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OZET

MikroRNA (miRNA) Olusum Yolaginda Yer Alan Gen Polimo rfizmlerinin Dikkat
Eksikligi ve Hiperaktivite Bozuklugu Riski Uzerine Olasi Etkilerinin Arastirilmasi

Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (DEHB); yayginhg1 ve yasam
kalitesine etkisi acisindan, onemli bir psikiyatrik bozukluktur. Cocukluk ¢aginin en
sik gorillen norodavramigsal bozukluklarindan biridir ve hastahk eriskinlik
doneminde de devam edebilmektedir. DEHB etiyolojisinde; ozellikle cevresel ve
genetik faktorler oOnemlidir. Hastahi@in mendeliyen kahitim gostermemesi ve
multifaktoriyel olarak kalitilmasi, hastahgin genetik mekanizmasimin tam olarak
anlasilmasin1 zorlastirmaktadir. Bu nedenle hastaligin etiyolojisinin farkl agilardan
calisiimasi gerekliligine ihtiya¢c duyulmaktadir. miRNA’lar, kodlanmayan RNA’lar
arasinda yer almaktadir ve 6karyot gen ifadesinin translasyonal diizenlenmesinde rol
aldig1 diisiiniilmektedir. MiIRNA ana sekansinda ya da miRNA hedefinde tek
niikleotid polimorfizm (SNP) miR SNP olarak isimlendirilir. miR SNP’nin kodlanan
protein seviyesinin ekspresyon diizeyini degistirerek, cesitli hastaliklarin olusmasina
neden olabildigi bildirilmektedir. Calismamizda, miRNA olusum yolaginda yer alan
genlerin polimorfizmleri ile DEHB arasinda bir iliskinin olup olmadig: hipotezi, Real-
Time PCR ile genotipleme yapilarak arastirildi. Cahsmaya, kontrol grubundan 164,
vaka grubundan ise 191 birey dahil edildi. Kontrol grubunda yas ortalamasi 27,23
+9,01, vaka grubunda 27,84 £9,19’dur. Genotip ve allel dagihmlar1 degerlendirmeleri
sonucunda RNASEN, XPO5, RAN, DICER1 (her iki SNP), TARBP2, AGO2, GEMIN3
ve GEMIN4 genlerindeki polimorfizmlerle DEHB arasinda iliski gozlenmedi. AGO1
rs595961°de hem allel hem de genotip dagilimlarinda, DGCRS8 rs1640299°de ise sadece
allel dagihminda anlamhlik gozlendi (p<0,05). Bu arastirma, su ana kadar miR
SNP’lerin DEHB ile olan olas1 iliskisini degerlendiren ilk calismadir. Baska bir
merkez tarafindan daha genis caph bir calismada, bulgularin tekrarlanmasi
sonuclarin dogrulanmas1 acisindan onemlidir. Verilerimiz miRNA'min DEHB
etiyolojisindeki roliiniin ortaya c¢ikartilmasi amaciyla yapilacak arastirmalar i¢in yol
gosterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: DEHB, miRNA, miR SNP, AGO1, DGCRS8
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ABSTRACT

Investigation of The Gene Polymorphism's Possible Effect on The Risk of Attention
Deficit and Hyperactivity Disorder Located in the microRNA(mMiRNA) Formation
Pathway

Attention deficit and hyperactivity disorder (ADHD) is a major psychiatric
disorder in terms of prevalence and life quality. It is one of the most common
neurobehavioral disorders of childhood, and the disease may carry on adulthood. In
the etiology of ADHD, environmental and genetic factors are seriously important.
Disease is not inherited as a Mendelian and show multifactorial inheritance so
completely understanding of the genetic mechanism of the disease is difficulty.
Therefore, studying different aspects of the etiology of this disease are needed.
MiRNAs that are noncoding RNAs thought to play a role of translational regulation of
eukaryotic gene expression. The main miRNA sequence or on target miRNA; single
nucleotide polymorphism (SNP) called miR SNP. miR SNP’s alter the level of
expression of the encoded protein level may cause a variety of diseases have been
reported. In this study, the hypothesis of the relationship between genes
polymorphism’s located in the microRNA(miRNA) formation pathway and ADHD
was investigated by performing genotype with Real-Time PCR. The study included
164 individual from control group, and 191 from case group. The mean age of the
control group is 27.23 + 9.01, and the case group is 27.84 + 9.19. According to the
results of genotype and allele distributions; no relationship observed between ADHD
and the polymorphism in genes RNASEN, XPO5, RAN, DICER1 (both SNP),
TARBP2, AGO2, GEMIN3 and GEMIN4. The genotype and allele distribution of
rs595961 AGOL, and only the allele distribution of DGCR8 rs1640299 was found to be
significance (p <0.05). This study is the first study evaluating the possible relationship
between miR SNPs with ADHD until now. A large scale study from other center is
important in order to repeat verification of results. Our data will be enlight for
research of the miRNA’s role of the etiology of ADHD.

Keywords: ADHD, miRNA, miR SNP, AGO1, DGCR8
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1. GIRIS

Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (DEHB); yayginlig1 ve yasam kalitesine
etkisi acisindan, yiiksek genetik geg¢is gosteren onemli bir psikiyatrik bozukluktur (1).
Cocukluk ¢aginin en sik goriilen ndrodavranissal bozukluklarindan biridir (2). DEHB
sendromunun adi ve klinigi sik¢a degismektedir. DEHB zaman igerisinde “minimal beyin
hasar1”, “minimal beyin fonksiyon bozuklugu”, “minimal serebral fonksiyon bozuklugu”,
“hiperkinezis” ve “hiperaktif ¢cocuk sendromu” olarak c¢esitli sekillerde ifade edilmistir (3).

Farkli populasyonlarda DEHB goriilme siklig1 dikkate deger bir dneme sahiptir.
Bircok caligsma gosteriyor ki; DEHB’nin diinya genelinde ¢ocukluk ¢aginda goriilme orani
18 yas altindaki erkek ¢ocuklar igin %6 ile %16 iken; kiz ¢ocuklar i¢in bu oran %2 ile %9
arasmndadir. Ulkemizde ise DEHB yayginligi toplum &rnekleminde %8.1 ile %8.6; klinik
orneklemde ise %8.6 ile % 29.4 arasinda bildirilmistir. Cocuklukta DEHB tanisi alan
bireylerin %5-8’inde hastalik ergenlik ve yetiskinlikte siireklilik gdsterebilmektedir (1, 3-
5).

DEHB etiyolojisinde ¢ok sayida gen ¢alisilmis ve bu genlerin gegisinin
mekanizmalar1 agiklanmaya calisgilmistir (6, 7). Genetik etkenlerin yani sira, gevresel
sartlarin da DEHB olusumunda rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Cevresel etkenler i¢in
en tutarli bulgular; anne karninda sigaraya maruz kalma ve diisik dogum agirlhigy/
gestasyonel yas i¢in elde edilmistir (8). Cevresel risk faktdrlerine maruz kalma, bireysel
direng ve yatkinlik gibi 6zelliklerden de etkilenebilir. Dolayisiyla, risk etkenlerine maruz
kalan biitlin bireyler DEHB gelistirmeyebilecegi gibi, duyarli gen varyasyonlarini tagiyan
bireyler ¢evresel risk faktorleriyle karsilasmadiginda DEHB ortaya ¢ikmayabilir.

DEHB etiyolojisinin mendeliyen kalitimla agiklanamamis olmasi ve hastaligin
ortaya ¢ikmasindaki mekanizmanin heniiz aydinlatilamamis olmasi arastirmacilart alternatif
arayislara yonlendirmektedir.

miRNA’lar kodlanmayan RNA’lar arasinda yer almaktadir. miRNA’larin 6karyot
gen ifadesinin translasyonal diizenlenmesinde rol aldigi diisiiniilmektedir. Gilinlimiizde
binin lizerinde sayida miRNA belirlenmistir. miRNA'larin polimorfizmlerini arastiran az

sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bu calismalardan bir tanesi olan Wen-Hsiung Li ve ark.



yaptigi calismada 173 insan pre-miRNA'nin dizi analizi yapilmis ve 10 adet tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) bulunmustur (7). miRNA ana sekansinda ya da miRNA hedefinde bir
SNP olusmasi, miR SNP olarak isimlendirilir. miR SNP, miRNA kompleksinin
baglanmasin etkileyebilir. Bu degisim kodlanan protein seviyesinin ekspresyon seviyesini
degistirerek sonugta c¢esitli hastaliklarin olusmasina neden olan fenotip degismelerine yol
agabilir (7,9).

SNP caligmalari ile genetik olarak diizensizlik riski tagiyan bireyleri belirleyebiliriz.
miRNA’daki ve miRNA olusum yolagindaki gen polimorfizmleri, olgun miRNA
olusumunu etkileyebilir ve bu yolla miRNA ekspresyonu da etkilenmis olabilir. miRNA ile
iligkili polimorfizmler, bircok mRNA'yt ve bunlarin hedefindeki bircok genin
ekspresyonunu etkileyebilir ve boylece protein diizeylerinde bir degisim gozlenebilir. miR
SNP’lerin neden oldugu pek ¢ok hastalik bircok yayinda ifade edilmistir. Bunlara
Sethubay ve ark.’nin kardiyovaskiiler hastaliklar, Tan ve ark.’nin otoimmiin hastaliklar,
Jensen ve ark.’nmin noropsikiyatrik hastaliklar iizerine olan etkilerininin gosterildigi
caligmalar1 6rnek olarak gosterebiliriz (7, 9-11).

Bu ¢alisma; miRNA olusum yolaginda yer alan genlerin polimorfizmleri ile DEHB
arasinda bir iligkinin olup olmadigi hipotezi ile olusturulmustur. Elde edilecek verilerin;
DEHB’de miRNA varyasyonlarin1 tanimlamada ve diizensizligin etiyolojisini agiklamada,
yol gosterici olacagini diisiinmekteyiz. miRNA olusum yolagindaki gen polimorfizmleri ile
DEHB arasinda muhtemel bir iliskinin c¢alisilmasi; literatiirde multifaktoriyel olarak
tanimlanan bu hastaligin, genetik yatkinligimin belirlenmesi ve tani konulmasi agisindan

onemli olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu (DEHB)

Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB); yaygin goézlenen, genellikle
cocukluk caginda baglayan, diirtiisellik ve hiperaktivitenin arttigi gelisimsel, uygunsuz
dikkatsizlik ile karakterize noropsikiyatrik bir bozukluktur. Klinik agidan heterojen olup,
yiiksek olasilikla kalitilan bir hastaliktir (5,12).

Ik kez Still George’nin “moral kontrol kusuru” olarak tanimladig1 bu bozuklugun,
bir fonksiyonu olarak; ¢evre ile iliskili bilissel kusur, ahlaki biling kusuru ve engelleyici
irade kusuru olmak tizere ii¢ farkli kusurun ortaya ¢ikabilecegi sonucuna varilmigtir (13).
DEHB’nin temel oOzellikleri olan; hiperaktif davraniglar, dirtlisellik ve dikkatin
toplanmasindaki yetersizlik, bir ¢ocugun akademik, sosyal ve ev ortamlarindaki gelisme
yetenegini biiyiik 6l¢iide kesintiye ugratabilmektedir. Cocuk ve ergen bireyler i¢in Birlesik
Devletler’de yapilan ¢alismalarda; DEHB prevelansini, Barkley & Biederman %3 ile %11
arasinda, Mash & Barkley %4.2 ile %6.3 arasinda, Rohde ise %05.29 olarak belirtmistir
(14). Cocuklukta DEHB tanisi alan bireylerin, %5-8’inde hastalik ergenlik ve yetiskinlikte
stireklilik gosterebilmektedir (13, 14).

Benzer bulgular yetiskin DEHB ¢alismalarinda goriilmiistiir. Borland ve Heckman,
DEHB olan erigkinlerde; antisosyal kisilik, anksiyete, depresyon ve madde kullanim
bozukluklar1 arasindaki iliskide yiliksek oran bildirmistir. Morrison ve ark.; ayakta tedavi
goren DEHB hastalarinin, psikiyatrik kontrol grubu ile karsilastirildiginda, antisosyal
kisilik bozuklugu oranlarinin, daha yiiksek oldugu gézlemlemistir (15).

DEHB yayginlig1 ve yasam kalitesine etkisi agisindan yiiksek genetik gec¢is gosteren
onemli bir psikiyatrik bozukluktur. DEHB nin ¢ocuklar iizerinde oldugu kadar anne-baba
ve sosyal cevre iizerinde de etkileri vardir. DEHB tanili cocuga sahip ailelerin; ¢ocuklarina
bakim verebilme sorumluluklarinin arttigi, annelik/babalik doyumunun ve giliven
duygularinin azaldigi, secim yapabilme olanaklarinin azaldigi, annelik/babalik stresi ve

bosanma oraninin arttig1 bildirilmektedir (16).



2.1.1. Tarihge

DEHB ilk kez, 1846 yilinda Dr. Heinrich Hoffmann tarafindan hiperaktif olan oglu,
Carl Philip i¢in yazdig1 “Struwwelpeter” adli gocuk kitabinda tanimlanmistir. Ancak;
bilimsel anlamda, c¢ocuklarda davranigsal durum bozuklugu iizerine ilk ciddi klinik
arastirmacilar, Still George ve Alfred Tredgold olarak kabul edilmektedir (17).

Still’in 1902 yilinda moral kontroldeki sorunlar “defects in moral control” olarak
bahsettigi ve literatirde DEHB olarak tanimlanan bu hastaligin ad1 ve tan1 koyma 6l¢iitleri
giiniimiize gelene dek bircok degisime ugramistir. DEHB’nin etiyopatogenezinde ¢evresel
faktorler etkili olmakla birlikte, biiyiik oranda genetik faktorler de rol oynamaktadir. Birinci
Diinya savasi sonrasinda, ortaya c¢ikan letarjik ensefalit epidemisi sirasinda, ensefalit
gecirmis olan ¢ocuklarda hastaliktan sonra gelisen ve Still’in tanimladigina benzeyen
davranig bozukluklarinin gozlenmesi, hastaligin ortaya ¢ikisinda beyin hasarlarinin etkili
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Benzer sekilde, 1934’te Khan ve Cohen beyin sapinda
olusan bir hasara bagl olarak hastaligin gelistigini ve bu yiizden de “organik” kokenli
olabilecegi goriisiinii 6ne siirmiiglerdir. 1937°de Bradley tarafindan “en diisiik beyin
hasar1”, 1960°ta Clements ve Peter tarafindan “en diisiik beyin islev bozuklugu” adlarini
alirken, 1968’de yaymlanan DSM-II (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders-Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel Elkitabi)’de ise “hiperkinezi” ya da
“hiperaktif ¢cocuk sendromu” seklinde isimler almistir. DSM-IV (1994)’e gore ise “Dikkat
Eksikligi/Hiperaktivite Bozuklugu olarak tanimlanmistir (Sekil 2.1) (3, 13, 18).

