verir (21). Bagimh
olmanin temelinde asir1 6zgilivene dayali istedigi zaman birakabilme inanci yatmaktadir.
Insanlarin hepsinin bagimli olmamasinda ise biyolojik yapilari, aile ve arkadaslarindan

olusan ¢evreler ve gelisim siireci rol almaktadir (22).

2.2. Alkol ve Alkol Kullanim Bozuklugu

2.2.1. Alkol Metabolizmasi

Aliman etanoliin %901 metabolize edilirken %10'u ter, nefes ve idrar yoluyla
viicuttan dogrudan atilir. Mide ve bagirsakta emilimi yapilan etanol eger yiyeceklerle
birlikte alinirsa emilim siiresi uzar ve verdigi zarar azalir (23,24). Cesitli yolaklarla
metabolize edilen etanolde en ¢ok kullanilan yol ADH ile asetaldehide; asetaldehit de
ALDH ile toksik olmayan asetik aside doniistiirmedir. Daha sonra CO, ve suya
dontstiiriliir (25).

Kadinlarin viicut su yiizdesi erkeklerden daha az oldugundan alkol daha az ¢6ziiniir
dolayis1 ile kandaki alkol yiizdesi daha fazla olur. Ayrica kadinlarin ADH seviyesi
erkeklerden daha diisiik oldugundan mensturasyon dongiisiiniin luteal fazi1 disinda
etanolii metabolize etme hiz1 daha diisiiktiir (23).

Alkol metabolize etme hizi cinsiyete bagli oldugu gibi yasa bagli olarak da
degisiklik gostermektedir. Yas ile ters orantili olarak etanol metabolizmasi
gerilemektedir (23).

Insan viicudundaki alkol miktar1 Windmark formiilii ile hesaplanmaktadir:
A=CxWxr

A: Tiiketilen alkol miktart (gr)

C: Kandaki alkol konsantrasyonu (gr/L)

W: Kisinin viicut agirlig: (kg)

r: Formiil sabiti (kadinlarda 0,6 — erkeklerde 0,7) (23).



Kandaki alkol konsantrasyonu kisinin fizyolojisinde degisimlere yol a¢gmaktadir

(Tablo 1). Bu konsantrasyonun artmasi bireyin éliimiine dahi sebep olabilmektedir (23).

Tablo 1: Kandaki etanol konsantrasyona bagh fizyolojik degisimler (23)

Kandaki Alkol Fizyolojik degisim
Konsantrasyonu (%)
0,05 Rahatlama
0,1 Cosku, idrak kabiliyetinde azalma
0,2 Agrn esigi degisimi,cekingenlik kaybi,idrak kaybi, gérmede
rahatsizliklar
0,3 Asiri 1s1 (hipertermi), solunum depresyonu
0,4 Kendinden ge¢me, komaya girme
0,5 Potansiyel 6liim tehlikesi

Alkol almindan kisa bir silire sonra beyinde bulunan alkol miktar
toplardamardakinden daha fazla hale gelir (24).

Etanolii okside eden 3 enzim bilinmektedir: ADH, katalaz ve sitokrom P450 2E1
(CYP2E1). Katalaz genel olarak hidrojen peroksit ile toksik bilesikleri okside eder.
CPY2E1 ozellikle agir alkol igenlerde yaklasik 10 kat fazla bulunur ve iki farkl alleli
bulunmaktadir (c1 ve c2) (24).

ADH, nikotinamid adenin diniikleotit (NAD) bagimli, ¢inko iceren alkol
metabolizmasinda hizi belirleyen dimerik bir enzimdir. ADH ailesinin iiyeleri kinetik
yapilarina gore 5 siifa ayrilir. Simif I en diisiik kinetige sahiptir ve a-, B-, ve y-
altbirimleri vardir. Sinif II (mwr) ve Siif IV (up) orta derecede kinetige sahiptir. Sinif II1
(xx) ise etanol ile doygunluga ulasmayacak derecede yiiksek kinetige sahiptir (26).
ADH smif I-III karacigerde, sinif IV midede bulunmaktadir (24). ADH etanolii okside
ederek asetaldehide ¢evirir (26).



Etanol ADH Asetaldehit
CH3-CH2:0H oo omao® CH3-CH=0

Etanol oksidasyonunda ADH sitozolde gorev alirken peroksizomlarda katalaz
gorev almaktadir. Katalaz, hidrojen peroksit (H,0O,) kullanarak etanolii okside ederken,
sitokrom P450 ailesinin {iyesi olan CYP2EI ise mikrozomlarda etanoliin nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH), H" ve O, molekiillerinin yardimu ile asetaldehide

okside edilmesinden sorumludur.

Etanol Katalaz Asetaldehit
CH3-CH2-0H oo ® CH3-CH=0

Etanol CYP2E1 Asetaldehit
CH3-CH2-OH ~Warmmio® CH3-CH=0
NADP'+ 2 H,0

Asetaldehit toksisitesi yiiksek bir ara metabolittir. Etanol ve asetattan daha
toksiktir. Eger hizli bir sekilde asetata ¢evrilmez ise kan akisinin yiiz, boyun, deri gibi
yiizeysel bolgelere hizli akisina, kalp ritminin artmasina, bulanti, beklenmedik
uyusukluk ve bas donmesi gibi etkilere sebep olmaktadir (23). ALDH asetaldehit

molekiiliinii asetik aside ¢evirerek toksisitesini ortan kaldirmis olur.

ALDH

CH,;-CH=0 CH-(|:=O

OH

NAD --> NADH

Oldukga genis substrat ozgiinliigli gosteren ALDH ailesinin liyeleri mitokondrial
olan ALDH2 ve sitozolik olan ALDHI1 karacigerde asetaldehidin oksidasyonundan
sorumlu ana elemanlardir. ALDH2, kinetik etkisinin ALDH1'den yaklasik 160 kat daha

fazla oldugundan dolayi, etanol metabolizmasinda baskin role sahiptir. Diisiik



asetaldehit konsantrasyonunda da etki gosterebilmektedir (26). ALDH2 polimorfizmleri

alkoliin asetaldehit konsantrasyonunda 6nemli farkliliklar gdsterebilir (Sekil 1) (26).
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Sekil 1: ALDH?2 polimorfizminin kandaki asetaldehit konsantrasyonuna zamanla etkisi

(26)

Ayrica alkol alimindan sonra 30 dakika igerisinde kalp atis hizinda ve kalp

debisinde artista da ADLH2 polimorfizmine gore degiskenlik olabilmektedir (Sekil 2).



Yine polimorfizm tiiriine gore bireylerin alkol egilimleri degisiklik gostermektedir.
ALDH2*1 polimorfizmi ALDH2*2 polimorfizminden daha fazla alkol egilimine sebep
olmaktadir. Bunun yaninda alkolik bireylerin ADH2*2, ADH3*1 ve ALDH2*2

frekanslarinda normal bireylere gore azalma goriilmektedir (26).
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Sekil 2: ALDH?2 polimorfizm c¢egsidine gére kalp hizinda alkol alimindan sonra
gozlenen degisim (26)

2.2.2. Kullanim Bozuklugu
Alkolizm ya da alkol kullanim bozuklugu bir hastaliktir. Alkolizmin asir1 arzulama,

icme isteginin kontrolden ¢ikmasi; dengesizlik, yersiz terleme, yoksunlukta asabiyet



gibi fiziksel bagimlilik, her seferinde daha fazla igme toleransi belirtileri bulunmaktadir

(22).

Amerika Psikiyatri Kurulusu'na gére bagimlilik 7 kritere gore degerlendirilir ve
birey bunlardan en az i¢iinii bir y1l icerisinde gosterirse bagimli olarak kabul edilir

(Diagnostic and Statistical Manual-IV-R (DSM-IV-R).

Bu 7 kriter: tolerans, uzaklasamama, alkol aliminda kontrol kaybi, birakma
arzusuna ragmen birakamama, zihnin alkol alimi ile asir1t mesguliyeti, diger aktivitelere
ayrilan zamanin azalmasi, medikal ve sosyal tedavi yontemlerine ragmen alkol

tikketiminde 1srar olarak belirlenmistir (27).

Hem c¢evre hem de genetik faktorlerin etkili olabildigi alkolizmin tedavi
yontemlerinin varligi ve bircok kiside bu tedavilerin etkili olmasi sonucu alkolik
bireyler alkol kullanimindan uzaklasabilmektedir. Ancak bu uzaklasma alkolizmin
tamamen 1iyilestirilebilir hastalik oldugunu gostermemektedir. Birey alkolik olma
acisindan daha once kullanim bozuklugu yasamamis bireylere oranla daha yiiksek
ihtimal tasimaktadir. Bu da alkol kullanim bozuklugunun heniiz kesin iyilesmesine

yonelik bir tedavi yontemi olmadigini gostermektedir (22).

Alkol kullanim bozuklugu etnik topluluga, cinsiyete ve yasa gore degismektedir.
Ornegin erkekler kadinlara gore daha ¢ok bagimli olma egilimindedir. Ayrica erken
yasta alkolle tanisan bireylerin de digerlerine oranla bagimli olma ihtimalleri yiiksektir

(22).

Her ne kadar erkekler kadinlardan daha ¢ok alkole bagimli olma egilimi gosterseler
de yapilan arastirmalar kadinlarin alkole erkeklerden daha duyarli olduklarini ve
dolayisiyla bagimli olma risklerinin daha fazla olduklarini gostermektedir. Bunu nedeni
ise kadinlarin ortalama viicut agirliklarinin ve dolayist ile viicuttaki su miktarinin

erkeklere oranla daha az olmasidir (22).

Alkolizm, beynin kontroliiniin kaybolmasiyla 6liimciil yaralanmalara, kazalara,
cinsel saldirilara yol agmaktadir. Ayrica psikolojik ve fizyolojik saglik problemlerinde
de rol almaktadir. Alkol arzulama hastalig1 olarak bilinen alkolizm ebeveynlerin

cocuklarinda dogum defektlerine de sebep olabilmektedir (22).



2.2.2.1. Sosyolojik etkileri
Alkol bagimliliginin baslama seviyelerinde ¢evresinden elestiriler ve arkadas
cevresinde azalmalar goriilmektedir (28). Farkli sebeplere de dayali olsa alkoliin

saldirganligi ve aile ici siddeti arttirdigi bilinmektedir (22).

Universite yasantisinda sosyal fobinin alkol kullanma isteginde etkili olmadig
aksine arkadas cevresinin Ogrencilerin alkol kullanma egilimlerinde etkili oldugunu

gostermektedir (29).

2.2.2.2. Saghk Yoniinden Etkileri
Etanoliin tasimaya etkisi sinaptik uyariyr dogrudan veya dolayli olarak yavaslattigi
ve dolayistyla beynin fonksiyonel ve davranigsal farkliliklar gostermesine neden oldugu

en belirgin alkolizm sonucudur (30).