Erigkinler agisindan DEHB ile ilgili ilk olgu bildirimleri 1960’lara kadar dayansa
da, ilk diizenli ¢alisma 1976’da Wood ve Reimherr’in onderligindeki bir grup tarafindan
baslatilmistir. Sonraki yillarda eriskin donemde DEHB konusundaki arastirmalar giiniimiize

kadar artarak devam etmektedir (19).
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Sekil 2.1. Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugunun tarihi (19)

2.1.2. Epidemiyoloji

DEHB, ilk hastalik belirtileri cocukluk caginda goriilen, oldukc¢a yaygin ve
kalitilabilen bir hastaliktir. Cocuk ve ergenlerde gozlenen DEHB prevelansinin diinya
genelinde %5.3 oldugu tahmin edilmektedir. DEHB goriilme sikligi; yasla ters orantili
olmakla birlikte, bu ¢ocuklarin %40-70 kadarinda ergenlikte ve %350 kadarinda da
yetiskinlikte devamlilik gosterebilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda; %5 olarak
tahmin edilen goriilme sikliginin, okul ¢cagi ¢ocuklarda %7-8’e ve yetiskinlerde ise %4-5’e
yiikseldigi belirtilmektedir (20-22).

Goriilme siklig1; yas, cinsiyet, kronik saglik problemleri, ailesel diizensizlikler,
diisiik sosyo-ekonomik diizey gibi sebeplerden dolayr acik degiskenlik gostermektedir.
DEHB goriilme sikligi, cinsiyet bakimindan farklilik gosterip, yetiskin erkeklerde %4.1
iken, kadinlarda %2.7°dir. Yetiskin erkek ve kadinlarda; DEHB tanisi sirasinda, belirgin
ortak 6zellikler gosteren bulgular Sekil 2.2” de gosterilmistir (20, 22, 23).
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Sekil 2.2. Yetiskin erkek ve kadinlarda; DEHB tanisi sirasinda, belirgin ortak 6zelliklerin goriilme sikliginin
yaklagik yilizdeleri (23).

Aslinda DEHB’nin degisik etnik gruplara ait popiilasyonlarda goriilme sikligi
yiiksektir. Ornegin; Birlesik Devletler’de %2,5- 4, Ingiltere’de %1,7, Ispanya’ %8, Yeni
Zelanda’da %6,7°dir. Ulkemizde ise, DEHB yayginhig toplum &rnekleminde %8,1 ile
%38,6; klinik 6rneklemde ise %38,6 ile % 29,4 arasinda bildirilmistir. Bu baglamda yapilan
ikiz ¢alismalari; klinik farkliliklar (heterojenite) géstermis olmakla beraber, ailelerdeki
baglant1 analizleri de, klinik farklilik gdstermis ve bu genetik fakliliklar genetik alt tip
cesitliliklerinde biiyiik ya da kiigiik etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (1, 8, 20).

2.1.3. Tam

Cocukluk ¢agi DEHB icin 1960’11 yillardan itibaren bir¢ok bilimsel siniflandirma
Olctitleri kullanilmistir. Bunlardan donemlerine gore en ¢ok kabul gorenleri; “Hastaliklarin
ve iliskili durumlarin uluslararast smiflandirilmas1 (International Classification of
Diseases-ICD) 9, 10; diizensizlikler i¢in diagnostik ve istatiksel el kitabi (The Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders -DSM) 11, 1IR, III ve DSM IV ’tiir. Giinlimiizde
kabul edilen olgiitler Amerikan Psikiyatri Birligi’nin 1994 yilinda yaymladigit DSM-1V
olgiitleridir (13, 24).

DSM-1V olgiitlerine gére, DEHB’nin 3 temel alt tipi bulunmaktadir. Bunlar;



I. Genelde hiperaktif-diirtiisellik: Asir1 hareketli ve huzursuz bir ¢ocuk, her zaman "hareket
halinde" goriiniir, zorla bekler ve oturamaz, olgunlasmamis bir sekilde davranir, fiziksel
sinirlar koyulamaz ve yikici davranislar sergileyebilirler.

II. Genelde dikkatsiz: unutkan, kolayca dikkati dagilan, agik¢a hayal kuran ve gorevlerini
zorlukla tamamlayabilen bir ¢cocuk.

I1. Karisik tip (25).

2.1.3.1. Diizensizlikler icin Diagnostik ve Istatiksel Manuel IV (DSM-IV; The
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)’e gore dikkat eksikligi ve
hiperaktivite bozuklugunun tam olg¢iitleri:
Sekil 2. 3°’te DEHB nin klinik algoritmas1 verilmistir. Buna gore;
A. Asagidakilerden (I) ya da (II) vardir:
(): Asagidaki dikkatsizlik semptomlarindan altis1 ya da daha fazlasi, en az 6 ay siire ile,
uyumsuzluk dogurucu ve gelisim diizeyine gore aykir1 bir derecede devam eder:
Dikkatsizlik:
e (ogu zaman dikkatini ayrintilara veremez ya da okul ddevlerinde, islerinde ya da
diger etkinliklerde dikkatsizce hatalar yapar.
e (Cogu zaman lizerine aldig1 gorevlerde ya da oynadig etkinliklerde dikkati dagilir.
e (Cogu zaman kendisi ile konusuldugunda tam olarak dinlemiyor goriiniir.
e (Cogu zaman yonergeleri izlemez ve okul 6devlerini, ufak tefek isleri ya da
isyerindeki gorevlerini tamamlayamaz.
e (ogu zaman etkinlik, gérev planlamada ve diizenlemede zorluk c¢eker.
e (Cogu zaman belirli bir siire lizerinde zihinsel g¢aba gerektiren okul calismasi, ev
Odevi gibi gorevlerden hoslanmaz, kacinir, isteksiz davranir.
e (Cogu zaman yapmakta oldugu gorev (is) ya da etkinlik i¢in gerekli olan malzemeyi
(kalem, oyuncak, alet) kaybeder.
e (Cogu zaman disaridan gelen uyarilarla dikkati kolaylikla ¢elinir.

e Giinliik etkinliklerinde ve isinde cogu zaman unutkanliklar yasar.



(11): Asagidaki hiperaktivite-diirtiisellik semptomlarindan altis1 ya da daha fazlasi en az 6

ay siire ile, uyumsuzluk dogurucu ve gelisim diizeyine gore aykir1 bir derecede devam eder:

Hiperaktivite:

Cogu zaman eli ayagi bos durmaz, oturdugu yerde kipirdanir durur.

Cogu zaman oturmasi gerekli durumlarda, 6rn. derste kalkip gezinir.

Cogu zaman uygunsuz bir halde gezinir, tirmanir durur (ergen ya da yetiskin ise
huzursuzdur).

Cogu zaman oyun ya da eglence etkinliklerini sakince siirdiirmede zorlanir.

Cogu zaman ¢ogunlukla hareket halindedir ya da kurulmus motor gibidir.

Cogu zaman ¢ok konusur.

Impulsivite (Diirtiisellik):

Cogu zaman soru bitmeden cevaplamaya kalkar.

Cogu zaman sirasini beklemede zorlanir.

Cogu zaman bagkalarin rahatsiz edecek sekilde cogunlukla béler, satasir (6rn.
konusmaya ya da oyuna girer).

B. Bozulmaya yol agan bazi hiperaktif-diirtiisel semptomlar ya da dikkatsizlik

semptomlar1 7 yagindan 6nce de vardir.

C. Iki ya da daha fazla ortamda, semptomlardan kaynaklanan bir bozulma vardir

(okulda, iste, ya da evde).

D. Toplumsal, okuldaki ya da mesleki islevsellikte, klinik agidan belirgin bir

bozulma oldugunun agik kanitlar1 vardir.

E. Bu semptomlar sadece yaygin gelisimsel bir bozukluk, sizofreni ya da diger bir

psikotik bozuklugun gidisi sirasinda ortaya ¢ikmamaktadir ve baska bir mental bozuklukla

daha iyi agiklanamaz. (Orn. duygudurum bozuklugu, anksiyete bozuklugu, dissosiyatif

bozukluk, kisilik bozuklugu gibi) (24).
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Sekil 2.3. DEHB’in klinik algoritmasi (2).



DEHB’nin yiiksek prevelansta olmasi ve zararli etkilerinin gézlenmesi nedeniyle;
klinisyenler i¢in hastaligin anlagilmasi ve tanisinin konulmasi son derece énemlidir. Bell’in
2011 yilinda yayinladig1 derlemeye gore, DSM-1V, DEHB i¢in her ne kadar iyi bir tani
rehberi olsa da, yetiskinlere uygulamada bosluk ve eksiklere neden olabilmektedir. Bundan
dolayi, DSM-V olusturulmas: fikri ortaya atilmistir (14).

DSM-IV’ iin; eriskin donem igin yetersiz kalmasi sebebiyle, Wender’ in “Utah
Kriterleri” olarak bilinen olgiitleri alternatif olarak bildirilmektedir. Utah kriterlerine gore;
yetiskin DEHB tan1 olgiitleri, DSM 6lciitlerine gore; yetiskin bireye, ¢ocukluk ¢aginda
DEHB tanist konmus olmasmin yani sira, asagidaki sorunlardan en az ikisini birlikte
gosteriyor olmasi gerekmektedir.

A.Motor hiperaktivite

B.Dikkat eksikligi

C. Duygudurumda degiskenlik

D. Cabuk parlama/kolay 6fkelenme

E.Strese tahammiilsiizliik, asir1 tepkisellik

F. Daginiklik, planlama/organizasyon problemleri
G.Diirtiisellik

H.Iliskili Ozellikler (3).

DEHB; tanis1 klinik degerlendirmeyle konulan bir bozukluk oldugundan, kullanilan
Olciitlerin yan1 sira, bu amagla gelistirilen 6l¢ekler de bulunmaktadir.
Eriskin DEHB Degerlendirme/Derecelendirme Olgekleri;

-Copeland Symptom Checklist ( Copeland, 1989)

-Wender Utah Rating Scale (WURS) (Ward ve ark., 1993)

-Adult Report Scale (ARS) (Weyandt, 1995)

-Brown ADD Scale (Brown, 1996)

-Attention Deficit Scales for Adults (ADSA) ( Triolo and Murphy, 1996)
-Symtom inventory for ADHD (Barkley, 1998)

-Conners' Adult ADHD Rating Scale (CAARS) (Erhardt ve ark, 1999)
-Young ADHD Questionnaire- Self Report and -informant Report (YAO-S
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ve YAO-I) (Young, 2004)
- Adult ADHD Rating Scale (Adler, 2003) (26).

2.1.4. Etiyoloji

DEHB tek bir patofizyoloji ile ortaya ¢ikmayip, ¢cok daha karmasik bir etiyolojiye
sahiptir. Hiperaktivitenin gelismesinde; hem genetik hem de cevresel faktorler birlikte
multifaktoriyel olarak ortaya c¢ikmasina sebep olmaktadir. Bir¢ok calismada, DEHB
etiyolojisinde genetik faktorlerin etkili oldugunu ve kalitilabilme olasiliginin = %60-90
oldugu ileri siiriilmektedir (5, 27, 28).

Son yillarda; fonksiyonel nérogoriintiileme, genetik ve farmakolojik ¢alismalar ile
klasik multifaktoriyel bir bozukluk olarak kabul edilen DEHB’nin patofizyolojisi,
noradrenerjik ve dopaminerjik sistemlerin i¢inde frontostriatal yollarinin dengesizliginin
yant sira, bir fonksiyon bozuklugu oldugu da 6ne stirtilmiistiir (17).

Prefrontal korteks; dogru noro-kimyasal ortam ile dikkat, davranis ve duygu gibi
gerekli islevlerin diizenleyicisidir; ancak bu bolge DEHB hastalarinda zayif ve normal
islevinin altinda ¢aligmaktadir. Farmakolojik ¢alismalar, nérogdriintiileme c¢aligsmalar1 ve
hayvan modelleri DEHB’de; dopaminerjik, serotonerjik ve noradrenalin dengesizligini 6ne
cikarmaktadirlar (20,17).

Son zamanlarda, bir¢ok ¢alisma DEHB hastalarinda yapisal beyin anomalilerin var
oldugunu acik¢a ortaya koymustur. Caligmalarin biiytlik bir kismi, DEHB hastalarinin beyin
hacminde o6zellikle, prefrontal korteks, anterior singulat korteks, bazal ganglia ve
serebellumda azalma oldugunu bildirmektedir. Calismalarda; DEHB’li ¢ocuklardaki
kortikal gelisimin ve beyin gelisiminin, saglikli kontrollere goére 3 yil sonra oldugu

gorilmiistiir (Sekil 2.4) (5, 15, 27).
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Sekil 2.4. 8-16 yaslardaki kompozit 3-D goriintiileme verileri: Renkli bélgeler DEHB’1i hastalarla saglikli
kontroller arasindaki korteks kalinliginin farkini ifade etmektedir. Parlakligin fazla olmasi farkin da fazla
oldugunu belirtir (29).

2.1.5. Cevresel Etmenler

DEHB’nin etiyopatogenezinde pre-, peri- ve postnatal ¢evresel faktorlerin 6nemli
rol oynadig1 bilinmektedir. Annenin gebelik siirecindeki yasam sekli prenatal faktorlerle
iliskilidir. Ornegin, prenatal alkol maruziyetinin, beyinde 6zellikle serebellumda yapisal
anomalilerin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu bilinmektedir. Prenatal donemde alkole maruz
kalan c¢ocuklarda hiperaktif, diirtiisel, yikici (bozucu) psikiyatrik bozukluklarin ortaya
ciktigr kanitlanmistir. Gebelikte sigara kullanimi da, DEHB riskini 2,7 kat arttirmaktadir.
Sigara kullanimi, muhtemelen dopaminerjik aktiviteyi diizenleyen nikotinik reseptorleri
etkilemektedir. Dopamin ise dikkat, hafizanin c¢alismasi ve merkezi sinir sisteminde
yolaklarin geri bildiriminde rol oynamaktadir. Giinimiizde dopaminerjik hatanin
DEHB’nin patofizyolojisi ile ilintili oldugu goriisti kabul gormektedir (5, 27).