Alkol diger bagimlilik yapan maddelerin aksine spesifik bir reseptore baglanmaz ve
diisiik alkol dozu merkezi sinir sistemi i¢in onemli bir inhibitér nortransmitter reseptor
olan GABA aktivitesini arttirirken yiliksek dozdaki alkol azaltir (24).

NMDA reseptor anlatim seviyesi etanole duyarlilik gostermekle birlikte, bu
duyarhilik merkezi sinir sisteminde (MSS) homojenlik gostermemektedir. NR1 glisin
baglanma bolgesi icerirken, NR2 alt birim glutamat baglanma bdlgesi igerir. Etanol,
NMDAMmim NR1/NR2A ve NRI/NR2B kompleksini NR1/NR2C kompleksine oranla
daha fazla inhibe etmektedir. TM3 altbirimindeki fenilalanin kalintistnin NMDA ve
non-NMDA  (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik  asit (AMPA))
reseptorlerinde ortak olmasindan dolayi alkol i¢in hedef olabilecegini diisiindiirmektedir
(31).

Kisa Vadeli Etkiler

Alkol kullaniminin kisa stirede etki gosterdigi saglik problemleri:

1. Diisiinme ve hizli karar verme yeteneginin kaybolmasina bagli olarak

kazalar, yaralanma ve oliimler
2. Bas agris1
3. Damar genislemesine bagl yiizden kizariklik ve sigkinlikler
4. Koku alma duyusunun kaybolmasi, burun kanamalari

5. Oral kuruluk ve enfeksiyonlari, dis eti kanamalari, tat alamama
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6. Oksiiriige dayali ses deformasyonlari olarak goriilmektedir (32).
Uzun Vadeli Etkiler

Uzun vadeli alkol kullanan bireylerde, beyinde deformasyon ve atropi; karacigerde
yaglanma, alkolik karaciger iltihaplanmasi, siroz; kardiyovaskiiler sistemde,
kardiyomiyopati, yiiksek kan basinci, kalp ritim bozuklugu, ani kalp durmasi; sinir
sisteminde, dogrudan zehirlenme veya alkol iligkili besin yetersizligine baglh fonksiyon
kaybi, c¢esitli hassasiyetlerin olusmasi (kol ve bacak agrilari, kramplar, 1s1 duyarliligi,
idrar problemleri gibi); akcigerde yaralanmalar ve kemiklerde osteoporoz ve

osteonekroz rahatsizliklar1 olusabilmektedir (33).

2.3. Beyin

Ektoderm tabakasindan gelisen ve mezoderm tabakasinin salgiladigi sinyallere
yanit veren (34) beyin yaklasik 600 milyon yil dnce yer yiiziinde goriilmeye basladi (35)
ve giinlimiizde evrendeki en kompleks organizasyon olarak bilinmektedir. Birbirlerine
bagli, organizmaya gore degisiklik gosteren 10°-10'? nérondan olusmaktadir (34).

Insan beyni 300-500 milyar néron bulundurur. Noronlar diger viicut hiicrelerinden
daha fazla protein iiretirler. Akson ve dentrit adi1 verilen ndritler igerirler. Dentritler bir
noronda birden fazla bulunabilen ve kendi proteinini sentezleyebilen yapi iken akson
hiicre basina bir tane bulunur ve gerekli duydugu molekiiller néronda sentezlenip
taginir. Akson ve dentritler sinapslar ile birbirine baglidir. Bu bolgede aksondan dentrite
dogru sinyal akis1 olur (36).

Beyin organizasyonu iki farkli baslik altinda incelenir. Tiirler aras1 degisiklik
gosteren biitlinsel anatomiyi iceren makro devrepargalar1 ve ayni tiiriin bireylerini
birbirinden ayiran genetik ve cevresel faktorlere gore degisim gdsteren mikro devre
parcalaridir. Periferal sinir sisteminin aksine merkezi sinir sisteminde meydana gelen
hasarin veya néron oliimlerinin tamiri, rejenerasyonu tam anlamiyla eski haline gelmesi
icin yeterli olmamaktadir. Bunun altinda da akson-dentrit olusumlarimin kompleks
olmas yatar (35).

Gelismis canlilarin beyinlerinin {ist kismi dorsal alt kismi1 ventral olarak; 6n kismi

rostral ya anterior arka kismi ise kaudal veya posterior (Sekil 3) olarak adlandirilir (37).
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Rostral (anterior) Caudal (posterior)

A
Ventral

Sekil 3: Gelismis canlilarda beynin genel olarak bélgelerinin isimlendirilmesi (37)

2.3.1. Beynin boliimleri:

Beyin 4 ana bolgeye ayrilir: Frontal Lob, Parietal Lob, Oksipital Lob, Temporal
Lob (Sekil 4). Her bir lob farkli fonksiyonda gorev almaktadir. Beynin genel olarak
davranig, duyu algilama, hafiza, 6grenme, konusma, tanima, diisiinme, duygusal
yaklagimlar, hormon salgilamasi i¢in emir génderme gibi pek c¢ok istemli veya istemsiz
fonksiyonu vardir (37).

Her bir lobu ayr1 degerlendirmek gerekirse;

Frontal Lob: Beynin 6n kisminda yer alir ve anterior bdlgenin genis bir kismini
olusturur. Kaslar1 aktif hale getirebilen motor noronlara kadar uzanabilen aksonlari
bulunur(34). Yonetsel islevleri olan bu bolge, soyut diisiinmeyi, karar vermeyi, ileriye
yonelik diisiinceleri, dikkat toplama ve davranislar1 yonetir. kisa siireli hafiza, dil ve

hareketle de ilgilidir(38).

Pariyetal Lob: Oksipital lob ile sinir1 belli olmamakla beraber beynin dorsal

bolgesinden posterior bolgesine kadar uzanmaktadir ve duyu organlarina gelen uyarilari
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kabul eden noronlar igerir (39). Viicudun cesitli yerlerinden gelen (duyu organlari da

dahil) uyarilar1 degerlendirip harekete ¢eviren bolgedir (38).

Temporal Lob: Gorsel ve isitsel bilgileri birlestiren bu bolge dile benzer bir yap1
seklinde pariyetal ve oksipital loblar arasindan anterior bolgeye dogru uzanir (39).
Sesleri islemenin yaninda dil ve hafizaya yonelik 6zel bolgeler icerir. Ruh hali, istah,

uyku ve 6grenme ile iligkilidir (38).

Oksipital Lob: Posterior bolgenin en u¢ kismina kadar giden bu bdlgenin pariyetal
lob ile sinir1 tam olarak bilinmemektedir (39). Beynin gozlerden gelen veriyi islemesi

iizerine ¢ok sayida 6zellesmis bolge iceren lobdur (38).

Moter Korteks = = _‘! Duyu Korteksi

Frontal Lob

. Oksipital
J7 Lob

Temporal Lob

Sekil 4: Beynin boliimleri: Temporal Lob, Oksipital Lob, Frontal Lob, Pariyetal Lob, Duyu korteksi ve
Motor Korteks (34)

Beyin bir bariyer ile korunmaktadir. Bu bariyerden penisilin ve bir ¢ok ilag
gecememektedir. Ancak alkol, nikotin, kafein, depresyon tedavisinde kullanilan ilaglar
bu bariyeri gecebilmektedir. Alkol GABA f{izerinde inhibitér etkisi gdstererek
noronlarin norotransmitter maddeleri salgilamasini yavaglatir. Buna bagli olarak da
dopamin seviyesinde artis meydana gelir. Beynin alkolden en ¢ok etkilenen bdlgesi ise

prefrontal bolgedir (23).
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Beynin alkole gosterdigi tepki cinsiyete gore degismektedir. Kadinlar erkeklere
oranla daha fazla tepki gdstermektedir. Ancak her iki cinsiyette de prefrontal kortekste

azalmaya yol agmaktadir (40).

Kronik alkol kullanimi iki 6nemli rahatsizliga yol agmaktadir: Korsakoff sendromu
ve alkolik bunama. Korsakoff sendromu B1 vitamin eksikligine bagli ortaya ¢ikan bir
beyin hastaligidir. Bu hastaliga sahip olan bireylerde sezgi ve tartisma kabiliyeti azalir,
hafiza kaybi1 ve yanlis hafiza sorunlar1 goriiliir, duygusuzluk meydana gelir. Gri

maddenin 6nemli bolgelerinde mikro-kanamalar ve ndron kayiplar ortak sorundur (23).

2.4. miRNA nedir?

miRNA'lar, kodlama yapmayan (non-coding) RNA'lar siifina giren olgunlasmis
hali 18-25 niikleotidlik uzunluga sahip kisa dizilerdir. Gorevleri mRNA dizisine
tutunarak translasyonu durdurmaktir. RNA polimeraz II ile pri-miRNA olarak
sentezlenen uzun ¢ift zincirli RNA yapis1 Drosha adli endokniikleaz ile ilk kirpilmaya
cekirdekte ugrar. Cikan {iriin pre-miRNA olarak adlandirilir ve Exportin-5 ile ¢ekirdek
disina taginir. Stoplazmada bulunan Dicer pre-miRNA'y1 keserek 18-25 nt uzunlukta
olgun miRNA haline getirir. Daha sonra miRNA, RNA ile indiiklenmis sessizlestirme
kompleksi (RISC)'ne tutunup mRNA'nin tamamlayici spesifik bolgesiyle ikili zincir
olusturur. Genelde 3'UTR bdlgesine baglanan bu yap1 iki farkli sonuca yol agabilir.
Eger miRNA-mRNA dizi eslesmeleri milkemmel ise mRNA kesilir ve yikima gider.
Protein ihtiyact durumunda yeniden mRNA sentezi gerekir. Bazen eslesme tam olmaz
'seed' ad1 verilen 2-5 niikleotidlik eslesme gosteren bolgeler bulunur. Boyle durumda

sadece translasyon durur. Ancak mRNA yapis1 bozulmaz (Sekil 5)(41).

Glinlimiizde, insan genomunda 1600 civarinda miRNA kesfedilmis olup bu
miRNA’lar, tim genomdaki genlerin iicte birini kontrol ettigi varsayilmaktadir. Bu
nedenle sinaptik plastisite, 6grenme ve hafiza da dahil olmak {izere birg¢ok hiicresel

fonksiyonu kontroliinde rol almaktadir (10,11).

Bazi miRNA'lar doku spesifiktir. Bazilar1 da farkli dokularda tespit edilmis olsa da
bir dokuda diger dokulardan daha fazla sentezlenmektedir. Ornegin; MiR-124 beyin
spesifik bir miRNA iken miR-125b beyinde zenginlestirilmis(42) miRNA'dir.
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2.5. miR-124
miR-124 anlatim1 merkezi sinir sisteminde diger organlara gore yaklagik 100 kat
daha fazla yapilmaktadir (43) ve 6zellikle merkezi sinir sisteminde en ¢ok caligilmig

miRNA'lardan biridir.

Ancak sadece sinir sisteminde degil diger dokularda da meydana gelen anormal
anlatim diizeyleri ¢esitli hastaliklarda etkili olabilmektedir. DLX3 (Homeodomain gene
Distal-less-3) kemik gelisiminde rol almakta ve asirt kemik biiyiimesi olan Tricho-
Dento-Osseous (TDO) sendromu ile yakindan iliskili olup miR-124 ile dogru orantili
olarak degisim gostermektedir. Bu nedenle DLX3'liin miR-124"in anlatimini diizenledigi
ve miR-124 seviyesinde azalmanin osteoklast adi verilen artan kemik yogunlugunda

sorumlu gorilmiistiir (44).

Aril-hidrokarbon reseptér (AHR) ligand ile indiiklenen reseptor bir ¢ok hiicre
tipinde evrimsel olarak oldukca korunmus bir transkripsiyon faktoriidiir ve pasif
durumda bir saperon komplekse baghdir. Ligand baglanmasiyla aktiflesen faktor
saperondan ayrilir ve ¢ekirdek igine tasinir. Cekirdekte aril-hidrokarbon tasiyici ile
dimer olugturur ve ilgili geni promotdrle beraber aktif hale getirir. Transkripsiyonel
diizenleme sonrast AHR sitoplazmaya ¢ikartilir ve indirgenir. AHR bireyin cevresel
etkilere karsi immiin yanit1 i¢in gereklidir ve immiin dengeyi saglar. Normal seviyede
veya daha asagisinda aktive edilen bu reseptor viicudu cevresel saldirilara karsi
korurken agir1 salgilanmasi immiin dengenin bozulmasina inflamasyonun azalmasina
yol agar. Th15 ve Treg hiicrelerinin farklilagmasinda gorev alan AHR otoimmiin
hastaliktan da sorumludur. AHR biyoinformatik calismalarda 3'UTR bolgesinde, miR-
124 i¢in korunmus bir bolge igermektedir ve deneysel caligmalar AHR ve miRNA
seviyeleri arasinda ters bir iliski oldugunu gostermektedir. AHR'nin anti-inflamator
etkisi miR-124 ile baskilanmasi sonucu pro-inflamator sitokinler olan TNF-a, IL-1P ve
IL-6 miktarlarinda artis gozlenmektedir. Ancak inflamator bagirsak hastaligi olan Crohn
Hastalig1 (CH)'nda miR-124 seviyesinin yiiksek AHR'nin diigiik olmasi gastrointestinal
bolgelerde yaralanmalara yol acabilmektedir. Dolayist ile kolonik miR-124 seviyesinin
azalmasi CH i¢in tedavi edici bir yontem olarak diistiniilmektedir (45).

Ozafagus kanseri, miR-124 anlatim seviyesinin azaldig1 kanser tiplerinden biridir
ve miR-124"lin siklin bagimli kinaz 4 (CDK4)'l dogrudan hedef alir. CDK4 hiicre

dongiisiinde 6nemli bir proteindir. CDK4 hiicre dongiisiinde Retinoblastoma proteini
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(Rb)ni fosforile ederek inaktive eder. CDK4 azalmasina yol agan miR-124 artis1
Ozafagus kanserinde apoptozu arttirmaktadir (46).

CDK4 seviyesi meme kanserinde de etkili bir protein olup miR-124 seviyesinin
diisiik olmasina bagl olarak artmaktadir. Dolayist ile miR-124, CDK4'lin mRNA'si
diizenleyerek meme kanserinde kanser hiicrelerinin yasama, yayilma ve hiicre
dongiilerini kontrol altina almaktadir (47).

Gen anlatim seviyesinin diizenlenmesi, X inaktivasyonu gibi bir ¢ok hayati
fonksiyonu etkileyen replikasyon sonrast modifikasyon olan DNA metilasyonunu DNA
metil transferaz (DNMT)lar ile gerceklestirilir. DNMT'lerden DNMT3B dogrudan, SP1
araciligl ile DNMT1 dolayli olarak miR-124'tin hedef molekiilleridir. Kolon kanserinde
ise miR-124 seviyesinde gerileme goriilmektedir. miR-124 ve miR-506 DNMT3B ve
DNMT1 molekiillerini baskilayarak tiimor baskilayici genler olan E-cadherin, O-6-
metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) ve P16 genlerini aktiflestirir (Sekil 6) (48).

DNA Onarimi

Sekil 6: miR-124 DNMT  proteinlerini hedef alarak cesitli hiicre

fonksiyonunu diizenlemede gorev almaktadir (48).
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Noronal Cadherin (N-cadherin) olarak da bilinen Cadherin-2 (CDH2), bir ¢ok
biyolojik siirecte hiicreler arasi etkilesimde gorev alan transmembran proteinler olan
Ca” bagimli (49) cadherin protein ailesinin bir iiyesidir ve bir¢ok kanser tipinde asir1
anlatim seviyesi gostermektedir (50).

CDH2 geninin 3'UTR bolgesi miR-1241n hedeflerinden biri oldugu
biyoinformatik tahmin calismalarinda tespit edilmis olup akciger kanserinde de miR-
124/CDH2 oraninin kontrole nispetle diisiik olmasinin etkili oldugu lusiferaz muhbir
yontemiyle gdsterilmistir (50).

Epitel cadherin olan CDHI ile aralarinda degisim gosterebilen CDH2, membranda
sinyal iligkili fibroblast biiyiime faktor reseptorii-1 (FGFR1) aktivitesini arttirir ve asir
durumlarda koétli huylu tiimore onciiliik eder. Diger bir yandan trans bir sekilde birbirine
baglanan farkli hiicrelerin CDH2 molekiilleri heterotipik hiicre-hiicre adhezyonu
olustururlar buna bagh olarak da kanserde bolgesel yayilmayi hizlandirir. CDH1 ve
CDH2 protoonkogen protein olan B-catenin i¢in sitozolik bolgede olduk¢a korunmus bir
baglanma bolgesi icermektedir ve CDH1 B-catenini inhibe ederken CDH2 aktive eder
(51).

Hiicre biiylimesi, yasami, apoptozu ve farklilasmasi siireglerinde énemli rolii olan
Notch yolaginda anormallik meydana gelmesi kanser siirecinde 6nem arz etmektedir.
Mide kanserinde de miR-124, Notchl yolagindan “jaggedl” (JAG1) ligantinin
mRNA'sinin 3'UTR bolgesini dogrudan hedef aldigindan seviyesinin azalmasiyla
yolakta meydana gelen anormallige dayali ilerlemeden sorumlu tutulmaktadir (52).

STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3)'lin 3'UTR bdlgesini de
hedef alan miR-124 akciger kanserinde miR-124 azalmasina bagli STAT3 artisindan da
sorumludur. miR-124 STAT3 mRNA'sim1 hedef alarak kanser hiicrelerinin artigini
azaltmaktadir. STAT3 hiicre apoptozunu engelleyen ve tiimor biiylimesini tesvik eden
siklin D1, survivin, Bel-xLL ve vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF) anlatimlarin
arttirir (53). Hepatoseliiler karsinomada da STAT3’tin miR-124 tarafindan hedef

alinmasiyla tlimor biiylimesi baskilanir (54).

Dogum sonrasi tiroid fonksiyon bozuklugu veya fetal periyotta iyot eksikligi
konusma, karar verme, davranis ve hareket bozukluklarina yol agmaktadir. Tiroid

fonksiyon azalmasi noronlari apoptoza siiriiklediginden ve miR-124'tin azalmasiyla
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tiroid fonksiyon azalmasinin iligkili oldugu i¢in néronlarda miR-124'in anti-apoptotik

molekiillerin sentezlenmesinde gorev aldigi diisiintilmektedir (55).

CREB/Atf altfamilyasinin ailesi olan CREBI ¢ekirdekte DNA'da spesifik cAMP
yanit elementleri (CREs) promotorlerine baglanarak geni aktive eder (56). Kompleks bir
sinyal yolag1 olan ve farkli yolaklardan gelen bir ¢cok molekiil tarafindan diizenlenen
(57) transkripsiyon faktorii CREB1 (Sekil 7)'in 3" UTR'sini miR-124 dogrudan hedef
alir (58). Temporal Lob Epilepsi (TLE) hastalarinin temporal neokorteks bolgelerinde
miR-124 seviyelerinde azalma meydana gelmektedir. Buna bagli olarak da CREBI
seviyesinde artma meydana geldiginden miR-124 azalmasi1 TLE ile dogrudan iligkilidir.
NMDAR ve AMPAR da ise miR-124 seviyesine bagl olarak degismis olsa da farkin
anlamli bulunmamis olmasindan dolayr farklt mekanizmalarin bu iki molekiil anlatim

seviyesinde etkili oldugu diistiniilmektedir (59).

Biiyiime Faktorii Glutamat /
.. . Depolarizasyon
Norotransmitter NMDAr
Stres
P13K RTK SCC
Ras/Raf/MEK/MAPK g2+
p38, SAPK INK AKT P70SBK

MSK1, MAPKAP K2,
p108 CREB kinaz

C/EBP baglanma bolge5| lleri yanrt genlerl ‘\l \

Sekil 7: CREB1'i aktive eden yolaklar (57)

AH'nin 6nemli bir risk faktorii Kronik serebral hipoperfiizyon (CCH)'da BACEI
(B-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1) ve Amyloid-B peptide (AP)
seviyelerinde artis gozlenirken miR-124'te azalma goriilmektedir. AP, AH'de beyinde

belirleyici bir peptiddir. APP (amyloid procursor protein)’nin proteolitik olarak once -



19

daha sonra y- sekretaz enzimleri kesilmesiyle AP olusturan siiregte hiz belirleyici etken
BACEI1'dir. BACEI ifadesinin asir1 olmasit AP beyinde birikmeye sebep olarak AH'ye
yol a¢gmaktadir. MiR-124 BACE1'in 3" UTR'sini hedef almaktadir. AP, miR-124
anlatimini; miR-124 de BACEI1 anlatimini diizenler (60).

Sarmal-dongii-sarmal (helix-loop-helix) yapida olan transkripsiyon faktor 4
(TCF4)"iin polimorfizmi sizofreni ile dogrudan iliskilidir. Sinir sistemi gelisiminde
gorev almaktadir (61). Dentritik hiicreler (DC)'in alt {iyesi olan plazmasitoid dentritik
hiicreler (pDC)'in gelismesi ve i¢c dengesinde gorev alan TCF4'in, biyoinformatik
caligmalarda 3' UTR boélgesinde tamamlayict dizi igcermesinin tespiti sonucu miR-124
icin hedef gen olma ihtimali diistiniilmektedir. Diger alt iiyeler ile kiyaslandiginda
pDC'de, miR-124'in en az anlatim gosterdigi disiiniiliirse miR-124'tin DC gelisiminde

tek yonlii bir etki gostermedigi anlagilmaktadir (62).