Perinatal faktorlerden; dogum agirlig1 ¢ok diisiik ¢cocuklarda ve daha sonra DEHB
tanis1 alan ¢ocuklarin annelerinde, gebelik ve dogum komplikasyonlarinin goriilmiis olmasi
da, DEHB’nin iki kat artmis olarak gézlenmesine neden oldugu 6ne siiriillmektedir (27).

Postnatal faktorlerden; yetersiz beslenme ve diyetsel bozukluklar DEHB’in ortaya

cikmasinda etkili olabilmektedir. Esansiyel yag asitlerinin dengesizligi (omega 3 ve 6),
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DEHB gelisme potansiyelini arttirdigi fikri one stiriilmektedir. Bazi vakalarda demir

eksikliginin goriilmesi de bu durumun ortaya ¢ikmasinda etkili olabilmektedir (27).

2.1.6. Genetik Temel

Insan genom projesindeki calismalarm basarisi; DEHB gibi karmasik yapisi olan
hastaliklarin genetik nedenini arastirmada heyecan yaratmistir. Bir dizi aile, evlat edinme
ve ikiz ¢alismalar;; DEHB’in fenotipik ifadesindeki genetik faktorlerin belirlenmesinde
onemli verilerin elde edilmesine neden olmustur. Neredeyse tiim molekiiler genetik
calismalar; dopaminerjik ve noradrenerjik yolaklarla baglanti tizerine odaklanmistir (30).

Faraone ve Biederman’in yaptiklar1 bir ¢alismada, DEHB tanis1 almis yetiskinlerin
cocuklarindaki DEHB prevalansinin %57 oldugu ifade edilmistir. Bunu takip eden
calismalara gore; tek bir ebeveynde DEHB tanisi1 olmasi, ¢ocuklarinda hastaligin goriilme
oraninin %20 ile % 54 arasinda gozlenmesine neden olmaktadir. Dolayisiyla
ebeveynlerdeki hastaligin, ¢ocuklarda hastalanma riskini sekiz kat arttirdigi One
stiriilmektedir (1, 15).

Ikiz calismalar sonrasi; genetik yatkinligim, ortalama %77 oldugu gosterilmistir. Bu
yiiksek sikliga ragmen, Dikkat eksikligi / hiperaktivite bozuklugu uyumluluk oranlari
karsilastirildiginda; dizigotik ikizlerde bu oran % 29 iken, monozigotik ikizlerde bu oranin
% 81 oldugu goriilmiistiir (1,5).

Bu veriler ve evlat edinme ¢aligmalarinin 1g18inda, hastaligin ailesel gegis gosterdigi
ve genetik yatkinlikla ilintili oldugu sonucuna varilmistir. Sekil 2.5°te bazi arastirmacilarin,
calismalar1 sonucunda DEHB nin kalitilabilirligi ile ilgili elde ettikleri veriler gosterilmistir

(1, 23).
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DEHB’in kalitsalligi

Sekil 2.5. Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugunun kalitsalligi (23).

DEHB’de, norotransmiter sistemleri diizenleyen genler sorumlu tutulmustur. Aday gen
caligmalari; hastaligin ortaya ¢ikmasinda, birka¢ genin rol oynadigini ortaya koymustur.
Meta-analizlerle desteklenen genlerin bazilarinin; DRD 4 (Dopamin Reseptor Geni 4),
DRD 5 (Dopamin Reseptor Geni 5), SLC6A3 (Dopamin tastyict gen 1= DATI), SNAP-25
(Sinaptozom iligkili protein-25 kDa), ve HTRI1B (5- hidroksitriptamin “serotonin”
reseptorii 1B) oldugu ortaya konmustur. DEHB i¢in potansiyel allellerin belirlenmesi
amaciyla yapilan genom tarama calismalarinda; kromozomlardan 5pl13, 6ql2, 16pl3,
17p11 ve 11g22-25’te lokalize genlerle baglantili olabilecegi gosterilmistir. Deutsch ve ark.
(1990), DEHB tanili dismorfik g¢ocuklari degerlendirdikleri arastirmalarinda, dismorfik
degisikliklerin otozomal dominant kalitildigin1 6ne siirmiislerdir (1). Bu arastirmada 48 aile
agaci degerlendirilmis ve bu ailelerde tek bir dominant genin hem DEHB tanisi hem de
belirgin olmayan fiziksel anomalilerin olusumunda rol oynayabilecegine dair bulgular elde
edilmistir. Genetik ¢alismalar, dominant genlerin yaninda, resesif major genlerin de kalitim

paterninde islev gordiigii hipotezini 6ne siirmiislerdir. Biiyiik, nadir kromozomal delesyon
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ve duplikasyonlarim da DEHB’li bireylerde artis gosterdigi bildirilmistir. Ancak Klinik
uygulamada, rutin genetik tani testi olarak kullanilmamaktadir (1, 27).

Allelik caligmalar, aile kokenli caligmalardan yola ¢ikarak DEHB hastaligi ile
baglanti gosteren bolgedeki ¢ok sayidaki gen grubundan etiyolojik DEHB genlerinin
saptanmasina olanak saglayabilmektedir. Bu ¢aligmalardaki baglanti dengesizligi
olgularinda, DEHB’den bagimsiz vakalar ve DEHB’li vakalardaki, SNP (tek niikleotid
polimorfizmi) baz cifti degisiklikleri frekanslar1 karsilastirilmistir. DEHB’ nin etiyolojisinin
genetik oldugu disiiniilmektedir ve bu kapsamda incelendiklerinde, dopaminerjik,
serotonerjik, noradrenerjik yolaklardaki dengesizliklerden kaynaklanmakta ve dolayisiyla
etiyolojik olarak, monoamin genleri de, gii¢lii aday genlerdir. Meta-analizler ve toplanmig
verilerin analizleri DEHB ile dopamin reseptérde (DRD4 ve DRDS5), dopamin tasiyicisi
(DAT), sinaptozomal iligkili protein (SNAP 25; 25 kDa) ve serotonin tastyicilarinin
polimorfizmleri arasinda iliski oldugunu desteklemektedir (5, 20).

DEHB ve aday genler arasindaki iliski ve baglanti ¢alismalart gbézden
gecirildiginde; norotransmitter yolaklar iizerinde durulmasi gerektigi 6n plana ¢ikmaktadir.

Norotransmitter sistemler i¢in aday genler temel olarak sunlar igerir:

1) onciil genleri: onciil amino asitlerden iretilen norotransmiterlerin  hizim
etkileyebilir (6rnegin; dopamin i¢in tirozin hidroksilaz)

2) reseptor genleri: ndrotransmiter sinyallerin alinimini igerebilir (6rnegin; 5 dopamin
reseptoriiyle ilgili genler: DRD1, D2, D3, D4, ve DS5)

3) tasiyict genleri: norotransmiterlerin presinaptik uca yeniden konulmasinda rol
alirlar (6rnegin; DAT1)

4) metabolit genleri: nérotransmiterlerin yikiminda ya da metabolizmasinda yer alirlar
(6rnegin; catechol-0-methyl-transferase geni, COMT)

5) bir norotransmiterin baska bir norotransmitere doniismesinden sorumlu genleri
(6rnegin; Dopamin beta hidroksilaz ya da DBH, dopamini norepinefrine doniistiiriir)

(312).
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Aday genlerle ilgili ¢alismalar, ¢ogunlukla dopamin ndrotransmiter sistemleri igeren
genlerle baglamig, diger major nérotransmiter sistemlerin (6rn; adrenerjik, noradrenerjik,
serotonerjik) aday genleriyle devam etmis ve norotransmiter sistemlerin disindaki, beyin ve
sinir sistemi gelisiminin farkli yonlerini i¢ceren genlerle iliskilendirilmeye c¢alisiimistir (20).

Yapilan ¢aligmalarda DEHB nin ailesel ve kalitimsal gegis gosterdigi saptanmissa da;
diger ¢cogu psikiyatrik bozuklukta oldugu gibi, soy agaglarinin incelenmesi sonunda tutarli
bir Mendelyen kalittm bigimi goOstermemistir. Bu sebeplerle bir¢cok hastaligin
etiyolojisininde etkisi oldugu diisiiniilen, proteine kodlanmayan kiiciik RNA (ncRNA)
molekiilleri iizerinde durulmaya baslanmistir. Yaklagik 20 yil 6nce kesfedilen ve ncRNA
cesitlerinden biri olan mikroRNA (miRNA)’larin, 6zellikle Alzheimer, Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklarla; iligkilendirilmeye calisildig1 belirtilmektedir.

2.2. mikroRNA (miRNA)

Insan genomunun yaklasik %97’si kodlanmayan DNA’dan olusmaktadir. Genomik
kodun biiyiik bir kismi ise sadece RNA’ya doniisiirken, asla proteine ¢evrilmezler. Proteine
kodlanmayan RNA (non-protein-coding RNA —ncRNA-) olarak adlandirilan bu grubun
onemli iglevlerinin oldugu belirtilmistir. Kabaca kii¢iik (<400 nukleotid) ve biiylik (>400
nukleotid) olarak iki gruba ayrilan ncRNA’lardan miRNA’lar, kiiciik (<400 nukleotid)
ncRNA’lar igerisinde yer alirlar (32, 33).

[k olarak 1993 yilinda Lee ve arkadaslari tarafindan, Caenorhabditis elegans’ta
kesfedilen; lin-4 (lineage-deficient-4) ve let-7 (lethal-7) olarak isimlendirilen miRNA’lar;
kiiciik diizenleyici RNA’larin bir sinifi olarak giindeme gelmislerdir. miRNA'lar son yirmi
yilda, gen ekspresyonunun kritik diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikmislardir. miRNA'larin
kesfedilmesi, tip biliminde potansiyel uygulamalar agisindan o6nemli bir atilim olmustur.
Insan genomundaki toplam 2000’in {izerinde miRNA cesidi tanimlanmis olsa da, bu say1
yeni c¢aligmalar ile siirekli artmaktadir. Memeli genlerinin yaklasitk %30 kadarinin
miRNA'lar tarafindan diizenlenmekte oldugu tahmin edilmektedir. mMiRNA’larin biyolojik
fonksiyonu tam olarak belirlenememis olmakla beraber, hiicre ¢ogalmasindan ve
farklilagmadan, apoptozdan, stres cevabindan sorumlu oldugu ifade edilmektedir. Cesitli

hastaliklarda miRNA'larin rolii, oniimiizdeki yillar i¢inde netlik kazanacaktir. Gelecekte,
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Ozgiin miRNA’larin ifadesi, bir tedavinin etkisinde izleme ya da tani koymada birer

biyomarker olarak kullanilabilinecektir (32-38).

2.2.1. mikro RNA (miRNA) Olusum Basamaklari

Cogu miRNA kodlayan gen, yapisal olarak protein kodlayan genlere benzer.
MikroRNA’lar, birbirini izleyen ii¢ adimlik islem siireci sonucunda meydana gelir. Ilk
adimda miRNA genlerinden, primer miRNA(pri-miRNA)’larin transkripsiyonu gergeklesir.
Ikinci adimda pri-miRNA’lar; niikleus iginde, &nciil miRNA(pre-miRNA)’lara
doniistiiriiliir. Ugiincii ve son adimda olgun miRNA’larin sitoplazma i¢inde olusumu

gergeklesir (Sekil 2.6) (39, 40).

miRNA’lar, genom iizerinde protein kodlayan intron veya ekzon bolgeleri ve
protein kodlamayan bdlgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan; fakat
proteine translasyonu gerceklesmeyen fonksiyonel RNA molekiilleridir. Olgun miRNA’lar
20-25 niikleotid uzunlugunda, tek zincirli molekiillerdir. Primer miRNA transkripleri (pri-
miRNA’lar) genellikle RNA polimeraz II (kii¢iik bir grubu RNA polimeraz III) tarafindan
intragenik ya da intergenik kromozomal (genomik) DNA’dan sentezlenir. Pri-miRNA’lar
“cap”’lenmis ve “poli-adenil”’lenmis olup, birkac¢ kilobaz uzunlugundadirlar. Pri-miRNA’lar

¢ift zincirde bir ya da daha fazla sayida sa¢ tokasi ilmegi ve bir terminal ug igerirler (11, 32,
35, 39, 41).
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Sekil 2.6. miRNA olusum yolaginin sematik gosterimi (35).
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miRNA olusum siireci ¢ekirdekte baslar (Sekil 2.6). Pri-miRNA’lar mikroislemci
kompleks (microprocessor complex) tarafindan yaklasik 70 niikleotid uzunlugundaki, 6nciil
mIiRNA (precursor miRNA=pre-miRNA) formuna doniistiiriiliir. Mikroislemci kompleksi
bir, sinif II RNaz III protein ailesi olan Drosha ve onun kofaktorii olan ¢ift iplikli RNA
baglayic1 protein DGCRS8 (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8)’in olusturdugu
komplekstir (insanlardaki adi DGCRS8 olan proteinin adi Caenorhabditis elegans’ta
PASHA’dir) (Sekil 2.7) (39, 42).

&
4

= =
Sekil 2.7. Mikroislemci kompleksin pri-miRNA ile kurdugu bagin ¢izimsel gosterimi. DROSHA yesil renk
ile DGCR 8 ise mavi renk ile gosterilmistir. Siyah oklar ayrilma bolgelerini isaret etmektedir (42).