Songbai ve ¢aligma arkadaglart miR-124"{n sivrisinek kaynakli ndrotropik Japon
beyin iltithab1 viriisii (JEV)'niin replikasyonunu engelledigini bulmuslardir. Kese
yirtilmasindan sorumlu olan GTPaz omurgalilarda korunmus dynamin2 (DNM2), JEV
cogalmasi i¢in gerekli bir gen iiriinii olup mRNA'sinin 3'UTR'si miR-124"lin hedefleri

arasinda yer almaktadir (63).

Ayrica, miR-124 ROCK1 (Rho kinaz 1) genini hedef alarak dolayli yoldan
PI3K/Akt yolagini aktiflestirip norit uzamalarina olanak saglar (64). Ras homolog gen
ailesi, A lyesi (RhoA), hiicre iskeleti aktin diizenlemesinde yer alan kiiciik bir
GTPaz'dir. ADMSCs (adipose-derived mesenchymal stromal cells) RhoA ile Rho kinaz
(ROCK) inhibitoriidiir (65).

miR12a ——]  RhoA | Noron benzeri
ADMSC'ler _ & . . hiicreler
@ | ROCK1 ) ROCK2
L2 > P

Trans Farklilasma

Sekil 8: ADMSC'lerin néron benzeri hiicrelere doniismesine miR-124"%in etkisi (65)



20

ROCK seviyelerinin azalmasiyla ADMSC'ler noronlara farklilagirlar. MiR-124
seviyesine bagli olarak RhoA seviyesinde ve ROCKI1 seviyesinde azalma goriiliirken
ROCK2 de etkili olmadigr goriilmiistiir(Sekil 8). Bu bilgi 1s18§inda Wang ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada miR-124'tin RhoA ve ROCK1'i dogrudan hedef
aldigini ve miR-124/RhoA/ROCK1'in noron farklilasmasinda 6nemli bir yolak oldugu
gosterilmistir (65).

Oksisterol-baglanma proteini (OSBP) lipid ve sterol hemostasisi, keseciklerin
taginmasi, hiicre sinyali ve kolestrol dengesi gibi biyolojik olaylarda gorev alan
oksistreol baglanma ailesinin bir {liyesidir ve ndrit olusumunu baskilar. 3'UTR bdolgesi
miR-124 tarafindan hedef alinan OSBP'in yogunlugu ile norit olusumu ve boyuna
uzanimi ters orantilidir. Bu nedenle miR-124 miktarinin artmasi OSBP'yi baskilayarak

norit olusumunu ve uzamasini harekete gecirmis olur (66).

Rap2a, Ras protein siiper ailesinin iiyesi olan Rap ailesine ait, noéron
hiicrelerinde siirgiin kaybina ve dentritik kisalmalara yol a¢gmaktadir. AKT/GSK30
yolaginda AKT'nin fosforilasyonunu engelleyerek yolagi bloke eden Rap2a hem miR-9
hem de miR-124 i¢in hedef molekiildiir. MiR-9 ve miR-124 birbirini giiclendirir sekilde
Rap2a mRNA'sin1 dogrudan hedef alarak ndron farklilagsmasini ve dentritik kompleks

yap1 olusumunu gelistirir (Sekil 9) (67).

RhoG (Ras Homology Growth-related) Rho ailesinden kiigiik GTPaz'dir. Epitel
hiicre plastisitesinde gorev alan TGF-B (Transforming growth factor-B) ile tesvik edilen
epitel-mezenkimal doniisiim mekanizmasinda RAC1 (Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1) molekiiliinii inhibe ederek dolayli yoldan rol almaktadir. Patolojik bir
siirecle RPE (retinal pigment epithelium)nin goézde camsi tabakaya yayilmasiyla
baslayan ve gormeyi tehlikeye atan Yayilmaci vitreoretinopati (PVR:Proliferative
vitreoretinopathy)'de miR-124 seviyesinin azalmasina bagli olarak hedef molekiilii olan
RhoG seviyesinde artis ve RAC1 molekiiliinde azalma goriilmektedir (68). Yine, akson
ve dentrit dallanmasinda gorev alan RhoG proteinin translasyonundan sorumlu mRNA
da miR-124 i¢in 3'UTR boélgesinde tamamlayici dizi icermektedir ve RhoG anlatimi
miR-124 ile baskilanmaktadir (69).
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SOS1 (Son of sevenless 1) guanin niikleotid doniistiirme faktorii olarak bilinen
bir molekiildiir. Biiyiime, cogalma, farklilagsma, yayilma gibi bir¢ok hiicresel fonsiyonda
gorev alan MAPK yolaginda inaktif Ras-GDP'yi aktif Ras-GTP'ye cevirir. Glioma
hiicrelerinde anlatim seviyesi diisilk olan miR-124 SOS1 molekiilii i¢cin 3'UTR bdlgesi

aracilifiyla baskilayic1 rol iistlenmekte olup bu baskilama hiicre yayilmasini da

baskilamaktadir (70).

miR-9

e
I Ser-473 miR-124
‘ -
inaktif Akt'f

o—-‘

Aktif Inaktif

Noronal farkl|[a$ma
Dentrit dallanmasi

Sekil 9: Hem miR-9 hem de miR-124 Rap2a inhibe ederek dolayli

yoldan néronal diizenlemede gérev alir (67)

AH tastyan bireylerin temporal korteks bolgelerinde ¢ok sayida miRNA'nin
farkli1 DNA metilasyonlar1 goriilmektedir. Olgun miR-124 {i¢ farkli lokasyondan (miR-
124-1,-2,-3) sentezlenebilmektedir. Bunlar igerisinde miR-124-1 CpG adalarinda
hipermetilasyon gdsterenler arasinda yer almaktadir. Ayrica SOS1 genini diizenlemede
miR-124'le beraber is yapan miR-9 da hipermetilasyon gostermektedir. Yine miR-125b-
1 lokasyonu da AH'lerde hipermetilasyon gostemektedir (71).

Niikleer reseptorler, ligand baglanan C-terminal ve DNA baglanan N-terminal

bolgeler igerirler. Niikleer reseptor 4 A (NR4A) ailesi N-terminal bolgesinde ekstra bir
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transaktivasyon bolge (AF-1) icermektedir. Bu bolge NR4A hedef genlerinin dolayl1 ya

da dogrudan ko-reseptorler ve ko-aktivatorler araciligi ile galismasinda gorev alir (72).

Nur77, kanserlerde asir1 anlatim gosteren, hiicreyi apoptozdan koruyan ve hiicre
artisini tesvik eden bir transkripsiyon faktorii gibi davranan bir niikleer reseptordiir ve
onkogenik fonksiyonlar1 vardir (Sekil 10). Oldukca malignant birincil beyin timorii
Daoy medulloblastoma ve farklilasmamus sinir hiicrelerinde Nur77 ile miR-124 arasinda

ters iligki bulunmaktadir. Nur77 yliksek iken miR-124 diisiik ¢cikmistir (72).

«— MiR-124
sl v

Tl ™

\—P¢ NUR77 ;T#Jé

w77
Nur/77

Hedef Genler %

E2F1
Cyclin D2
Survivin —N
TXNDCS

CDK4 Yayginlasma
STATS5A Yasama

— Aktivasyon
——jinaktivasyon

Kanser t Timar

Sekil 10: NUR77 geninin miR-124 azalmasiyla kanser

olusumuna etkisi (72)

miR-124, -128, ve -137 bir gen kiimesinin mRNA'sin1 hedef alarak nérojenez
metabolizmasini diizenlemektedir. Noron kok hiicrelerinin néronlara, astrositlere ve

oligodentrositlere doniismesinde bu miRNA'larin anlatim seviyelerinin artmasi rol
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almaktadir (Sekil 11). Ozellikle Sp1'in protein etkilesim agmin genis olmasi dolaysi ile

bu siiregte ana molekiil oldugu diisiintilmektedir (73).

Noron spesifik olan ve farelerin merkezi sinir sisteminde diger dokulara oranla 100
kat daha fazla bulunan miR-124 (43), PTBP1 mRNA'sin1 hedef alir (74), PTBP1 protein
miktarint azaltip PTBP2 proteinini arttirir (Sekil 12). Bu fonksiyonu normal kosullarda

olgun hiicrelerde ve farklilasan hiicrelerde gergeklesir (75).

DMTF1

Semboller

@ nir-124 miR-128 @B mir-137 @ En az miRNA

Sekil 11: Transkripsiyon faktorlerinin STRING veribankasi ile olugturulmus
protein-protein etkilegsimini gosteren agi ve bu proteinleri hedef alan 3

miRNA'nin gésterimi (73)
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Néronal olmayan Yeniden programlanmig
hiicreler miR-124-9-9* N&ronal hiicreler

miR-124

[_711-
1 ’\TT

miR-9* e
Noronal

Farktorker  @selp

Sekil 12: REST/CoREST/Ctdsp1/Ptbp lyolagina miR-124"in etkisi (74).

Evrimsel olarak korunmus olan miR-124 (76) néron hiicrelerinde, Notch sinyal
yolaginda ligant reseptorii Jagged-1, yetiskin nérojenez transkripsiyon faktorii Sox-9 ve
noronlarin alt tiplerine 06zgiillesmesinde gorev alan transkripsiyon faktorii DLX2
mRNA'larin1 hedef almaktadir (77). Ayrica yaralanmis ya da hasar gérmiis olan néron
hiicrelerinde miR-124 miktarinin azaldigi ve hedef proteinlerden olan ve akson
uzamasinda gorevli “Kriippel-like factor 6” (KLF6) ve STAT3 proteinlerin arttigi
gozlenmistir (78). Hiicre farklilasmasi sirasinda nérit biiyiimeyi diizenleyen miR-124

kismi olarak da olsa hiicre iskeleti olusumunda gorev almaktadir (74).

2.6. miR-125b

miR-125b iki farkli lokustan sentezlenmektedir: miR-125b-1 ve miR-125b-2(79).
388 genin anlatimini etkileyen miR-125b, 164 geni dogrudan hedef alir ve 129 gen
mitkemmel eslesme gosterir (80). Bunlar arasinda néron farklilasmasinda azalan Lin-28
(42), timor baskilayici protein olan p53 (81), glioma biiylimesini engelleyen Connexin
43 (82) ve glutamat reseptorii olan tetramerik yapidaki NMDA'nin alt birimi olan NR2A
(83) yer almaktadir.

Ovaryum kanseri, mesane kanseri, karaciger kanseri gibi kimi kanserler i¢in timor
baskilayici rolii olan miR-125b'nin; prostat kanseri, mide kanseri gibi bazi kanserlerde
de anlatim diizeyinin asir1 olmasina bagl olarak kanser tesvik edici rolii bulunmaktadir

(84).
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Mide kanserinde miR-125b tiimor baskilayici genler olan STARD13 (StAR-related
lipid transfer domain protein 13) ve NEU1 protein mRNA'larin1 hedef almaktadir (84).
Rho GTP'az aktive eden protein (RhoGAP) ailesinin iiyesi olup (85) Rho-GTPaz
baskilayict goverindeki STARD13 RhoA ve Cdc42 molekiillerini aktif hale getirir ve
3'UTR bolgesi miR-125b i¢in 4 baglanma bolgesi icermektedir (84). NEU1 ise RhoA ve
SOS1 molekiillerinin bulundugu yolaklarin da iginde yer aldig1 bir ¢cok yolakta yer alan
integrin B4'ii (86) hedef alarak desiyalizasyonun engeller (84).

Mitojen-aktiflestirilmis protein kinaz kinaz 7 (MAP2K7) ya da diger adiylaMAP
kinaz kinaz 7 (MKK?7) ve MAP kinaz kinaz 4 (MKK4), MAPK grubunun c-Jun NH2-
terminal kinaz (JNK)'1n aktivasyonunda yer almaktadirlar. Baglantili olmayan bir
sekilde JNK Thr183 (MKK?7 ile) ve Tyrl85 (MKK4 ile) kalintilarindan ikili
fosforlamada rol alan bu iki kinazdan MKK4 p38 molekiiliinii de aktive ederken MKK?7
ozgiil olarak JNK'y1r aktiflestirir. Bu aktivasyonlar proapoptotik faktorleri ya da
transkripsiyon faktorlerini aktiflestirir. MiR-125b'nin biyoinformatik caligmalarda
MAP2K7 3'UTR i¢in tamamlayic1i bdlge oldugu ve lusiferaz muhbir yontemiyle
deneysel olarak dogrudan hedef aldig1 gosterilmistir. En yayilmaci ve agresif meme
kanseri tipi olan TNBC (triple-negative breast cancer)'de miR-125bnin epitel-
mezenkimal transisyonu(EMT) inhibitor etkisi MAP2K7 artmasiyla azalmaktadir. Bu
nedenle miR-125b TNBC kanser tipinde tiimor baskilayict molekiil olarak
goriilmektedir (87).

Epitel ovaryum kanseri (EOC)'nde de miR-125b, EMT ile ters orantili olarak
etkilidir ve niikleer onkogen olarak bilinen bolge spesifik DNA baglanma proteini (88)
SET'1 hedef alarak, tiimor baskilayict ozelligi ile yayilma ve c¢ogalmayi inhibe
etmektedir (89). SET proteini, histon proteini ailesinden H4 basta olmak {izere Histon
asetilaz (HAT) ile niikleozomlarin histon asetilasyonunu baskilar. SET baskilamasinin
ortadan kalkmasiyla PP2Ac anlatimi artar, matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) anlatim
seviyesi azalir. Buna bagli olarak da hiicre yayilmasi ve ¢ogalmasi azalir (89). SET
proteini aynt zamanda MSS'de noron oOnciilii hiicrelerde de anlatim gdstermektedir ve
gorevi omiriligin organogenesiz slirecinde yer alan genleri aktive edildigi
diistiniilmektedir (88).

miR-125b-1 lokusunun promotdr bolgesinde meydana histon modifikasyonlarina
(H3K9me3 ve H3K27me3) bagli meme kanserinde mir-125b anlatimda azalma tespit
edilmistir. miR-125b seviyesinin artmasiyla da hedef molekiilii BAK1 (Bcl-2 antagonist
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killer 1) anti-apoptotik protein seviyesinde azalma ile meme kanserinde gerileme
gerceklesmektedir (79).

Ancak, kronik miyeloid 16semi (CML)'de ise miR-125b anlatim diizeyi saglikli
bireylere kiyasla daha fazla olmaktadir. CML igin tiimor tesvik edici miRNA olan miR-
125b BAK1 mRNA'sin1 baskilar. BAK1'in apoptoz ve hiicrelerin kendi kendini yeme
(otofaji) ile iligkili oldugu bilinmektedir ve mitokondriyal apoptotik yolak da gorev
aldig1 tespit edilmistir (90). Sitokrom C'yi mitokondride aktif hale getiren BAKI,
kaspazl ve kaspaz7 molekiillerini dolayli yoldan ¢alistirarak hiicreyi apoptoza
stiriiklemektedir (Sekil 13) (91). Bu da miR-125b'nin farkli dokularda BAK1'i hedef
almas1 farkli sonuglar olusturabileceginden anlatim seviyeleri de farklilik

gosterebilmektedir.

Maitake D-

Apaptnsis_: :

Sekil 13: BAKI dolayli yoldan kazpazl ve kaspaz7 mekanizmasini aktif hale

getirerek hiicrevi apoptoza siirtikler (91).
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Beyinde zengin bulunan miR-125b (42) lin-4 homologu olarak da bilinir. Diger
dokularda da bulunsa da basta olgun ndron hiicreleri olmak {iizere sinir sisteminde
oranla daha fazla bulunmaktadir (80). Norogenesis esnasinda anlatimi artan miR-125b
(80) noron farklilasmasini yonetir (81). Sinaptik fonksiyon (82) ve dentritik spin

morfoloji diizenlenmesinde de gorev almaktadir (83).

Lin28 (cell lineage abnormal 28) yiiksek organizasyonlu okaryotlarda korunmusg
RNA baglanma proteinidir ve gelisme, glikoz metabolizmasi, farklilasma ve
pluripotensi gibi ¢esitli dnemli hiicresel islevlerde gorev alirlar (92). Erken gelisme
stirecinde anlatimi1 yapilan Lin28'in eksikligi viicut boyutunda azalmaya yol agmaktadir
(93). Farklilagmay1 baskilarken hiicre artigini tetikler. MiR-125b ise Lin-28 mRNA'sin1

hedef alarak protein seviyesinin azalmasina yol acar (42).

Connexin (Cx) genleri tiimor baskilayict genler olarak bilinmekte olup memeli
dokularinda 20 iiyesi tanimlanmistir. Doku spesifik Cx proteinlerinden Cx43 beyinde
baskin olarak bulunur ve glial hiicreler arasi iletisimden sorumlu gap baglantilarinin
olusturulmasinda 6nemli bilesendir. Astrositomun malignant olma o6zelligi Cx43
anlatim seviyesi ile ters orant1 gostermektedir. Yiiksek derecedeki gliomalarda da Cx43

azalmasi veya silinmesi siklikla goriilmektedir (94).

Cx43 ve tetramerik yapida olup olarak gen onariminda, anjiogenez olusumunu
engellemede, apoptoza tesvikte gorev alan ¢esitli yolaklarin igerisinde yer alan (95) p53
mRNA'larmi baskilayan miR-125b eskpresyonu tiimor biiyiikliigii ile dogru orantilidir
ve metastas gosteren ve farklilagmanin az oldugu yerlerde onemli artis gdsterir (83).
Ayrica NR2A'y1 hedef almasima dayali olarak miR-125b anlatiminda artis sinir

hiicrelerinin daha ince ve uzun siirgiine sahip olmalarina neden olur (83).

2.7. MiR-206

miR-206 diger dokularda da eser miktarda bulunsa da iskelet kasina spesifik en ¢ok
calisilmis miRNA'lardandir. Anlatim seviyesinde azalma Duchenne kas distropisi,
amiyotropik lateral skleroz gibi c¢esitli kas hastaliklarina yol ag¢maktadir. Ayrica
dolasimdaki miR-206 seviyesi potansiyel biyomarkir olarak goriilmektedir (96).

Cx43, miR-206 tarafindan da hedef alinmaktadir ve kas hiicresinin farklilasmasinda

baskilanmasi gerekmektedir (96).
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Miyogenik farklilasma sirasinda BDNF  anlatimi  miR-206 tarafindan
diizenlenebilmektedir ve bunun i¢in BDNF’nin 3’UTR bélgesini hedef alir (97). Iskelet
sistemine spesifik olsa da beyin dokusunda da ¢esitli mekanizmalarda gérev almaktadir.
miR-206 sizofren iligkili genleri hedef almasi da bunu desteklemektedir (98). Ayrica
hiicreleri ¢esitli hiicre 6liimlerinden koruyan BDNF, AH'de da miR-206 artigina baglh

azalma gostermistir (99).

BDNF, norotrofin ailesindendir (100) ve sinaptik plastisite ve dentritik spin
olusumunda da 6nemli goérevler almaktadir (15,100). Stres ile miktar1 azalan BDNF,
O0grenme siirecleri, ¢esitli antidepresan tedavileri, fiziksel aktiviteler gibi yontemlerle
arttirilabilir. Eksikliginde ise Huntington hastaligi, sizofreni, cinnet ge¢irme, depresyon
gibi sinir sistemine dayali hastaliklara yol agabilmektedir (100). Kas spesifik olan miR-
206 ile ilgili ¢caligmalar genellikle kas hiicrelerine yonelik olup MSS hiicrelerinde ¢ok

fazla ¢aligma bulunmamaktadir.

2.8. MiR-339
p-opioid reseptor(MOR) bir ¢ok proteinin aktiflestirilmesinde gorev alan opiat
ligandlarina duyarli yedi gegisli bir transmembran molekiildiir (Sekil 14) (101).

Reseptor
y opioid reseptor Tirozin
n Kinaz

1

opioi m —

:es:pt:r U J L—JJ @3
iligkili l ¥/ Calmodulin | [ Gy %

proteinler ?\/ SRl /

cAMP

PI3K Grk2
Aktiflegmisg

Sinyal
Molekiilleri

PLG, Ras
MARx  ROGE,  (wiek (@GS

Vaskiiler biitiinliigiin diizenlenmesi
Cogalma, Yayilma, Anjiyogenez, Bariver bozulmasi
Sekil 14: u-opioid reseptériiniin yapist ve iliskili oldugu molekiiller (101)
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miR-339, G-protein eslestiren reseptor olan (102), ayrica opioid ilaglarla dogrudan
iliskili MOR'iin 3'UTR bolgesine baglanir ve morfin ve fentalin kullanimina bagh
olarak artig gosterir (103).

Normalde lenf nodlarimin B-hiicreleri olusum merkezinde anlatimi yapilan
transkripsiyon faktorii BCL-6, BTB/POZ c¢inko parmak protein ailesinin iiyesi niikleer
oncoproteindir (104) ve B-hiicrelerinin biiylime ve gelisme diizenlemesinde gorev
almaktadir (105). BCL-6 hedef genin promotdr bolgesine baglanarak bir transkripsiyon
baskilayici islevine sahiptir (106). Istilact meme kanserinde asir1 anlatim gostermekte ve
memeye ait epitel farklilasmay1 dnlemekte (105) olan BCL-6, siklin-D1, p53 ve HIF-1a
(hypoxia-inducible factor-l1a) asir1 anlatimi ile iligkili olarak tespit edilmistir (107).
BCL-6 mRNA'sin1 dogrudan hedef alan miR-339 meme kanserinde de etkili olan bir
miRNA'dir. Anlatimi1 azalan miR-339 transfekte edildiginde hiicre hattinda biiyiime eser
miktarda da olsa azalmis ve yayilma 6nemli derecede 6nlenmistir (103). Ayrica NACC1
(nucleus accumbens associated 1) mRNA's1 da miR-339-5p tarafindan hedef alinir ve
BCL-6 ile beraber NACCI anlatim diizeyleri ovaryum kanserinde miR-339-5p
azalmasina dayali artis géstermektedir (108).