Cekirdekte pre-miRNA formuna doniistiiriilen yapi, Exportin-5 (XPO-5) tarafindan
RanGTP bagimli olarak sitoplazmaya tasinir. Pre-miRNA sitoplazmada, siif III RNaz III
iiyesi olan Dicer endoniikleaz enzimi ile ~20-25 niikleotid uzunlugundaki ¢ift zincirli
rehber (guide) ve yolcu (passenger) zincirden olusan miRNA/miRNA* dubleksine ¢evrilir.
Memeli hiicrelerinde Dicer; trans-aktivasyon yanit elemant RNA baglayici protein (trans-
activation response element RNA binding protein, TRBP = TARBP) ve interferon uyarici
protein kinaz aktivator protein (PACT) ile i birligi icerisindedir. Dicer, pre-miRNA’nin

sa¢ tokasi ilmigini keser. Bu kesimin ardindan miRNA/miRNA* dubleksinden sadece bir
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tanesi RISC (RNA-induced silencing complex = RNA ile uyarilmig sessizlestirme
kompleksi) igerisine girer. Secgilen bu zincir, 5 ucu ile Argonaute (AGO) proteinine
baglanan rehber zincirdir. Rehber zincirin 5 ucu, 6teki zincirin ucuna gore daha kararhdir.
RISC, AGO ve rehber zincirin birlikte olusturdugu yapi1 mi-RISC olarak adlandirilir.
Komplekse dahil olmayan zincir, yolcu zincir (miRNA*) olarak adlandirilir. Bu zincir
niikleazlar tarafindan parcalanarak yok edilir. mi-RISC; Dicer, TARBP, PACT, GEMIN 3
(Gem “gekirdek organeli” Iliskili Protein 3) ve GEMIN 4 (Gem “cekirdek organeli” Iliskili
Protein 4) gibi birkag proteini igerir; fakat bu proteinler dogrudan AGO ile iliskilidir. AGO
proteinlerinin memeli hiicrelerde AGO 1, AGO 2, AGO 3 ve AGO 4 olmak tizere 4 farkli
formu, her bir proteinin de N-terminal, PAZ, orta ve Piwi olmak iizere de 4 bdlgesi
bulunmaktadir (35, 39, 41, 43-45).

Tek zincirli miRNA’y1 iceren aktif RISC kompleksi miRNA’daki 2-8 niikleotidlik
cekirdek dizi (seed sequnce) ile mRNA (messenger RNA)’ya baglanir. Bu eslesme,
mRNA’nin 3’UTR (untranslated region) bolgesi ya da ORF (open reading frame) ucu
tarafinda gerceklesir. 3° UTR tarafindaki eslesme, miikkemmel olmayan eksik bir eslesme
seklinde gerceklesirken, ORF ile kurulan bag miikemmel bir sekilde gerceklesir (Sekil 2.8)
(39, 40,41).

5 -pUGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA-3 ’

37-,A...AAUACCUUACAUUUCUUCAUACAU. . .pppG™=5"~

Sekil 2.8. miRNA’lar kendi ¢ekirdek sekanslari ile mRNA’ya baglanirlar (sar1 ile vurgulanmistir). Argonaute
proteine bagli bir miRNA yapisi bu konumda baz eslestirmeyi Onlese bile tipik olarak miRNA baglanma
bolgesi miRNA’nin ilk nukleotidinin karsisina yerlesir, ilk nukleotidin karsisinda bir adenozin (alt1 ¢izgili)
bulunur (46).

mi-RISC kompleksi, AGO yardimiyla hedef mRNA’nin yikimini baslatmakta
ve/veya protein translasyonunun baskilanmasina neden olmaktadir. Ayn1 zamanda yapilan
son ¢aligmalarda miRNA’larin, translasyonu arttirdig1 yoniinde ifadeler de bulunmaktadir.
Buna gore; hiicre dongiisii arest durumunda iken, TNF o (tumor necrosis factor-alpha)
aktivasyon sinyali lizerinden miR 368-3 direkt AU-Rich element (ARE) ile iliskili olarak
translasyonu aktive etmektedir (35, 39, 45, 47).
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2.2.2. miRNA-SNP iliskileri

Son zamanlarda , miRNA diizenleyicilerinin kendilerinin, kendi genlerini veya
hedef bolgeleri tizerindeki tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ile diizenledikleri agikga
ortaya konmustur. SNP’ler sekans varyasyonlarinin tekrar etmeyen bir formu olup, bir tiire
ait bireyler arasindaki cesitlilige katkida bulunan faktorlerden biridir. Baz1 genom boyu
iliski ¢alismalarinda (GWAS) belirlenen tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) 6nemi
arastirtlmis ve bazt SNP’lerin genomun kodlanmayan boliimlerine ait oldugu belirlenmistir.
Binlerce SNP karakterize edilmis ve deneysel olarak birgok miRNA'nin hedef bolgelerine
gecerliligi onaylanmistir, fakat asil miRNA dizilerinin ¢esitliligi azdir. Bu SNP’lerin
cogunun, MIRNA-baglayici bdlgeleri olusturmak igin oldugu tahmin edilmektedir.
Potansiyel olarak, bu tiir polimorfizmlerin bireyler arasindaki fenotipik farkliliklara katkida
bulunuyor olabilecegi disiiniilmektedir (33, 48).

SNP’ler; pri-miRNA, pre-miRNA ya da olgun miRNA seviyelerinde meydana
gelebilmekte ve olgun miRNA’larin ifade seviyelerini potansiyel olarak etkileyerek,
miRNA fonksiyonunu etkilemektedir. Ilkesel olarak pri- ya da pre- sekanslarda belirli
SNP’ler, miRNA onciillerinde degisime neden olabilmekte, olgun miRNA’larin ifade
seviyelerini degistirebilmekte ve dolayisiyla  etkinlik ve / veya secicilikte hedefi
degistirebilmektedir (Sekil 2.9) (49, 50).

miRNA oOnciilerinde SNP’lerin tanimlanmasinda ilk ¢alisma 2005 yilinda Iwai ve
Naraba tarafindan yapilmis olsa da, miR SNP’lerin insan hastaliklariyla iliskisi, 2007
yilinda Martin ve ark. tarafindan gosterilmistir (11, 50).

Ana sekansta ya da miRNA hedefinde; bir SNP’nin olusmasi, miR SNP olarak
adlandirilir. miR SNP’ler ise, miRNA kompleksinin baglanmasini olumsuz etkileyebilirler.
Bu degisim kodlanan protein seviyesinin ekspresyon seviyesini degistirerek, sonugta cesitli
hastaliklarin olusmasina neden olan fenotip degismelerine yol acabilmektedir. miRNA’
larin hedef bolgeleri ve onlarin hastaliklarla iligkili bolgelerinde meydana gelen SNP’ler,
gen regiilasyon bozukluguna neden olmaktadir. Bu bozukluklarin cesitli kanserler,
kardiyovaskiiler bozukluklar, diyabet ve ndrodejeneratif hastaliklarla iligkili oldugu rapor

edilmistir. Ayrica, miR SNP’ler fonksiyon kaybi ya da kazanimlarina sebep olabilmektedir.
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Ornegin sizofrenide miR-510 ve mMiR-502’deki SNP’ler fonksiyon kaybina neden
oluyorken, konjenital kalp hastaliginda miR-196a2’deki SNP, fonksiyon kazanimina neden
olabilmektedir (7, 48, 50).
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Sekil 2.9. SNP’lerin miRNA siirecindeki rolii (11).

2.2.3. miRNA’larin noropsikiyatrik hastahklarla iliskisi

Psikiyatrik hastaliklarin altinda yatan patofizyolojiler, yeterince anlasilabilmis
degildir. Kiiclik diizenleyici RNA molekiillerinin psikiyatrik hastalikla iliskisi,
diistiniilmekle birlikte, mekanizma tam olarak acgiklanabilmis degildir. Beyin gelisim
asamalarinda, 6zellikle beyin i¢inde ¢ok miktarda ifade edilmesinden dolayr miRNA’larin,
noropsikiyatrik hastaliklarin etiyolojisini aydinlatma caligmalarinda, ilgi odagi olmasina
neden olmaktadir. miRNA genlerinin, gelisimin kritik diizenleyicisi oldugu da One

siiriilmektedir. Merkezi sinir sisteminde miRNA’lar 6zellikle néronal gelisim, farklilagsma,
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norodejenerasyon, gé¢ (migrasyon) ve apoptoz gibi olaylarda rol oynamaktadir (Sekil 2.10)
(51-54).
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Sekil 2.10. Noronal hiicrelerin gelisiminde, farklilagmasinda ve diger basamaklarinda miRNA’larin rolii (54).

miRNA’lar, insanlarn tim dokularinda ifade edilmektedir. miRNA’larin gesitli

rollerinden biri de sinir sisteminin dogru ¢aligmasi i¢in gerekli olmasidir ve miRNA’larin
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%60-70’e yakini beyin dokularinda ndronlara 6zgii olarak ifade edilmektedir (Sekil 2.11)
(55, 56).

Beyin dokusuna 06zgii miRNA’lardan biri olan miR-124, beyin gelisiminde
gereklidir. Ilging bir sekilde, diger genlerde miR-124’iin asir1 ifadesi, néron benzeri
olusumlara yol agmaktadir. Ayrica miR-124’{in néroblastoma hiicrelerindeki asir1 ifadesi
RNA transkriptlerinin kesip ¢ikarma paternini de degistirmektedir. Spesifik miRNA’larin
Ozellikle norolojik hastaliklarla baglantili oldugu, cok sayida yayinda ifade edilmistir.
Ornegin; miR-206 eksikligi amyotrofik lateral skleroz siirecini hizlandirmakta, miR-9’un
eksikligi spinal motor noron hastaligina neden olabilmekte, miR-19, miR-101 ve miR-130,
seviyeleri ataksin 1 seviyesinin yeniden diizenlenmesi nedeniyle de, spinoserebellar ataksi
tip 1°in goriilme sikligini degistirmektedir (51, 55).

Noronal gelisimde, fareler {izerinde en gok ¢alisilan miRNA’lardan biri olan miR-
124°in miR-124-1, -2 ve -3 olmak iizere {i¢ bolgesi bulunmaktadir. Fare genomunda mi-
124-1’in delesyonu, hippokampus ve retinada apoptozu (programli hiicre Oliimii)
arttirmakta ve beynin kii¢iilmesine neden olmaktadir (57).

miRNA’larin ifade edilme seviyelerindeki degisimin; Parkinson, Alzheimer,
Huntington, Tourette sendromu, sizofreni, depresyon ve ruh saghigi bozukluklarinin da
iginde bulundugu, psikiyatrik ve norolojik hastaliklara yol agtigi cok sayida yayinda
belirtilmektedir (Sekil 2.12) (51, 52, 57-59).
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Sekil 2.11. Yetiskin insan beyninde miRNA’larin ifadesi. (A) Insan miRNA ¢ipleri kullanilarak, insan beyin neokorteks duvarinda hibridizasyonla tespit

edilmis farkli miRNA g¢esitlerinin ifadelerinin goreceli seviyeleri. 1000den fazla ifade edilenler yiiksek ifadeli miRNA’lar, 1000’den az-100den fazla ifade
edilenler nadir ya da az ifade edilen miRNA’lar olarak gosterilmistir. (B) miRNA’lar genellikle beyinde ifade edilir. Diger dokularla karsilastirildiginda

beyindeki miRNA seviyesinin zenginliginin goreceli gosterimi (51).
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Sekil 2.12. Bazi noropsikiyatrik hastaliklarin gelisiminde miRNA ve miRNA bilesenlerinin potansiyel rolii
(52).

Sadece miRNA’larin degil, miRNA bilesen ve enzimlerinin de norodejeneratif
hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi gosterilmisti. RNaz III Dicer’in, miRNA
biyogenezinin erken asamalarinda rol oynadigi bilinmektedir. Dicer delesyonunun
fosforilasyon asamalarinda degisim yaratmasi sonrasinda, noronal hiicrelerde azalma
oldugu vurgulanmistir. Farelerle yapilan ¢alismalarda; Dicer’in embriyogenez sirasinda
delesyonu sonucunda, oligodentroglial farklilasmada ve ndronal gog ve farklilagmasinda
ortaya ¢ikan anomalilerde etkili oldugu 6ne siirilmektedir. Purkinje hiicrelerinden Dicer’in
uzaklastirilmas1 sonrasinda, purkinje hiicrelerinin 6ldiigii buna bagli olarak da beyincik
dejenerasyonlarinin ve ataksinin gelisti§ini rapor edilmistir. Mikroislemci kompleksi
tiyelerinden Drosha’da meydana gelen mutasyonlarin da, Parkinson hastaliginda rol
oynadigi ifade edilmistir. DGCRS8 baskilandigi zaman, merkezi sinir sisteminde morfolojik
anomalilerin ve mekansal hafiza-bagimli 6grenme bozuklugu gibi 6grenme kusurlarinin
ortaya ¢iktigi, GEMIN-3 ve GEMIN-4 proteinlerinin, yasamsal motor ndronlardaki
mutasyonunun da norodejeneratif hastaliklardan spinal miiskiiler distrofiye neden oldugu

belirtilmistir (54-58, 60).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Araclar-Gerecler ve Kimyasallar

3.1.1. Kullamilan Cihazlar ve Laboratuvar Ekipmanlari
» Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)
1.5 ml'lik eppendorf tiipleri
Santrifiij (Niive NF-800)
15 ml'lik Polipropilen Santrifiij Tiipleri (BD Falcon)
Hassas Terazi (AND GR-200)
Derin Dondurucu (Argelik 2031D)
Real-Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems)
Standart 96 Kuyucuklu Polipropilen Real Time PCR Plate (Applied Biosystems)
Microamp 96 Kuyucuklu Real Time PCR Plate i¢in Film (Applied Biosystems)
Etiiv (Niive EN-500)
Otoklav (Niive OT 4060 V, OT 40 L)
Vorteks (VELP)
Mikropipet Seti (Eppendorf)
Buzdolabi (Argelik 8188 NF)

V V V V V V VYV V V VYV V V VY

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
» Sodyum Etilendiamintetraasetik asit (Na,EDTA) (Sigma E-5134)
Etanol (Merck)
Primerler ve Problar (Metabion International AG)
2 x TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA)
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Tris-Hidroklorit (Sigma T-7149)
Proteinaz K (Fermentas E00491)

vV V.V V V VY
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» Steril Apirojen Distile Su (Mustafa Nevzat)
» Amonyum Asetat (C,H;NO,)
» Sodyum Kloriir (NaCl) (Merck)
3.1.3. DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

3.1.3.1. Niiklei Lizis Tampon Cozeltisi

10 mM Tris-HCl................ 1,576 gr (pH 8)
400 mM NaCl.................... 23,4 gr
2 mM NaEDTA................ 0,7gr (pH 7,4)

Distile su ile 11t'ye tamamlanarak ¢oziildii.

3.1.3.2. %10 SDS
10 gr SDS 100 ml distile su ile ¢oziildi. (pH 7,2).

3.1.3.3. TE Tampon Cozeltisi

10 mM Tris-HCl................ 0,394 gr (pH 8)
1 mM Na,EDTA................ 0,093 gr

250 ml distile suda ¢oziildii.

3.1.3.4. 10 M Amonyum Asetat (C,H7NO,) Tampon Cozelti
148 ar C,H/NO,
200 ml distile suda ¢oziildii.

3.1.3.5. Proteinaz K icin Tampon Cozeltisi

10mM Tris-HCl................ 0,394 gr
200 ml distile suda ¢oziildii. Otaklavda steril edildi. +4 OC"de sakland.

28



3.2. Vaka-Kontrol Grubunun Olusturulmasi ve Periferik Kan Orneklerinin
Toplanmasi

Arastirmaya baslamadan Once, Saghik Bakanligi Tedavi Hizmetleri Genel
Miidiirliigiinden B.10 0TGH.0.79.00.07/ sayili kararla etik kurul onay: alinmistir. Hasta ve
kontrol gruplarindan elde edilen periferik kan Orneklerinden DNA izolasyonu

gerceklestirilip, bu iki 6rneklem grubu tlizerinde genotipleme ¢alismasi yapilmaistir.

3.2.1. Vaka Grubunun Se¢imi

Calismaya dahil edilen hastalarda goniilliilik esas alinarak, bu kisiler ¢alisma hakkinda
bilgilendirilmis ve yazili onaylari alinmistir. Vaka grubunu olustururken okuma - yazmasi
olmayan, norolojik/kronik hastaligi, psikotik bozuklugu, organik nedene bagli psikiyatrik
bozuklugu ve mental retardasyonu olan hastalar dislanmistir. Calismaya Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri Poliklinigi’ne bagvuranlar arasindan;

» 18- 60 yas aras1 olanlar,

» Cocukluk caginda DEHB o6ykiisii olanlar,

> Wender-Utah Degerlendirme Olgegi (WUDO) den 36 ve iizeri puan alanlar (lgegin
Tiirkge uyarlamasinin gegerlilik ve gilivenirliligi yapilmis olup, kesme puani 36

olarak belirlenmistir),

» Eriskin DEB/DEHB Tani ve Degerlendirme Envanterinde birinci ve/veya ikinci
boliimdeki 9 sorudan en az 6 tanesine 2 veya 3 cevabi vermis olanlar,

» DSM-IV tan ol¢iitlerine gore DEHB tanisi konanlar alinmustir.

Bu kriterleri saglayan 191 kisiden olusan bir vaka grubu olusturulmustur.
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3.2.2. Kontrol Grubunun Secimi

Kontrol grubu, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi saglik personeli ve yakinlari
arasindan se¢ilmis, 18 - 60 yas aras1 164 kisiden olusturulmustur. Kontrollerin se¢iminde;
vaka grubundaki se¢imdeki gibi, goniilliiliik esas alinarak, bu kisiler ¢alisma hakkinda
bilgilendirilmis ve yazili onaylar1 alinmigtir. Arastirmaci tarafindan, kontrol grubuna
Erigskin DEB/DEHB Tani ve Degerlendirme Envanteri ve Wender-Utah Degerlendirme
Olgegi (WUDO) uygulanmistir. Kontrol grubu olusturulurken, eriskin DEHB tam
Olciitlerini karsilayan, okuma - yazmasi olmayan, norolojik/kronik hastaligi, psikotik
bozuklugu, organik nedene bagli psikiyatrik bozuklugu ve mental retardasyonu olan
hastalar dislanmigtir. Bireylerin vaka grubu ile benzer cografi bolgeden olmasina dikkat

edilmistir.

Her iki gruba ait bireyden goniilli olarak calismaya katildiklarina dair yazili
beyanlari alindiktan sonra, 4-5 ml periferik kan % 2'lik etilendiamintetraasetik asit (EDTA)

iceren 2 adet 2 ml'lik mor kapakli hemogram tiiplerine alindi.

3.3. Tuzile Coktiirme Yontemi Kullamlarak Periferik Kandan DNA izolasyonu
Periferik kandan DNA izolasyonu i¢in laboratuarimizda rutin olarak kullanilan
manuel tuz ile ¢oktiirme yontemi kullanildi (61). Vaka ve kontrol gruplarina ait kan
ornekleri numaralandirilip siraya konduktan sonra DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20
°C'de sakland1. DNA izolasyonu igin, sirastyla asagidaki basamaklar uygulandi:
1. Niikleus i¢inde bulunan DNA'nin serbest kalmasi i¢in hiicre zarmin ve cekirdeginin
yapisinin parcalanmasi gereklidir. Bu amagla mor kapakli hemogram tiiplerindeki kan 15
ml'lik polipropilen tiipler igine aktarildi ve tizerine 10 ml'ye tamamlanacak sekilde soguk

steril distile su eklendi. Daha sonra 3-4 dk siireyle tiipler hizlica ¢alkalandi.
2. Sonra tiipler oda sicakliginda 10 dk 2000 rpm’de santrifiij edildi.

3. Cokelti ustiindeki s1v1 faz (siipernatant) 7 ml seviyesine kadar atildiktan sonra tekrar 10

ml'ye tamamlamak i¢in soguk steril distile su ilave edildi.

30



4. Oda sicakliginda 10 dk 2000 rpm’de tiip santrifiij edildi ve tekrar siipernatant atildu.

5. Soguk distile su ile yikama islemi sivi faz 7, 5, 3 ve 2ml seviyesine kadar uzaklastiriimak

uzere 4-5 kez tekrarlandi.

6. En son basamakta (siipernatant kismi1 tamamen beyaz oldugunda) tekrarlanan adimda
siipernatant atildiktan sonra ¢okelti lizerine 3 ml nuklei lizis tampon ¢ozeltisi eklendi. Bu

basamak ile niikleus i¢eriginin ortamda serbest kalmas1 saglandi.

7. 10 ng/ml konsantrasyondaki Proteinaz K'den 150 pl ve 200 pl %10 SDS (Sodyum
Dodesil Siilfat) kopiirtmeden yavas yavas eklendi. SDS bir deterjan tiirevi olup, hidrofobik
ve hidrofilik kisma sahip bir molekiil oldugundan yapisinda yag bulunduran hiicre
membraninin ayrismasina neden olur. Dolayisiyla hiicre igerigi serbest hale geger.
Proteinlerin elimine edilmesi i¢in de proteinleri sindiren enzimlerden biri olan Proteinaz K
kullanildi.

8. Proteinaz K'nin optimum diizeyde islevini yapabilmesi igin tiip yaklasik 20 defa alt-iist

edildi ve bir gece 37°C de etiivde inkiibasyona birakildi.

9. Aktif haldeki enzimin denature edilerek etkisinin sonlandirilmas: amaciyla ertesi giin

inkiibasyondan alman 6rnekler 55°C'de 1 saat bekletildi.

10. 2 ml 10 M amonyum asetat (C,H;NO) ilave edilip yavasca yaklasik 20 defa asagi
yukari alt iist edildi. (Amonyum asetat proteinlerin DNA'dan ayrilmasini kolaylastirir.)

11. Oda sicakliginda 10 dk bekletildi ve 15 dk 3500 rpm’de santrifiij edildi.

12. Siipernatant bagka bir tiipe alindi ve ilizerine hacminin 2 kat1 kadar soguk, saf etanol
eklendi. (DNA’nm alkolde ¢6ziinmemesi 6zelligi nedeniyle, DNA molekiil agirligi agir
olmasma ragmen yumaklasip beyaz bir iplik halini alir ve yiizeye dogru ¢ikar ya da

cozeltide asil1 kalir.)

13. DNaz aktivitesinin durdurulabilmesi amaciyla, elde edilen DNA yumaginin miktarina

gore Tris-EDTA (TE; pH 8) tampon ¢ozeltisi eklendi (~500pl).

14. Ardindan tiipler oda sicakliginda bir gece bekletildikten sonra bir sonraki deneye kadar

buzdolabinda +4 °C'de muhafaza edildi.
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3.4. Vaka-Kontrol Gruplarimin Polimorfizmler i¢in Genotip Tayini

3.4.1. Genotiplemesi Yapilacak SNP'lerin Secilmesi

Periferik kan orneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra, hem hasta
hem de kontrol 6rneklem grubu tizerinde genotip belirleme yapildi. Genotipleme Real Time
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time Polymerase Chain Reaction; Real Time PCR)
yontemi ile ilgili, polimorfik sekansa 6zgili problar kullanilarak, Cizelge 3.1°de yer alan
polimorfizmler i¢in yapildi. miRNA olusum yolagindaki genler Sekil 3.1°de temsili olarak
gosterilmistir. Daha 6nce mesane kanseri iizerine yapilmis bir vaka kontrol ¢alismasinda
yer alan miRNA olusum yolaginda gorevli genlere ait polimorfizmler, bu ¢aligmada aday
gen bolgeleri olarak segilmistir (62). Polimorfizmler segilirken Mindr Allel Frekansi
(MAF) 0.01'den biiyiik olanlar arastirmaya dahil edildi. Daha ¢ok gen ekspresyonu
tizerinde etkisi olabilecek bolgelerdeki (3'-UTR ve promotor bolge) polimorfizmler

secilmistir.

32



Cizelge3.1. Tez ¢alismasinda arastirilacak miRNA olusum yolagindaki gen polimorfizmleri

Genin Adi  GenID  SNPrsno Pozisyon Varyant (M>m)
RNASEN 29102 rs10719 3'UTR C>T (G>A)
DGCRS 54487  rs1640299 3'UTR G>T
XPO5 57510 rs11077 J'UTR A>C (T>G)
RAN 5901  rs14035 3UTR C>T (G>A)
DICER1 23405  rs3742330 3'UTR A>G
DICER1 23405 rs13078 3'UTR T>A
TARBP2 6895 rs784567 S'UTR C>T (G>A)
AGO1 26523 rs595961 Intron 10 A>G (T>C)
AGO2 27161  rs4961280 Promotor C>A
GEMIN3 11218 rs197388 Promotor T>A
GEMIN4 50628  rs910924 Promotor C>T
Kisaltmalar: M>m, majér>mindr allel
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Sekil 3.1. Tez ¢aligmasinda arastirilacak miRNA olusum yolagindaki genler ve rs numaralari

3.5. Real Time PCR Genotipleme Deneyi i¢in Primer ve Prob Dizilerinin
Sentezlenmesi

Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) programi ile Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Enstitiisti'nde (NCBI; National Institute of Biotechnology Information) bulunan referans
insan genom dizilerinden yararlanilarak DGCR8, RAN, TARBP2, DICER, XPO5, RNASEN,
AGO1, AGO2, GEMIN3 ve GEMIN4 polimorfizmlerine 6zgii primer ve prob dizileri dizayn
edildi. Sekil 3.2-12°de gosterildigi lizere referans genom dizileri iistte belirtilmis olup,
primer eslesme bolgeleri sar1 ile isaretlenmistir. Yesille isaretlenen bolgeler prob eslesme
bolgesi iken, kirmizi renkle isaretlenen niikleotid polimorfik allelin yerini isaret etmektedir.
Her bir primer ve prob dizisinin iistiinde dizayn yapilirken NCBI'dan kullanilan, insan

referans genom dizileri belirtilmistir.
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NM_001100412.1

AAATAAAAGGAAGTAATGCACATTCACCAAAGTCAAGTTTTCCGTTAAATAGAAGAAAAATCTAATACTTTGT
AATAAAGACCATCCAGCTAAAAACAGATCATTAAAACAACAATAGCGATTTGACTCTGTATTTTATTTCAATG

AGCACACTTCHETTCATTGTCTGCAGGAALAACTAGGCTAGGTCTCAATAGACAACAGTCACAGT TACTGAGCAR

GTAAATACTCCACACTTGCATGCCCTCCTTTATTTCTTGATGTCTTCAGTCT

Sekil 3.2. RNASEN'e ait Real Time PCR yontemi ile ¢ogaltilan rs10719°nin (C>T; G>A) oldugu bolgenin
eslenik (revers) dizisi.

NG_022931.1

AACCATCAAGGTGGTCCCTCTCCAGTCTGGACACGATGCCAGCAAGGATGACGTCCTGCCACCTCCTGGAGTT
ACCCTGGCCTCCTAGGGTCCCTTTTTCTGATGAAGICTTARTIHCCCTARAAGEECCT CTTTGGACACTGAGGC
CCTCTCTGCCTTTCCTGGCCTCCGGCAACAGTTTTTTACAAAGATTTTTTGCAGTCGAGTCCATATGTCCACC
CATTGATTTTTAAAGCTTTTGTGATATTTTAGCATTTTGAAAGACTTTCACAGTGAGAGTAGAAGGTAGATTT
GGAATCATGCATTTTAGCAAGTGGACTTGTTGAAACAGGAAGCAAGGGCCTTCAGTGT

Sekil 3.3. DGCRS8'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs1640299'nin (G>T) yer aldigi
bolgenin dizisi.

NM_020750.2

TGTCATGTGACACTATCTAGGGTACTGTGGCTCTTGTGCCTGAGTGGACCTTGAGGCTGGGGAGGCCAGACTG
AGGGGTCATTCATGGAAGGGCAAGATGTGTGAACTCTAAAGGGGATGTTAGC ACTARAGACTICCCAGCCCTG
GTCCTTGGAGGTACTATACTTGATACTGTGCCAAGTTTAGCAGTAGCCTGTACCATGGATCCCATCAGGTGAC
CAGATTCTTGCCCAAAGCAAAGTTGAGAGAACTGACCAAGTTCTCTTCAGCACTTAGCACCTAACCCAGACAT
GCCCCTTAGGGAGTGGGGAAAGTTTCCTGCCAGCCCAGCAGCAARAGGGCTCAGTGGG

Sekil 3.4. XPO5'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs11077'nin (A>C) yer aldig1 bdlgenin
eslenik (revers) dizisi.
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NT_009755.19

AGGAGTACCTGAAAACTGTGGGTAAACATGGACCATTTTCCTTGCGTATCAACTTCACACTAAGCATCTAACA
TTCAAACAAAAAAGTGCAAAATTTGTAATTATTTTTAACAGCAAGAATTCCCAACCTCCTGCCATCCACTGAT
GTTCCATCCTCTTTCABCTTCTACATTARARCATGATTACTTTTGCCATAAAAGAAAATATTACCCTTARAAT
ATCTATTTGATATGTACAAACCACATTTTTATTCTGACAGGTCACAGATTTTGAGCAAGTGCTTCCCTAGGTG
ACCCTACCTAGCCAATATGAAGGTGGAGCARACACTGCTTTAGCTTAACTGCACTAATATTTACACCATGTAA
CCCTTCTAAC

Sekil 3.5. RAN'a ait Real Time PCR yontemi kullanilarak gogaltilan rs14035'in (C>T) yer aldig1 bolgenin
eslenik (revers) dizisi.