PRL-1 (phosphatases of regenerating liver-1) bir onkogen molekiil olup protein
trozin fostataz (PTP)'larin farkli bir smifinda yer almaktadir ve bu smif en kiiclik
PTP'ler olarak bilinir (109). PRL-1, p115 RhoGAP'a baglanarak katalitik aktivitesini
durdurur ve bu durdurma ERK1/2 ve RhoA yolaginin aktiflesmesini tesvik eder (110).

Kolon kanserinde asir1 anlatim gdsteren PRL-1 deneysel biyoinformatik analizi ve
lusiferaz muhbir analizi ile olgun miRNA olan miR-339-5p'nin dogrudan hedefi
oldugunu belirlenmistir. Fonksiyonel ¢alismada kolon kanserinde seviyesi diisiik ¢ikan
miR-339-5p'nin anlatiminda artis kolon kanserini ¢ogalma ve koloni olusumunu
engelleyerek baskilamistir (109).

MiR-339, ayrica AH ile yakindan iliskili olan BACEI enzimini hedef almaktadir ve
AH'lerde bu miRNA'nin anlatiminda bozulmalar goriilmiistiir (111).

Iskemik felg, sinir hiicrelerinin &liimiinden kaynakli olarak meydana gelmekte olup
Bati iilkelerinde {igiincii en biiyilik 6liim sebebi olarak goriilmekte ve bu hastalia sahip

bireylerin de miR-339 diizenlenmesinde artis tespit edilmistir (112).
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2.9. Alkol Kullanim Bozuklugu ve miRNA’lar

In vitro ve in vivo ¢alismalar gostermektedir ki, bazi miRNA’larin anlatimlari alkol
etkisiyle degismektedir (12). Sathyan ve ve calisma arkadaslari, apoptozu diizenlemede
gorev alan dort miRNA’nin  (miR-9,21,135 ve 355) alkol ile anlatimlarinin
baskilandigin1 gostermislerdir (13). Farelerin mikroglial hiicrelerinde p53 tiimor
supressOr genini konrol eden miR-339’un anlatiminda alkole bagl artis gézlemlenmistir
(14). Henliz tam anlamiyla gorevi bilinmemekle beraber opaminerjik
ndrotransmisyonda goérev alan ve dopamin alimini baskilayan alfa-Synuclein’i kontrol
eden miR-7 ve miR-153"1in alkol alimina bagli anlatimlar1 degismistir (3).

Hedeflerinden biri, hem sinaptik plastistisitede hem de uzun siireli ndronal
baglantilarda gorev alan BDNF olan miRNA-206 alkol verilen farelerde (15) ve
norodejeneratif hastalik olan Alzeihmer'da asir1 anlatim gostermektedir (16).
Biyoinformatik ¢alismalarda, miR-206'nin, BNDF 3'UTR bélgesinde ii¢ adet korunmus
baglanma bolgesi oldugu tespit edilmistir (15).

Aplysia californica'nin beyninde en korunmus ve en bol bulunan miRNA olarak
gozlenen miR-124 ise CREB'i baskilayarak kisa siireli ve uzun siireli sinaptik
rahatlamalar1 dengelemektedir. miR-124 azalmasiyla CREB artisi, buna bagli olarak da
seratonin duyarlilig1 artar ve uzun siireli sinaptik rahatlama artar (11).

Mikroglial hiicrelerde miR-339 alkol kullanimu ile iliskili olarak artis gostererek
NF-kB yolagin1 IKK-B ve IKK-¢ molekiillerini inhibe ederek sekteye ugratir ve
proinflamator faktor sentezini olumsuz yonde etkiler (14).

Yapilan caligmalara bakilarak alkoliin miRNA anlatim seviyelerini degistirerek

anormalliklere yol acabildigi goriilmektedir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Dokularin Toplanmasi

Ornekler Istanbul Adli Tip Kurumu tarafindan toplandi. Bireylerin yakinlarina
doldurtulan “alkol kullanim bozuklugu tespit formu” aracilig1 ile belirlenen 30 alkol
kullanim bozuklugu olan erkek bireylerin ve 30 normal erkek bireylerin frontal korteks
bolgesinden dokular toplanarak dnce RNAlater solusyonu igerisinde 24 saat bekletildi,

RNAlater uzaklastirildiktan sonra da dokular -80°C'de bekletildi.

3.2. Total RNA izolasyonu

Her bir o6rnegin ~30mg'lik kesiti kullanildi. “QIAGEN lysis agent” trizol
aracilifi ile total RNA izolasyonu yapildi. Her bir doku steril ortamda bistiiri ile
parcalanarak deney tiipiine aktarildi ve 30ml QIAGEN lysis agent trizol eklendikten
sonra doku tamamen parcalanana kadar vorteks yapildi. Oda sicakliginda 5 dakika
bekletildikten sonra 60ul kloroform eklenip tekrar 15 saniye vorteks yapilip 2-3 dakika
oda sicakliginda beklemeye alindi. +4°C'de 12000g'de 15 dakika santrifiij yapildi ve
stipernatant kismi1 bagka bir tlipe aktarildi ve 150ul isopropanol eklenerek vortekslendi.
10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra +4°C, 12000g'de 10 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatant kismi dikkatlice uzaklastirildiktan somnra 300ul %75'lik etanol
eklenip pipetaj yapildiktan sonra 7500g, +4°C'de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant
tamemen uzaklastirildiktan sonra alkoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in bekletildi ve

son olarak 50ul “Rnase free” distile su eklenerek elde edilen total RNA ¢ozdiiriildii.

Yapilan izolasyonlar sonucunda elde edilen total RNA miktar1 nanodrop ile

sleiildii,

3.3. cDNA sentezi

Elde edilen total RNA'lar 1ug/5ul olacak sekilde sulandirildi ve cDNA sentezi
icin QIAGEN miScript® II RT kiti kullanildi. Her bir 6rnek i¢in Tablo 2'de belirtilen
sira ve miktarlara gore karisim hazirlandi. Kalip RNA en son eklenerek 60 dakika
37°C'de bekletilerek ¢cDNA sentezi gergeklestirildi ve reverse transkriptaz enzim

inhibisyonu i¢in 95°C de 5 dakika bekletildi.



Tablo 2: Reverse transkripsiyon reaksiyon bilesenleri
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Bilesen Hacim/kalip(ul)
5x miScript HiFlex Buffer 4

10x miScript niikleik karisimi 2

Rnaz free distile su 7

MiScript Reverse Transkriptaz karisimi 2

Kalip RNA (en son eklenmesi gerekir) 5

Total hacim 20

3.4. Real-Time PCR uygulama ve analizi

cDNA sentezinden sonra QIAGEN miScript SYBR® Green PCR kiti ile Real -

Time PCR analizi yapildi. Her bir 6rnek PCR uygulamasi i¢in 20ng/reaksiyon olacak

sekilde sulandirilarak siirece uygun hale getirildi.

Oncelikle bes ayr tiipe sirastyla RNU6_2(kontrol gen), miR-124, miR-125b,

miR-206 ve miR339 primerleri i¢in ayr1 ayr1 Tablo 3'te belirtilen miktarlar temel

alinarak karisim hazirlandi ve kalip RNA'lar eklenmeden her bir primer karisimi 96'lik

plakalara her bir kalip icin ikiser 6l¢iim yapilacak sekilde dagitildi.

Tablo 3: olgun miRNA igin miScript SYBR Green kit karigimi (96'lik plaka)

Bilesen Hacim/kuyucuk(ul)
2x Quantitech SYBR Green PCR master mix 6,25
10x miScript Universal Primer 1,25
10x miScript Primer Assay 1,25
Rnaz free distile su 2,50
Kalip RNA(en son eklenmelidir) 1,25

Total hacim

12,50
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En son kalip RNA karisimi plakaya eklendikten sonra Tablo 4'teki dongii
kosullariyla real-time PCR analizi yapildi.

Tablo 4: real-time PCR dongii kosullart

Adimlar Siire Sicaklik (°C) Dongii Sayist

Enzim aktivasyonu 15dk 95 1

3 adimlik dongii:

Denatiirasyon 15 sn 94
Normallestirme 30 sn 55 40
Uzama 30 sn 70

3.5. Istatistiksel Hesaplamalar
Her bir 6rnek her bir gen i¢in ikiser kez real-time PCR yapildi. Her bir genin
her bir tekrari i¢in real-time PCR sonucu olarak Cr elde edildi. Her 6rnekte bir gen igin

elde edilen iki sonucun ortalamasi alinarak ortalama Ct degeri hesaplandi.

Elde edilen Cp degerleri “QIAGEN sabiosciences” web portalinda

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna/arrayanalysis.php) istatistiksel analiz

yapildi.

CT degerlerinin bulundugu Excel dosyasi web portalina gore diizenlendi. Portala
aktarilan verilerden deney ve kontrol gruplart secildi. Giincelleme (“update”)
yapildiktan sonra program bize ACt, AACr, 2*(AACrt), deney ve kontrol arasindaki
anlatim kat degisimini ve p degerini vermektedir. Kat degisimi ve p degeri 2(AACr) ile
hesaplanmaktadir. Sonu¢ olarak “Student's t testi” kullanan programda anlamlilik

sinirini p<0,05 olarak kabul edilmektedir.

ACrt: Her bir 6rnegin her bir geninin Ct degerinin kontrol geni Ct degerinden ile farki
AACt :Bir genin deney ACr degeri ile kontrol ACr degeri fark:
2NAACT): 2°nin AACt dereceden kuvveti



4. BULGULAR

Bu calismada iki ornek grubu yer almaktadir. Deney grubu alkol kullanim
bozuklugu olan erkek bireylerden olusurken, kontrol grubu alkol kullanmayan erkek
bireylerden olugsmaktadir. 30 deney grubu bireyi ve 30 kontrol grubu bireyin frontal
korteks bolgesinden alinan dokudan total RNA izolasyonu yapildiktan sonra real-time
PCR ile olgun miR-124,125b,206 ve 339 anlatim analizleri incelenmis ve her iki grup
arasindaki  ekpresyon farki incelenmistir. Dort miRNA'da da azalma
goriilmektedir(Sekil 15). Ancak miR-206daki azalma daha az olup (Sekil 16)

seviyesinde anlamli bir fark goriilememistir.