NG_016311.1

TTATTCAAATGTAATTAAAACAACCATATAGGTAATAAACATGACATGAGTTTCTCTTCTGCAGATAATGCAA
ATGGGTTAAAGACTCTTAACATAATTTCAGATGCAGTTAAAAAAAGGTATCAAGGTCTCAGTTTGGTGGCTTC
AATCTTGTGTARACCCATTACHCACCCTARCAGAGEAAGATCCAATATTTTAAATCAACGGGGCCTTGTGCAT
GAACTGCGCTCGATCTGGATTCCAGTGATCCTCTGCAGTGCCCACCTGCCTCCAGGGAGCGACTGAAGAAGCC
GACTGCCG

Sekil 3.6. DICER1'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs3742330'nin (A>G) yer aldigi
bolgenin dizisi.

NG_016311.1

CGCAARAAACTAAAACTACAATTAGTTCCAAAATTTTATACATATGTTAAATGTTTTATTCTGTTATCTATCC
TGTTATCAACCAAACTTTAAATTCTGCCTTCAATTCATTCCACTCACTANCARCTTTAAGTCTTCCTTTCCGA
TTTAAATAATTTTCCCCTTAATTTTTTTTGTTTTGTTTCTTGTTTTGAAT TTTAAAAAGCGGTTTCAGCTATT
GGGAACCTGAGGTTGATTAGCTTTGAGGCTTCGGAGGGCTCTTCTTGCTGCTGCAGATTTGGCAATCCTGTAA
CTTCGACC

Sekil 3.7. DICER1'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak g¢ogaltilan rs13078'nin (A>T) yer aldig
bolgenin dizisi.
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NT_029419.12

AAAGGTTTCACAAAAGAAGCAACACCTGAAGGGAGGTGAAGGACGACCTAGGAAAAGGAAGCAAGTTCTGTGT
CACGGAGGCCCAAGGGCAAGGGGCTTAGGCTGTGGGTTGAGGGGACTGTCTGAGACGGACTTAAACCTGCACC
AGCTCCAGAGCCCTGCGGARRCACACATCCTCEEETCEEEEGT C TAGGTAAGGCCCACCCTCCCAGACCGCA
AAGAGCCAGGATCCGACGGCAGCCTCTCCGGACCAATCACAACCTTCCTTCATCAAGGAGGCGGGGTCGGGGG
GGGCTGAC

Sekil 3.8. TARBP2'ye ait Real Time PCR yontemi kullanilarak cogaltilan rs784567'nin (C>T) yer aldig
bolgenin dizisi.

NT_032977.9

GTGCGAAGCAGGCGATGGCCCAGACTTTGATCTCAATCCCATTGTAGAACTGTTTCCCCCGCATGTCCCAGAC
ACCCTGATTGGGTGTGGCAATGGCCCGGTTCTGGGGATAGGTAGAGGGGCEECCHACEICACCCTCACTACAG
EBAGGTGGGTAGGGGAGCAAAAGCCCCTGGCTATACAACCCAACCACCCCCATATGCCCCGAGATGTTGTCTG
GCCCTGACCCTGCTCACCCGGCCGCCGTACTGCAAGATGGGCGCCGGCAGCACTCGCCCTGTCACCTCCGTCA
TGTCATCC

Sekil 3.9. AGO1'e ait Real Time PCR ydntemi kullanilarak ¢ogaltilan rs595961'nin (A>G) yer aldig1 bolgenin
eslenik (revers) dizisi.

NW_001839140.1

ACGAAATCCTTGCAACAAAGTTCCCCAACACAGCGCTCAAAGGAGCTGAAGGCGGGCTGAGGGCAGCCAGTGA
TGACAGAGCCTTCTGGGCCTTTGCTGAGGCGTGCAGTCGCTGACAGCAGGGCAGTTGGGCCTCAGGGATTTCG
GECCAAAACCACTTTTCECCATAT GTGAAGGAGACAGGGGCAGAGAGAGAGGGTGGGCATCTGCGAACTGGGA
AGATTGATGAGGTTGCATGGTTCATAAATAGGAAAGTGGTAACATTCATGATTATTTAAAAATTTCCTTGAAR
TACTACAG

Sekil 3.10. AGO2'ye ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs4961280'nin (A>C) yer aldig
bolgenin eslenik (revers) dizisi.
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NT_032977.9

TCTCTGCCACTTTTCCTTGCTGTGGTCTTCTGCTCAAATATCAGCTTTTCAAAGAGGTCTTGAACACCCTAAG
ACAGCTCTGTCATCCTCTCTGCTGCCTGGCCTTTCCCAGCACTCTCTTGTTTTGCTTTATTTTTTCTTTATGA
TACTTATACCTACCTGAAATTATATGTCTICTGCCTGTCTCCCACACTCTATGAGGACAAGAACCTATTCTGT
CTTGTTCTCCTCTGCATCCCTAGTGGGAAAAACAATCTGACACATAGGAAATGTTCAATATTTATCAAATGAT
TGAGCTCC

Sekil 3.11. GEMIN3'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs197388'nin (A>T) yer aldigi
bolgenin eslenik (revers) dizisi.

NT_010718.16

GGTGGAGAGTTGGAGTGGCTGTTACTACTCGATCTCAGGGGGAGGAGACAGGCACGCGATGTTTGTGTTTTGT
CAAGCACAGATTGCAAGCTCGGGGTCCAGCGTAAACCCCACCATGTTTGGGCTCACACGGCGCATTTTCTGGG
GAGGACCAGCCGTCAAAAAGIGTCTAGGATCCGGAACGCTGCTGTCTGGAGGGGGCGGCGCGGCAGGAGCGCG
TTGAGGGACTGTATGTGGCGCGAGCTGGGCGGGTGGGAGTGGAAGCCTCGCGTGGTGCGGCCGCGCTGGGTGG
TGGGCGTC

Sekil 3.12. GEMIN4'e ait Real Time PCR ydntemi kullanilarak ¢ogaltilan rs910924'nin (C>T) yer aldig
bdlgenin eslenik (revers) dizisi.

Primer ve prob oligoniikleotid dizileri “Metabion International AG, D-82152
Martinsried/Deutschland” tarafindan sentezlendi. TagMan sisteminde 5’ ve 3’ uc¢larindan
florokrom maddelerle isaretli prob kullanilmaktadir. Prob’un 5' ucunda raportor Yakima
Yellow veya FAM (6-carboxyflurescein) ile isaretlenmis floresan 1s1ma yapabilen boya
baglanmisken; 3 ucunda baskilayici florokrom olarak Black Hole Quencher™ (BHQ)
adindaki “quencher” (sogurucu) kovalent bag ile baglanmistir. Prob tek sarmal durumuna
getirilen hedef molekiil {izerinde, primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere
baglanir. Prob-hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportor
florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ uctaki baskilayici florokrom tarafindan

engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasinin ardindan primer uzamasi
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prob’un baglandig1 noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢cin Taqg DNA
polimeraz enzimi 5°—3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ uctan yikmaya baslar.
Boylece raportor florokrom serbest kalir ve sinyal olusur. Her dongiide iiretilen amplikon
miktariyla dogru orantili olarak sinyalin siddetinde artis gosterir (63,64). Ayrica sitozin
niikleotid yerine sitozin analogu olan C-5 propinil-deoksiribo Sitozin (pdC) ilavesiyle prob
dizayn edilmesi sirasinda floresan boya ile isaretli oligoniikleotidin erime sicakligi (Tm)
arttirtlarak hedefe 6zgiilliik korunmaya calisildi (Cizelge 3.2-12). Her bir pdC eklenmesiyle
Tm yaklasik 2.8°C yiikselmektedir. Prob dizilerinde alt1 ¢izili niikleotid polimorfik alleli
belirtmektedir.

Cizelge 3.2. RNASEN'e ait 3-UTR’de yer alan rs10719 polimorfizmi igin dizayn edilen primer ve prob
dizileri

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
RNASEN 3-UTR C>T (G>A) rs10719

Forward Primer 5’-CATCCAGCTAAAAACAGATCATTAAAAC-3’

Reverse Primer 5’-TGACTGTTGTCTATTGAGACCTAGCCT-3’

Prob A 5’-Yakima Yellow-CTT(pdC)ATT(pdC)ATTGT(pdC)TG(pdC)AGGA-BHQ-1-3”
Prob G 5’-FAM-CTTCGTT(pdC)ATTGT (pdC)TG(pdC)AGGA-BHQ-1-3’

Cizelge 3.3. DGCR8'e ait 3'-UTR'de yer alan rs1640299 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primer ve prob
dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
DGCRS8 3-UTR G>T rs1640299

Forward Primer 5’- TGGCCTCCTAGGGTCCCTT-3’

Reverse Primer 5’- AAGGCAGAGAGGGCCTCAGT-3’

Prob T 5°-Yakima Yellow-T(pdC)TTAATTC(pdC)CTAAAAG(pdC)GCCT-BHQ-1-3"
Prob G 5’-FAM-TCTTAATGC(pdC)CTAAAAG(pdC)GCCT-BHQ-1-3°
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Cizelge 3.4. XPO5'e ait 3-UTR de yer alan rs11077 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primer ve prob dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
XPO5 3-UTR A>C (T>G) rs11077

Forward Primer 5’-TCATGGAAGGGCAAGATGTGT-3’

Reverse Primer 5’-CCATGGTACAGGCTACTGCTAAACT-3’

Prob G 5’-Yakima Yellow-A(pdC)TAAAGA(pdC)TGCC(pdC)AG(pdC)CCT-BHQ-1-3’
Prob T 5’-FAM-A(pdC)TAAAGA(pdC) TTCC(pdC)AG(pdC)C(pdC)T-BHQ-1-3”

Cizelge 3.5. RAN'a ait 3-UTR de yer alan rs14035 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primer ve prob dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi

RAN 3-UTR C>T (G>A) rs14035

Forward Primer 5’-TGCCATCCACTGATGTTCCA-3’

Reverse Primer  5°-TGACCTGTCAGAATAAAAATGTGGTT-3’

Prob G 5’-Yakima Yellow-C(pdC)TGTTTGAGGTT(pdC)TA(pdC)ATTAAAA(pdC)A-BHQ-
Prob A 5’-FAM-C(pdC)TGTTTGAAGTT(pdC)TA(pdC)ATTAAAA(pdC)AT-BHQ-1-3’

Cizelge 3.6. DICER1'e ait 3-UTR de yer alan rs3742330 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primer ve prob
dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
DICER1 3-UTR A>G rs3742330

Forward Primer 5’-TCAAGGTCTCAGTTTGGTGGCT-3’

Reverse Primer 5’-CGAGCGCAGTTCATGCAC-3’

Prob A 5’-Yakima Yellow-AAGGGATTAGACA(pdC)C(pdC)TAA(pdC)AGAGC-BHQ-1-3°
Prob G 5’-FAM-AAGGGATTAGGCA(pdC)C(pdC)TAA(pdC)AGA-BHQ-1-3’
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Cizelge 3.7. DICER1'e ait 3-UTR’de yer alan rs13078 polimorfizmi igin dizayn edilen primer ve prob
dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
DICER1 3-UTR T>A rs13078

Forward Primer 5’-TTAAATTCTGCCTTCAATTCATTCC-3’

Reverse Primer 5°-CCCAATAGCTGAAACCGCTTT-3’

Prob T 5’-Yakima Yellow CT(pdC)A(pdC)TATCAA(PdC)TTTAAGT (pdC)TT(pdC)CTT-
Prob A 5’-FAM-CT(pdC)A(pdC)TAACAA(pdC)TTTAAGT (pdC)TT(pdC)CTT-BHQ-1-3’

Cizelge 3.8. TARBP2'e ait 3-UTR'de yer alan rs784567 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primer ve prob
dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
TARBP2 5-UTR C>T (G>A) rs784567

Forward Primer  5’-AACCTGCACCAGCTCCAGA-3’

Reverse Primer  5’-TGGGAGGGTGGGCCTTA-3’

Prob G 5’-Yakima Yellow- AA(pdC)AGAGATCGGT (pdC)C(pdC)CTCC -BHQ-1-3’
Prob A 5’-FAM-AAA(pdC)AGAGATCAGT (pdC)C(pdC)CT(pdC)C-BHQ-1-3"

Cizelge 3.9. AGO1'e ait intron 10°da yer alan 1s595961 polimorfizmi igin dizayn edilen primer ve prob
dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
AGO1 Intron 10 A>G (T>C) rs595961

Forward Primer 5’-CAATGGCCCGGTTCTGG-3’

Reverse Primer  5’-AGGGGCTTTTGCTCCCCTA-3’

Prob T 5’-Yakima Yellow-G(pdC)CTAGGTGAG(pdC)CT(pdC)AGTAGAGTC-BHQ-1-3’
Prob C 5’-FAM-G(pdC)CCAGGTGAG(pdC)CT (pdC)AGTA-BHQ-1-3°
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Cizelge 3.10. AGO2'ye ait promotor bolgesinde yer alan rs4961280 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primer
ve prob dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
AGO2 Promotor A>C rs4961280

Forward Primer 5’-CCTCTCTCTCTGCCCCTGTCT-3’

Reverse Primer 5’-CAGTTGGGCCTCAGGGATTT-3’

Prob A 5’-Yakima Yellow-T(pdC)A(pdC)ATAT (pdC)CACAAAA(pdC) T(pdC)GT-BHQ-1-3’
Prob C 5’-FAM-TT(pdC)ACATAT (pdC)CCCAAAA(pdC)TCGT-BHQ-1-3"

Cizelge 3.11. GEMIN3'e ait promotor bolgesinde yer alan rs197388 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primer
ve prob dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi

GEMIN3 Promotor T>A rs197388

Forward Primer  5’-CCCAGCACTCTCTTGTTTTGCT-3’

Reverse Primer  5-AGACAGAATAGGTTCTTGTCCTCATAGAGT-3’

Prob A 5’-Yakima Yellow- ATTATATGT(pdC)TA(pdC)TGC(pdC)TGT(pdC)T(pdC)C-
Prob T 5’-FAM- TATATGT (pdC)TT(pdC)TGC(pdC)TGT (pdC)T(pdC)C-BHQ-1-3’

Cizelge 3.12. GEMIN4'e ait promotor bdlgesinde yer alan rs910924 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primer
ve prob dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
GEMIN4 Promotor C>T rs910924

Forward Primer  5°-CACCATGTTTGGGCTCACAC-3’

Reverse Primer  5’-CGCCACATACAGTCCCTCAA-3’

Prob C 5’-Yakima Yellow-CAGCCGTCAAAAAGCGTCTAGGATC-BHQ-1-3’
Prob T 5’-FAM-CCGTCAAAAAGTGTCTAGGATCCGGA-BHQ-1-3°
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3.6. Real Time PCR Yontemiyle Genotipleme Calismasi

Real Time PCR Genotipleme deneyi Applied Biosystems (ABI) Prism 7500 Real Time
PCR cihaz1 iizerinde gergeklestirildi. Calisilacak her bir allele ait reaksiyon karisimi
hazirland1 (Cizelge 3.14). Hazirlanan bu es zamanli PCR reaksiyon karigimi 96 kuyucuklu
saydam polipropilen tabagin (plate) kuyucuklarmmin her birine 22,5ul olacak sekilde
dagitildi. Hazirlanan karigimin kontamine olup olmadigini tespit edebilmek amaciyla her
bir reaksiyon tabaginin ilk kuyucugu 6rnek DNA icermeyen negatif kontrol kuyucugu
olarak kullanildi. Negatif kontrol kuyucugu hari¢ her kuyucuga genomik DNA 6rneginden
2,5ul ilave edildi. Reaksiyon karigimi kuyucuklara dagitildiktan sonra 96 kuyucuklu plate
icin Microamp® Real Time PCR Film (Applied Biosystems) ile kuyucuklarin iizeri
kaplanmistir. Tabak 1s1 bloguna yerlestirildikten sonra her gen i¢in belirlenen reaksiyon
sartlar1 ile deney gergeklestirildi (Cizelge 3.13) (Sekil 3.12). Yaklasik 135 ile 150 dakika
arasinda siiren deneylerin ardindan multicomponent grafikleri lizerinden genotip tayini

yapild.
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Cizelge 3.13. Calisilan genlere ait Real Time PCR ¢aligma sartlari

60 °C’de 1 dakika

95 °C’de 10 dakika

95°C’de 60 °C’de

) . 50 dongii
15 saniye 1,5 dakika
95°C’de 60 °C’de

) ) 50 dongii
15 saniye 1,5 dakika
95°C’de 60 °C’de

. . 50 dongii
15 saniye 1,5 dakika
95°C’de 60 °C’de

) ) 50 dongi
15 saniye 1,5 dakika
95°C’de 65 °C’de

. . 50 dongii
15 saniye 1 dakika
95°C’de 64 °C’de

] . 50 dongi
15 saniye 1 dakika
95°C’de 62 °C’de

. . 50 dongii
15 saniye 1 dakika
95°C’de 65°C’de

] . 50 dongii
15 saniye 1 dakika
95°C’de 58 °C’de

. . 50 dongii
15 saniye 1 dakika
95°C’de 66 °C’de

] . 50 dongii
15 saniye 1 dakika
95 °C’de 67 °C’de

. . 50 dongii
15 saniye 1 dakika

95 °C’de 10 dakika
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Step 1

Step2

Step1

Sekil 3.12. AGOI genine ait bir Real Time ¢alisma sartlar1 6rnegi

Cizelge 3.14. Calisilan genlere ait Real Time PCR karisim hacimleri (* FAM

** Yakima Yellow)

GEN 2X TagMan Primer-F Primer-R Prob 1 Prob 2 Steril Distile
SNP rs No | Master Mix (ul) (ub) (ub) (ub) (ub) Su (ul)
155 ul 75 ul
RNASEN 1250 250 250 " W 500
rs10719 Prob A(T)** | Prob G(C)*
75 ul 38 ul
DGCRS 1250 250 250 d " 500
rs1640299 Prob T** Prob G*
160 ul 60 ul
XPOS 1250 250 250 ! ’ 500
rs11077 Prob G(C)** | Prob T(A)*
180 ul 40 ul
RAN 1250 250 250 H i 500
rs14035 ProbG** Prob A*
150 ul 50 ul
DICER1 1250 250 250 " s 500
rs3742330 Prob A** Prob G*
100 ul 50 pl
DICER1 1250 250 250 # i 500
rs13078 Prob T** Prob A*
200 pl 60 ul
TARBP2 1250 250 250 " " 500
rs784567 ProbG(C))** | ProbA(T)*
220 ul 140 pl
AGOL 1250 250 250 . - 500
rs595961 ProbT(A)** | Prob C(G)*
140 pl 70 ul
AGO2 1250 250 250 # " 500
rs4961280 Prob A** Prob C*
140 pl 60 ul
GEMINS 1250 250 250 a - 500
rs197388 Prob A** Prob T*
200 pul 80 ul
il 1250 250 250 " " 500
rs910924 Prob C* Prob T**
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3.7. Genotipleme Deneyleri Sonrasinda Genotiplerin Belirlenmesi

SDS 2.0.3 yazilimi ile logaritmik ¢izelgede gercek zamanli ¢ogalim egrilerinin
analizi yapilarak genotipler belirlendi. Es zamanli PCR cihaz1 ile elde edilen ¢ogalma
(amplifikasyon) egrileri ile rneklerin genotipi tayin edilmeye caligildi. Polimorfik allelleri
tagiyan ve 5 ucunda prob bagli DNA oligoniikleotidin floresan 1g1ma miktarinin birim PCR
termal dongiisiine gore, DNA c¢ift zincirli molekiiler yapiya sahip oldugundan, her bir
dongii sonunda DNA miktari iki katina ¢ikacagindan dolay artis egrisinin Sekil 3.13'tekine
benzer bir sekilde sigmoidal olmasi beklenmektedir. Ancak reaksiyon sonunda ortamdaki

PCR bilesenleri tiikkendiginden egri, plato evresine girer ve yatay seyreder.

Multicomponent Plot

900.000 -
800.000 4

700.000 4
600.000 -
500.000 4

400.000 4

Fluorescence

300000 | —_

200.000 {
100.000 1

|

|

i

|

J

0 . . . . .
a 10 20 30 20 50

Cycle

| Legend

I Rrox BEvIC IHFAM

=
Sekil 3.13. RAN rs14035 polimorfizmi C>T ( =G>A) igin genotipleme deneyi sonucunda elde edilen
multicomponent grafiginde heterozigot GA genotipi
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Sekil 3.14. RAN rs14035 polimorfizmi C>T ( =G>A) i¢in genotipleme deneyi sonucunda elde edilen
multicomponent grafiginde homozigot GG genotipi
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Sekil 3.15. RAN rs14035 polimorfizmi C>T ( =G>A) igin genotipleme deneyi sonucunda elde edilen
multicomponent grafiginde homozigot AA genotipi

47



Sekil 1.13'de mavi renkli egri A allelini tagiyan DNA fragmanin, yesil renkli egri G
allelini ve kirmizi renkli yatay ¢izgi arka plandaki 1gimay1 belirten ROX (6-Karboksi-X-
Rhodamin) pasif referans boyay1 temsil etmektedir. ROX analiz sirasinda floresan 1s1manin
normalize edilebilmesi i¢in gerekli referans 1s1may1 yapar. Bu ¢izgi arka plandaki bazal
diizeydeki floresan 1s1may1 temsil etmektedir. ROX 1g1masina bagl olarak da her deneysel
kurulum kendine bir bazal seviye belirlemis olmaktadir. G allelini tastyan prob Yakima
Yellow’la ve A alleli ise FAM (5-Karboksifloresin) ile isaretlenmistir. Bu durumda genotip
heterozigot GA olarak degerlendirildi. Sekil 3.14’de 1s1ma sadece yesil renkli ¢izgide ani
VIC probunda oldugundan GG genotipi olarak Sekil 3.15°de sadece mavi renkli ¢izgide
yani FAM probunda 1s1ma oldugundan AA genotipi olarak degerlendirildi.

3.8. Genotip Verilerinin Diizenlenmesi ve Istatistiksel Analizi

Gruplar arasinda yas bakimindan bir farklilik olup olmadiginin incelenmesi
amaciyla “Independent Samples t test ” kullanilmistir. Hastalik ile genotiplerin ve allellerin
iliskileri “ki-kare”  veya “Likelihood ratio” testleri ile incelenmistir. Genotipler
bakimindan hasta ve kontrol gruplarinin “Hardy-Weinberg” dengeleri kontrol edilmistir.
Stirekli degiskenler icin tanimlayici istatistikler ortalamatstandart sapma, kategorik
degiskenler icin ise frekans ve yiizde olarak verilmistir. Istatistik analizler SPSS v.11.5
paket programi ile yapilmis, istatistik analizlerde p<0,05 ise sonuglar anlamli kabul

edilmistir.
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4.1. Vaka - Kontrol Grubuna Ait Yas, Cinsiyet, Genotip Dagimlar1 ve Allel

Frekanslan

Calismamizda; vaka ve kontrol gruplarinda bulunan bireylerin periferik kanlarindan
elde edilen DNA’lar kullanilarak, Real Time PCR teknolojisi ile olgun miRNA olusum
yolagindaki gen polimorfizimlerinin genotiplemesi yapildi.
grubundan 164, vaka grubundan ise 191 birey c¢alismaya dahil edildi. Cizelge 4.1’de
gosterildigi tizere; kontrol grubundaki 164 bireyin 50 tanesi (% 30,5) kadin, 114 tanesi
(%69,5) erkek; vaka grubundaki 191 bireyin 70 tanesi (%36,6) kadin, 121 tanesi (%63,4)

ise erkektir. Kontrol ve vaka gruplari arasindaki cinsiyet dagilimlari ise benzerdir (p=0,221)

(Cizelge 4.1)

4. BULGULAR

Cizelge 4.1. Vaka-Kontrol gruplarinin cinsiyet dagilimlar

Bu c¢alismaya kontrol

.. Kontrol Grubu | DEHB Grubu | TOPLAM |, pegeri

CINSIYET | n (%) n (%) n(%) | (p<0,05)
Kadin 50 (%30,5) 70 (%36,6) | 120 (%33,8)

5 0,221
Erkek 114 (%69,5) | 121 (H834) | 935 0466.2)
TOPLAM [ 164 (%100,0) [ 191 (%100,0) | 355 (96100,0)
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Yas bakimindan elde edilen istatistik veriler, kontrol grubunun yas ortalamasinin
27,23 (£9,01), vaka grubunun ise yas ortalamasinin 27,84 (£9,19) oldugunu gostermistir.
Yas bakimindan vaka ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edildi

(p=0,525) (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Vaka-Kontrol gruplarinin yas dagilimlari

Birey Standart o .
Grup S Ortalama Sapma (ss) p Degeri
Kontrol 164 27,2256 +9,01555
0,525
DEHB 191 27,8429 +9,19419

Vaka ve kontrol gruplarmin genotip dagilimlari incelendiginde RNASEN, XPO5,
RAN, DICER1 (her iki SNP), AGO2 ve GEMIN4 genleri bakimindan iki grubun da “Hardy-
Weinberg” dengesinde oldugu, genotip dagilimlarinin ise benzer oldugu gozlendi. Bu
genlerde kontrol ve vaka gruplari arasinda anlamli bir fark belirlenmedi (Cizelge 4.3).
DGCRS8, TARBP2,GEMIN3 ve AGOL1 genlerine ait genotiplerden; DGCR8 ve TARBP2’ de
sadece kontrol gruplarinda (sirasiyla; p=0,023 ve p= 0,001) “Hardy-Weinberg” dengesi
gozlenmedi. Istatistiksel olarak, gruplardan biri dengede, digeri dengede degil ise ve
dengede olmayan grup kontrol grubu ise karsilagtirma yapilmasi uygun goriilmedi.
GEMIN3 genotipinde, vaka ve kontrol gruplarinin her ikisinde de “Hardy-Weinberg”
dengesi gozlenmezken (sirasiyla; p=0,035 ve p=0,008) genotip dagilimlar1 bakimindan, iki
grubun birbirine benzer oldugu goriildii. Cizelge 4.3°te p degeri koyu isaretli olan AGO1
genotipinde de, hem vaka hem de kontrol grubunun “Hardy-Weinberg” dengesinde
olmadigi (sirastyla; p=0,001 ve p=0,039) gozlenmesine ragmen; AGO1 genotipi ile hastalik
arasinda anlamli bir iligki oldugu (p=0,025) gozlendi. AGO1l geni igin, OR(odds
ratio)=1,673 (%95 Giiven Araligi; 1,065-2,629) ve (p=0,026)’dir. Cizelge 4.4’te vaka ve

kontrol gruplarmin yiizde oranlarinin grafiksel olarak ifadesi verilmistir.
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Cizelge 4.3. Vaka-Kontrol gruplarinin genotip dagilimlar

GEN

Birey

Birey

Major>Minor Genoti DEHB savist Kontrol savist P Degeri
SNP rs No Allel P Grubu (r?l)* Grubu (r?;* (<0,05)
RNASEN
C>T CC/CT/TT | 85/85/18 | 188 65/65/22 152 0,378
rs10719
DGCR8
*k%k
rs1640299 G>T GG/GT/TT | 75/86/29 | 190 55/66/41 162 0,062
XPO5
A>C AA/ACI/CC | 63/85/42 | 190 62/67/26 155 0,305
rs11077
RAN
C>T CC/CT/TT | 99/71/10 | 180 69/55/9 133 0,822
rs14035
DICER1
153742330 A>G AAJAG/GG | 131/55/4 | 190 127/32/4 163 0,126
DICER1
AST TT/TA/AA | 139/38/3 | 180 96/22/3 121 0,744
rs13078
TARBP2
C>T CC/ICT/TT | 64/85/42 | 191 58/55/44 157 0,175%**
rs784567
AGO1
A>G AA/AG/GG | 114/74/0 | 188 116/45/0 161 0,025**
rs595961
AGO?2
rs4961280 C>A CC/CA/AA | 138/47/4 | 189 106/40/7 153 0,405
GEMIN3
*
rs197388 AST TT/TA/JAA | 137/33/6 | 176 84/21/6 111 0,708
GEMIN4
1910924 C>T CCICT/TT | 121/59/6 | 186 99/40/8 147 0,452

* Birey sayilar1 (n), analizi yapilabilen genotip verilerine gore diizenlenmistir.
** Hem vaka hem de kontrol grubu Hardy-Weinberg dengesinde degildir.
*** Kontrol grubu Hardy-Weinberg dengesinde degildir.
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Cizelge 4.4. Vaka ve kontrol gruplarmin genotip dagilimlarinin grafiksel gosterimi
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Vaka ve kontrol gruplarina ait allel dagilim sonuglarinin verileri Cizelge 4.7°de
grafiksel olarak, Cizelge 4.6’de ise sayisal (%) olarak ifade edilmistir. Cizelge 4.6’de
calisilan genlere ait allel frekanslarimin yani sira, Avrupa popiilasyonlarinda goriilen ve
“Database of Single Nukleotide Polymorphisms (dbSNP)” veritabanindan elde edilen, ayn
SNP referans numaralarindaki ilgili allel verilerinin yilizdeleri de gosterildi. Tabloda koyu
renkle gosterilen GEMIN4, Avrupa popiilasyonlarindan ¢ok, yine dbSNP’den elde edilen
verilere gore Asya popiilasyonlariyla uyum gostermistir.