Kat Degisimi

Kontrol Grubu Deney Grubu

|—|:|— miR-208& - miR-124 ~~ miR-125hb miR-2389

Sekil 15: miR-124, -125b, -206 ve -339 seviyelelerinin erkek bireylerde frontal korteks anlatim

seviyelerindeki degigimin istatistiksel sonucunun dogrusal grafigi
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Sekil 16: miR-124, -125b, -206 ve -339 seviyelelerinin erkek bireylerin frontal kortekste anlatim

seviyelerindeki degisimin istatistiksel sonucunun siitun grafigi

4.1. miR-124
MiR-124, alkol kullanim bozuklugu olan bireylerde kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmektedir (p<0,05). Tablo
5'te miR-124'e ait real-time PCR sonuglar1 goriilmektedir. Alkol kullanim bozuklugu
olan bireylerin normal bireylere kiyasla miR-124 kat degisimi -24,02 olarak tespit
edilmis olup p degerinin 0.05'den kiiclik olmas1 dolayisi ile istatistiksel olarak anlamli

diizeyde bir azalma gorilmiistiir.

Tablo 5: miR-124"%in deney ve kontrol gruplari arasindaki kat degisimi

miR-124 Deney Grubu Kontrol Grubu

ACr 0,48 -4,10

Deney Grubu-Kontrol Grubu

AACt 4,59
2NAACr) 0,04
Kat degisimi -24,02

p degeri 0,043670
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4.2. miR-125b

Alkol kullanim bozuklugu olan bireyler ile normal bireyler arasinda miR-125b
kat degisimi olduk¢a anlamli goriilmektedir (p<0,001). Real time PCR sonuglar1 Tablo
6'de goriilen miR-125b'in alkol kullanim bozuklugu olan deney grubu ile kontrol grubu
arasindaki kat degisimi -31,75 olarak tespit edilmistir. Istatistiksel hesaplamalarda p
degeri 0.001'den kiicik olmas: farkin olduk¢a anlamli diizeyde oldugunu

gostermektedir.

Tablo 6: miR-125b'nin deney ve kontrol gruplar: arasindaki kat degigimi

miR-125b Deney Grubu Kontrol Grubu

ACr 0,33 4,65

Deney Grubu-Kontrol Grubu

AACt 4,99
2NAACT) 0,03
Kat degisimi -31,75
p degeri 0,000317
4.3. miR-339

Alkol kullanim bozuklugu olan bireylerin beyin frontal kompleks bolgelerinde
normal bireylere kiyasla miR-339 seviyesinde oldukca anlamli farklilik gostermektedir
(p<0,005). Real-time PCR sonuglar1 Tablo 7'da gosterilen miR-339'un kat degisimi -
25,16 olarak hesaplanmistir ve 0,005'den kiiciik p degerine sahip olmasiyla farkin
oldukca anlamli oldugu goriilmektedir.
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Tablo 7: miR-339'un deney ve kontrol gruplar: arasindaki kat degisimi

miR-339 Deney Grubu Kontrol Grubu

ACr 8,83 4,17

Deney Grubu-Kontrol Grubu

AACt 4,65

2NAACy) 0,04

Kat degisimi -25,16

p degeri 0,001046
4.4. miR-206

Iskelet kasinda anlatim seviyesi yiiksek olan miR-206'nin yapmis oldugumuz
deneylerde beyin frontal korteks bolgesinde anlatim seviyeleri diisiik ¢ikmistir. 0,05'ten
bliylik p degerine sahip olmasi dolayisi ile deney ve kontrol gruplari arasinda anlamli
bir fark goriilmemistir. Tablo 8’de sonuglar1 gosterilen miR-206'da her ne kadar kat

degisimi negatif goriilse de iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir.

Tablo 8: miR-206'nin deney ve kontrol gruplar: arasindaki kat degisimi

miR-206 Deney Grubu Kontrol Grubu

ACr 11,85 9,68

Deney Grubu-Kontrol Grubu

AACt 2,17
2NAACy) 0,22
Kat degisimi -4,42

p degeri 0,169620




5. TARTISMA

Alkol diinya genelinde en ¢ok kullanilan ve saglik agisindan ciddi sorunlar
ortaya ¢ikaran kullanim bozuklugu hastaligi olusturan maddedir (113). Alkol iliskili
hastaliklar en c¢ok 35-55 yaslar1 arasinda goriilmektedir. Alkole bagli hastaliklarin
basinda alkole bagli cosmalar ve sayiklamalar (%12,8), kasilma nobetleri (%11,4), bas
agrilar (%9.,4) ve siroz (%8,1) yer almaktadir (114).

Biiylime ¢aginda asir1 alkol tiiketimi beynin gri maddesinde azalmaya ve beyaz
maddesinde artmaya ve hafiza caligmalarinda ve engelleme gorevlerinde daha fazla

beyin aktivasyon gerekliligine sebep olmaktadir (115).

Glioblastomada miR-124 seviyesinde ciddi derecede azalma goriilmiistiir (116).
STAT3'in 3'-UTR'sine baglanarak translasyonu engelleyen miR-124 hiicre ¢cogalmasi
tizerinde baskilayic1 etkiye sahiptir (117). Yine miR-124 hCLOCKI1'in 3'-UTR'sini
dogrudan hedef alarak protein anlatim seviyesini azaltir ve bunun sonucu olarak
glioblastoma siirecinde hiicre ¢cogalma, yayilma ve invazyonu azalir (118). Ayrica tiroit
fonksiyon azalmasi olan siganlarda miR-124 tedavisi hipokampal néron apoptozu da
Onledigi tespit edilmistir (55). miR-124"lin Drosophila'da Notch sinyal yolunda Delta'y1
hedef alarak AH'de noroprotektif gorev aldigr ve miR-124 artis1 ile hastalikta azalma
oldugu gozlenmistir (119).

Epilepsi hastalarinda miR-124 oram1 saglikli bireylere oranla daha diisiik
miktarda bulunmaktadir. AMPAR (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
acid receptor) ve NMDAR (NMDA receptor) aracili mekanizmalar yoluyla dolayli
olarak miR-124 epileptik hiperaktiviteyi azaltir. Bunu da CREBI1'in 3'-UTR'sini
dogrudan hedef alarak yapar (59).

Yapmis oldugumuz ¢alismada alkol kullanim bozuklugu olan bireylerde miR-
124 anlatim seviyesi normal bireylere kiyasla oldukca diisiik ¢ikmistir. Bu da alkol
kullanan bireylerin uzun vadede miR-124 anlatim seviyesi azalmasina bagli olarak

norodejeneretif hastaliklara yol agabilecegi daha dnceki ¢alismalar ile 6tiismektedir.

En yaygin beyin tiimorii olan glioblastomada miR-124 seviyesinin az olmasi
alkol kullanim bozuklugunun miR-124'e bagli glioblastomaya sebep olabilecegi

sOylenebilir. Ayrica AH ve Epilepsi rahatsizliginda da miR-124 seviyelerinin az olmasi
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alkol kullanim bozuklugunun yaptifimiz c¢alismayla dogrudan Ortiismesi bu
hastaliklarin olugsmasinda alkol kullanim bozuklugunun da etkili olabilecegini

gostermektedir.

MiR-124 disinda farkli miRNA'larin da ve AH arasinda 6nemli iligkileri
tanimlanmistir (120). Bunlardan bir diger de miR-125b'dir. Glioblastomada artis
gosteren miR-125b (121,122), AH'lerde azalma gostermekte olup (123), bu hastaliga
kars1 noron koruyucu miRNA olarak goriilmektedir (124).

Ayrica fare embriyolarinda miR-125b regiilasyonunun artmasiyla etanol
indiiklenmis kaspaz-3-aktivasyonu ve etanol kaynakli gelismenin yavaslamasindaki

azalma miR-125b'in etanol baglantili apoptozu 6nledigini gostermektedir (125).

Calismalarimizin sonucunda miR-125b seviyesi alkol kullanim bozuklugu olan
bireylerde kontrol grubuna gore oldukga diisiik ¢ikmistir. Dolayist ile alkol kullanim
bozuklugunun sadece miR-124 degil miR-125b'nin seviyesini azaltmasiyla da AH'ye

yol agabilecegi goriilmektedir.

miR-339-5p, NACC1 ve BCL6'y1 hedef alarak ovaryum kanserinde yayilma ve
istilay1 onler. Dolayist ile miR-339-5p ovaryum kanseri i¢in tiimor baskilayici olarak

gorev almaktadir (108).

Ayrica, MDM2 oncoprotein, tiimor supresor protein olan p53'i baskilar. mir-
339-5p ise MDM2'yi hedef alarak p53 aktivitesinin diizenlenmesinde gorev alir. miR-
339-5p MDM2 oncoprotein ile ters p53 ile dogru orant1 gostermektedir (126).

Yaptigimiz ¢alismada ise miR-339-5p alkol kullanim bozuklugu olan bireylerde
oldukca anlamli diizeyde azalma gostermistir. Bu azalma 6nceden belirtmis oldugumuz
bilgiler 15181inda dolayli olarak p53 proteininde de azalmaya yol agacagindan tiimor
baskilama mekanizmasinda hasarlar meydana gelebilir ve beyin tiimorlerine sebep

olabilir.

Zhang ve c¢alisma arkadaslariin fareleri alkole maruz birakmasiyla mikroglial
hiicrelerde miR-339 artis1 gézlemlenmis (14) olsa da kisa vadeli olarak artisa sebep
olabilen alkol uzun vadeli alkol kullaniminda bireyin zamanla miR-339 anlatim

seviyesini tersine ¢evirmis olabilir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada 4 farkli miRNA'nin anlatim analizi yapilmis olup

bunlardan iiglinde anlamli fark goriilmiistiir. Ancak miR-206 her ne kadar azalma
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gostermis olsa da alkol kullanim bozuklugu olan deney grubu ile kontrol grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. Bunun sebebi, miR-206
normalde iskelet kas hiicrelerinde yiiksek diizeyde anlatim gosterip beyinde anlatim
seviyesinin diisiik olmasi olabilir. Dolayis1 ile aradaki farkin istatistiksel olarak
gercekten anlamli olup olmadigi kullanilan 6rnek sayisinin ve real-time PCR tekrar

sayis1 artiritlmasiyla daha kesin sonug elde edilebilir.

Alkol kullanim bozuklugu gerek daha 6nce yapilmis calismalarda gerek bizim
yapmis oldugumuz calismada gosterilmistir ki ¢esitli miRNA anlatim seviyesini
degistirmektedir. Bu degisimlerin de merkezi sinir sistemine bazi hastaliklara yol
acabilmektedir. Bu hastaliklar arasinda AH, sizofreni gibi onemli rahatsizliklar yer

almaktadir.

Alkol kullanim bozuklugu bireyin ruhsal degisimlerin ¢ok oldugu genclik
donemine denk gelmektedir ve bu donemde hem ruhsal bunalimdan kurtulus yolu hem
de yetiskin birey gibi goriilme cabasi olarak alkol ve sigara kullanimini tercih
edebilmektedir. Sosyal cevre ile beraber alkol tiiketip sarhos olma egilimi de sosyal
icicilik olarak degerlendirilir; ancak alkol kullanim bozukluguna goétiiren bir adimdir

(127).

Alkol tiiketimine baglama yas1 15-18 yaglar1 arasinda yogunlagmaktadir. Ancak
12 yasinda alkolle tanisanlarin orani (%8,2) da dikkate deger derecededir (127).

Bagimlilik tedavi yontemleriyle durdurabilir olsa da tam olarak iyilesme
miimkiin olmadigindan bagimlilik 6ncesi tedbirler alinmalidir. Devlet ve sivil toplum
kuruluglarinin alkol ve diger madde bagimliligi konusunda ¢esitli medya yollariyla
kamu spotlar1 verse de her gecen zaman igerisinde alkol tiiketiminin artmasi (127) bu
caligmalarin tam anlamiyla yetersiz oldugunu gostermektedir. Bu nedenle alkol tiiketimi

ve saglik yoniinden verdigi zararlar konusunda ebeveynler daha iyi bilinglendirilmelidir.

Ayrica MSS'de meydana gelen hasarlarin daha 6nce de degindigimiz gibi geri
dontistimii diger dokulara nispeten daha zor oldugunu hatta tam iyilesmenin miimkiin

olmayacagi alkol kullaniminin hi¢ baglamadan 6nlenmesi gerektigini géstermektedir.

Sonug¢ olarak, alkol, kullanimi ¢ok kiiciik yaslarda baslayan ve kullanim
bozukluguna gotiiren bir madde olmasi, ve geri doniisii zor olmasi, basta ebeveynlerin

daha sonra da devlet ve kamu kuruluslarinin geng¢ bireyleri bu tip aligkanliklara ve
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olumsuz yonde etkileyen sosyal ¢evreye karst korumada daha yaptirici yontemler

kesfetmeyi zorunlu hale getirmektedir.

Ancak zaten alkol kullanim bozuklugu olan bireylerin alkole dayali kanser, AH,
sizofreni, epilepsi gibi fizyolojik hastaliklara yakalanmasinin temelinde miRNA'larin da
etkisi dolayli olarak bulunabilir. miRNA seviyelerinin artmasi veya azalmasinin bu
hastaliklara yol agtigim1 gbz Oniinde bulunduruldugunda miRNA seviyesini
diizenleyecek alkole bagli meydana gelen molekiiler yolaklara bagli hastaliklarin

ilerlemesi durdurulabilir. Hatta hastalikta gerilemelere sebep olabilir.

Yapmis oldugumuz ¢alismanin sonucunda miR-124, -125b ve -399 seviyelerinin
erkek bireylerin frontal korteks bolgesinde alkol kullanim bozukluguna bagli olarak
anlamli derecede azaldiklar1 tespit edilmistir. Daha once de deginildigi iizere bu
miRNA'larin hedef aldigi molekiillerin anlatimlarinda artis glioblastoma, AH ve
sizofreni gibi merkezi sinir sistemi kaynakli hastaliklara neden olmaktadir. Dolayisi ile
alkol tedavisi uygulanirken alkoliin bireyde olusturdugu diger dejenerasyonlar miR-124,
-125b ve -339'un da icinde yer aldigi miRNA seviyesini diizene sokabilecek tedavi
yontemleri ilerleyen ¢alismalarda gelistirilebilir ve boylece miRNA etkili hastaliklarin
Oniline ge¢ilmesi miimkiin kilinabilir. Ancak miRNA seviyesinde anormal artiglarin
farkli hastaliklara da yol agabilecegi de dikkate alinirsa miRNA tedavisinde doz ayarini

1yi belirlemek gerekmektedir.
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HAM VERILER

DENEY GRUBU Real-Time PCR SONUCLARI

Ornek Nu. RNU miR-124 miR-125b miR-339 miR-206
112 14,91 15,39 17,95 22,32 25,67
164 15,82 15,90 15,09 24,45 26,66
401 16,19 15,76 15,69 24,74 31,13
403 17,48 15,97 14,16 22,80 27,83
413 16,71 14,45 15,56 22,74 24,01
456 16,63 13,95 13,20 20,83 27,17
476 16,16 14,57 14,05 24,41 25,34

3776 14,74 22,18 20,71 29,63 31,67
3928 16,98 18,60 18,21 27,06 28,55
3983 17,62 19,81 19,95 28,74 30,61
4004 14,43 18,32 17,55 26,65 29,56
4010 25,22 23,31 22,59 31,02 31,79
4013 13,93 17,34 16,08 24,34 28,70
4022 19,14 16,19 15,70 23,71 29,11
4025 15,99 18,74 18,16 27,09 32,47
4107 16,20 19,30 20,04 30,43 35,57
4110 18,37 18,29 19,46 28,23 34,19
4111 18,75 24,61 25,23 34,07 35,23
4116 19,10 16,30 15,20 25,23 30,61
4262 17,04 15,39 15,43 26,95 31,79
4298 22,38 19,90 19,82 28,27 31,91
4344 18,82 19,26 20,37 27,45 29,29
4359 21,15 18,35 17,49 25,78 26,97
4400 17,78 16,83 16,76 23,44 22,78
4591 18,15 20,09 21,62 26,97 27,46
4659 16,28 18,71 18,31 25,36 30,96
4778 16,75 19,26 18,84 28,51 29,96
4782 16,22 19,58 19,83 29,22 30,48
4871 20,03 18,37 17,08 25,65 27,20
4910 19,50 18,29 18,41 27,28 29,49
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KONTROL GRUBU Real-Time PCR SONUGCLARI

Ornek Nu. RNU miR-124 miR-125b miR-339 miR-206
278 21,68 14,93 13,69 22,48 29,20
376 17,10 15,29 14,38 22,00 29,95
393 17,49 14,66 13,99 22,71 28,51
394 24,94 21,07 21,33 32,38 33,53
395 16,94 13,51 13,67 21,58 29,17
397 15,34 12,13 12,30 20,53 28,26
399 23,81 14,88 16,07 24,62 33,42
402 22,21 18,72 16,53 24,61 32,38
404 17,04 15,13 15,91 23,79 30,30
405 23,78 19,50 17,80 24,90 31,25
406 18,69 14,43 14,88 23,64 29,59
408 16,94 14,54 13,74 22,79 30,12
411 18,88 15,43 13,42 22,29 26,42
415 18,28 13,87 13,01 20,63 28,73
416 15,97 14,60 12,46 21,04 27,94
417 16,98 14,33 13,29 21,05 28,00
445 19,82 17,35 15,97 25,40 28,18
449 17,86 12,87 14,21 22,88 29,30
450 25,81 16,11 18,07 26,59 33,43
452 25,79 22,11 22,82 30,98 31,92
454 18,54 15,56 14,47 23,34 30,48
458 21,24 17,11 16,04 26,60 31,41
472 17,52 13,98 14,38 22,71 22,52
473 17,97 16,53 14,62 24,70 29,15
474 23,37 18,93 19,62 27,82 32,70
475 19,03 16,13 12,32 22,64 22,45
495 19,24 13,96 14,25 22,64 30,57
498 25,24 17,81 17,64 27,56 28,40
500 19,65 13,77 12,86 23,41 29,23

4255 21,62 16,48 15,41 25,75 32,78
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FORMLAR

ALKOL KULLANIM BOZUKLUGU
Ornek No: Tarih:
1-Bireyin Yas:: 2-Cinsiyeti: 3-Oliim Tarihi:

4-Bireyin alkole baglama yasi:

5-Birey ne siklikla alkol kullanirdi?

oHemen Hergiin oHaftada 3-5 glin
oHaftada bir oHaftada 1-2 giin
oAyda 2-3 glin oDaha seyrek

6-Genellikle ne tiir alkol kullanirdi? (birden cok sik isaretienebilir)
osert igkiler (raki, votka, viski, cin vb) osarap (sampanya dahil) obira odider (belirtiniz)

7-Alkol kullandig giinler genellikle ne kadar alkol alirch?
(hangi ickiyi ne miktarda igtigi. kadeh, tek, duble, sige, kutu vb)

8-Alkole bagh ailevi, mesleki, saghkla ilgili ya da yasal bir problem yasamismiydi?
Evetse liitfen tanimlayiniz.
(Grnek: esiyle bu ylzden tartismalari olurdu, icki alinca sabah ise geg kaldigi olurdu, igince agresif olurdu vb)

9-En son ne zaman alkol tiikettigini biliyorsunuz?

oVefat Ettigi glin oVefattan Onceki Son birkag Giin Iginde

oVefattan yaklasik 1 hafta énce oVefattan yaklagik 10-15 giin énce

oVefattan en az 1 ay énce

10-Kisi daha az bir miktar ya da siire icmeyi istedigi halde bu miktar ya da sureyi ¢ok astigi olur muydu?
(baslayinca duramama)

oEvet o Hayir oBilmiyorum

11-Kisi alkolii birakmay: ya da azaltmayi denedigi halde yine alkol kullanmaya basladigi oldu mu? (birakacagina
ya da azaltacagina sz verip sonra yine ayni sekilde igme)

oEvet o Hayir oBilmiyorum

12-Kisi alkol kullanmaya ¢ok zaman ayirir miydi?

oEvet o Hayir oBilmiyorum
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13-Kisi alkol kullanmak igin gok istek duyar miydi?
oEvet o Hayir oBilmiyorum

14-Kiginin isteki, okuldaki ya da evdeki yiikiimliiliiklerini yerine getiremeyecek sekilde tekrarlayan alkol
kullanimi olur muydu? (aksam alkol aldig igin ertesi giin ise geg gitme, randevulanm aksatma vb)

oEvet o Hayir oBilmiyorum

15-Kisi alkoliin neden oldugu yineleyici toplumsal ya da kisileraras: sorunlar yagar miydi? (Es ile tartigma ya
da arkadasglanyla sorun yasama vh)

oEvet o Hayir aBilmiyorum

16-Kisi alkol kullammindan &tiirii dnemli birtakim toplumsal, isle ilgili etkinlikleri ya da eglenme-dinlenme
etkinliklerini birakiti mi1 ya da azaltti mi? (Grnegdin icemeyecegi sosyal ortamlara katilmama, sporu ya da
hobilerini birakma vb)

oEvet o Hayir oBilmiyorum

17-Kiginin yineleyici bir bigimde, tehlikeli olabilecek durumlarda madde kullanimi olur muydu? (alkollii arag
kullanmak vb)

oEvet o Hayir oBilmiyorum

18-Alkole bagh ya da alkoliin siddetlendirdigi bedensel ya da ruhsal bir rahatsizhig olmasina ragmen alkol
kullanmay sirdiirdii mii? (mide ya da karaciger problemleri, panik ataklar vb)

oEvet o Hayir oBilmiyorum

19-Kisi alkole dayamikh miydi? Gok igse de etkilenmeme ya da yillar iginde igtigi miktann giderek artmasi stz
konusu mu?

oEvet o Hayir oBilmiyorum

20-Kisi alkolii biraktig: zaman ilk giinlerde garpinti, titreme, bulanti, huzursuzluk, uyku bozuklugu gibi sorunlar
yagar miydi?

oEvet o Hayir aBilmiyorum
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