Vaka ve kontrol gruplarinin allel dagilimlar incelendiginde (Cizelge 4.5); RNASEN,
XPO5, RAN, DICER1 (her iki SNP), TARBP2, AGO2, GEMIN3 ve GEMIN4 genleri
bakimindan gruplarin allel dagilimlarinin benzer oldugu belirlendi. Cizelge 4.6’da koyu
renkli olarak gosterilen DGCR8 rs1640299 (p=0,037) ve AGO1 rs595961 (p=0,046)
genlerinin hastalik ile anlamli bir iliskisi oldugu tespit edildi. DGCR8 geninde, T alleli
tasimanin G alleli tasimaya orani bakimindan orani; OR(odds ratio)=0,726 (%95 Giiven
Aralig1 0,537-0,981) (p=0,037)’dir. AGO1 geni i¢in G alleli tasimanin, A alleli tasimaya
orant bakimindan vaka/kontrol orani; OR: 1,508 (%95 Giiven Araligi 1,006-2,261)
(p=0,047)’dir. Bu sonuglara gore; G alleli hastalarda, kontrollerden 1,5 kat daha fazla
gozlenmistir ve G allelinin varligi, hastalifin olusumu yoniinde 1,5 kat daha etkilidir

diyebiliriz.

53



Cizelge 4.5. Kontrol gruplarinin allel frekans dagilimlar

SNP | Atasal | Major>Minér | DEHB | 2" | Kontrol | B'"®Y | P
Gen referans Allel Allel Grubu | SB[ Grubu | SAVISt Degeri
no (n)* (n)* | (<0,05)
RNASEN
rs10719 T C>T 255/121 | 188 | 195/109 | 152 0,314
(DROSHA)
DGCRS8 rs1640299 G G>T 236/144 | 190 | 176/148 | 162 0,037
XPO5 rs11077 C A>C 211/169 | 190 | 191/119 | 155 0,107
RAN rs14035 T C>T 269 /91 180 193/73 133 0,542
DICER1 rs3742330 A A>G 3171763 190 286 /40 163 0,106
DICER1 rs13078 T T>A 316 /44 180 214 /28 121 0,809
TARBP2 rs784567 C C>T 213/169 | 191 | 171/143 | 157 0,731
AGO1 rs595961 G A>G 302 /74 188 277/ 45 161 0,046
AGO?2 rs4961280 A C>A 323 /55 189 252 /54 153 0,271
GEMIN3 rs197388 A T>A 307 /45 176 189/ 33 111 0,479
GEMIN4 rs910924 C C>T 301/71 186 238 /56 147 0,990
* Birey sayilari (n), analizi yapilabilen genotip verilerine gore diizenlenmistir.
Cizelge 4.6. Vaka ve kontrol gruplarmin allel dagilimlarinin yiizdesi
GEN-ALLEL SNP REFERANS VAKA KONTROL AVRUPA
NO GRUBU (%) | GRUBU (%) | FREKANSI* (%)
RNASEN - G(C) rs10719 67,60 64,10 76,75
RNASEN A(T) 32,20 35.90 23.25
DGCR8 G 62,10 54,30 48,75
DGCR8 T r$1640299 37.90 45.70 51.25
XPO5 T(A) 55,50 61,60 58,30
11077 - ! !
XPO5G (C) rs110 44.50 38.40 4170
RAN G(C) 74,70 72,60 70,40
RAN A(T) r614035 25.30 27.40 29.60
DICERL A 83,40 87,70 92,50
742 - ! !
DICERL G r$3742330 16.60 1230 7.50
DICERLT 87,80 88,40 84,20
DICER1 A r$13078 1220 1160 15.80
TARBP2 G (C) 55,80 54,50 51,30
784567 ' ! !
TARBP2 A(T) rs78456 44.20 45.50 48.70
AGO1 T(A) 80,30 86,00 84,10
AGO1 C(G) r$995961 19.70 14.00 15.90
AGO2C 85,40 82,40 87,50
4 12 i ) )
AGO2 A 164961280 14.60 17.60 12,50
GEMIN3 T 87,20 85,10 70,80
GEMIN3 A rs197388 12.80 14.90 29.20
GEMIN4 C 80,90 81,00 66,30
GEMIN4 T r$910924 19.10 19,00 33,70
* Avrupa frekanslari igin dbSNP (Database of single nukleotide polymorphisms) veri tabani
kullanildi.

54




Cizelge 4.7. Vaka ve kontrol gruplarinin allel dagilimlarinin grafiksel gdsterimi
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5. TARTISMA

Dikkat eksikligi, hiperaktivite bozuklugu (DEHB); siklikla dikkat eksikligi,
hiperaktivite ve diirtiisellik ile karakterize, noropsikiyatrik bir hastaliktir. Hastaligin
gorilme siklig1 farkli popiilasyonlar arasinda degiskenlik gostermekle birlikte, yetiskinlerde
prevelansinin  %2,5 ile %4.9 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (12). Hiperaktif
davranislar, dirtiisellik ve dikkatin toplanmasindaki yetersizlik; bireyin akademik, sosyal
ve ev ortamindaki yasam kalitesini olumsuz bir sekilde etkilemektedir. Hastalik igin ¢ok
cesitli tan1 kriterleri bulunmaktadir; ancak bunlarin arasinda en ¢ok kabul géreni DSM-
IV’tiir. Buna ragmen; DSM-IV tani kriteri ¢ocukluk donemi DEHB tanisinda yeterli kabul
edilse bile bu tani kriterinin erigkin donem DEHB’nin tanisinda yeterli olmadigi
diisiiniilmektedir. Bu sebeple eriskin DEHB tanisinda Wender-Utah kriterlerinin
kullanilmast uygun goriilmektedir (3).

Hastaligin etiyopatogenezi psikiyatri ve genetik alaninda genis bir ¢aligma imkan1
saglamaktadir. Aile, ikiz ve evlathk c¢alismalarinda; yiiksek derecede ifade edilen
kalitilabilirlik degeri ile, DEHB nin etiyolojisinde genetik faktorlerin 6nemli katkis1 oldugu
gosterilmistir. Hastalifin genetik temelinin altindaki mekanizmanin belirlenebilmesi
amaciyla pek ¢ok gen arastirilmistir (27). DEHB'de incelenen genlerden en ¢ok lizerinde
durulan ve olumlu bulgularin elde edildigi genler DRD4 ve DAT1 genleri olsa da, heniiz bu
genlerin etkisi konusunda kesin bir sey sdylemek miimkiin degildir. Her ne kadar bu yolak
tizerinde c¢aligilan genlerin etkili oldugu belirtilse de, DEHB'ye orta derecede etkili pek ¢cok
genin etkilesiminin neden oldugu ileri siiriilmektedir (66, 67). Ayrica, DEHB ile ilgili
caligmalarda, hastaligin multifaktoriyel oldugu ileri siiriilmektedir. Hastaligin ortaya
cikmasinda genetik faktorlerin yani sira, dogum Oncesi ve dogum sonrast donemdeki
cevresel faktorlerinde etkili olabilecegi One siiriilmektedir (68).

DEHB’nin ortaya ¢ikmasmin altinda yatan mekanizmanin monogenik
mutasyonlarla tam olarak anlagilamamis olmasi, arastirmacilarin hastaligin genetik temeli

tizerinde yogunlasmasina neden olmus, genetik materyalin protein kodlayan bdlgelerinden
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ziyade, proteine kodlanmayan RNA (non-protein-coding RNA —ncRNA-) fonksiyonlarinin
etkisinin arastirilmasina yoneltmistir.

Insan genomunun yaklasik %97’si gibi ¢ok biiyiik bir kism1 proteine kodlanmayan
bolgeler olarak bilinmekte ancak; proteinlerin ifadeleri iizerine etkilerinin
oldugu/olabilecegi ifade edilmektedir. ncRNA ¢esitlerinden biri olan miRNA’larin da, gen
ifadesinde protein translasyon inhibisyonunu ya da mRNA yikimi ile transkripsiyon
sonrasinda 6nemli rol oynadiklari ¢ok sayida arastirmaci tarafindan bilim diinyasinda
tartisilmaktadir (32, 56).

Arastirmayi planlarken hipotezimiz, ekspresyonel aginda beyinde ¢ok zengin oldugu
bilinen miRNA’larin biyogenezindeki polimorfizmlerin, DEHB’nin ortaya c¢ikmasinda
etkili olabilecegi diisilincesi iizerine kurulmustur. Real-Time PCR sonuglari ile, belirlenen
genotip ve allellerdeki polimorfizmlerin istatistiksel olarak anlamlihigr “Ki-kare” veya
“Likelihood ratio” testleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Vaka ve kontrol gruplariin allel dagilimlar1 sonuglarina gore; ¢aligilan genlerden
DGCRS8 ve AGO 1 genleri haricindeki genlerde bir anlamlilik gézlenmemistir. Bu bulgu,
AGO 1 geni i¢in, G alleli tasimanin A alleli tasimaya kiyasla DEHB olma olasiligin1 1,508
kat yiikseltmis olabilecegini diisiindiirmektedir. dbSNP (Database of Single Nukleotide
Polymorphisms) verilerine gére de Avrupa’daki popiilasyonda allel yiizdeleri arasinda gok
benzer oranlarda uyusma goriilmektedir. Fakat yapmis oldugumuz c¢alismada
degerlendirilmeye alinan gruplardaki birey sayilar1 genis bir drneklemi kapsamamaktadir.
Dolayisiyla elde edilen verilerin daha yiiksek sayida bireyde tekrarlanmasi, verilerin
anlamliliginin desteklenmesine olanak saglayacaktir.

Calisilan genlere ait allel frekanslarinin yani sira, Avrupa popiilasyonlarinda
goriilen ve dbSNP veritabanindan elde edilen, ayni SNP referans numaralarindaki ilgili
allel verilerinin yiizdeleri de incelendi. Sonuglarimiz ile veri tabani verileri GEMIN4
haricinde ortiismektedir. GEMIN4 Avrupa popiilasyonlarindan ¢ok, Asya popiilasyonlariyla
uyum gostermistir (Asya %83,1 C/ %16,9 T).

Vaka ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlari incelendiginde, sadece AGOL1 geni
istatistiksel olarak dikkat ¢cekmektir. Elde edilen verilere gére, AGO1 geninde hastalarda
AG genotipi tasima orami (%39,4), saghkli kontrol grubundaki AG genotipi tasima
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oranindan (%28,0) daha fazladir. Bu farklilik istatistiksel olarak Gnemli bulunmustur
(p=0,025). Buna gore; DEHB vaka grubunda AG genotipine sahip olanlarin, AA genotipine
sahip olanlara orani; saglikli grupta AG genotipine sahip olmanin AA genotipine sahip
olmaya oranindan 1,673 kat daha fazladir. Allel verilerinde oldugu gibi AGO1 geni igin
genotipte elde edilen bu istatistiksel anlamliligin, AG genotipinde olmanin, AA genotipinde
olmaya gore hastalik olusturma riskini arttirmis olabilecegi vurgulanabilir. Real-Time PCR
deneyi sonucunda AGO1 genine ait sonuglarin degerlendirilmesi sonrasinda ne kontrol ne
de vaka grubunda GG genotipinde hicbir birey gozlenmemistir. dbSNP verileri
incelendiginde Avrupa populasyonlarinda GG genotipinin %1’ in altinda (%0,90) oldugu
gozlenmisgtir. Literatiirde miRNA genlerinin evrimsel olarak iyi korunmus kii¢iik ncRNA
olduklar1 savunulmaktadir (22). Buna gore, AGO1 geninde GG genotipine sahip
olmamanin Argonaute (AGO) proteinlerinin, olgun miRNA biyogenezindeki islevsel
roliiniin 6nemliliginden dolayz, iyi korunuyor olmasi ile iligkili oldugu varsayilabilir.

AGO proteini miRNA’nin tek zinciri ile birlikte RISC kompleksinin ¢ekirdek yapisini
olusturur. Gen inaktivasyon caligmalari Argonaute proteinlerinin embriyonik gelisimde,
hiicre farklilagmasinda, kok hiicre devamliliginda 6nemli role sahip olduklarini ileri
stirmiistiir (69). Memeli Argonaute ailesi, heniliz birka¢ yi1l 6nce tanimlanmis olmasina
ragmen; memeli Ago2’nin kesici endoniikleaz aktiviteleri gibi hiicresel etkileri 1yi bir
sekilde anlasilmistir. Bu nedenle Ago proteinlerinin ¢ok farkli RNA susturma yolaklarinda
onemli rolii oldugu belirtilmektedir (70). X-Ray kristallografi ¢aligmalari, insanlarda Ago
proteinlerinin fonksiyonel olarak énemli N, PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) (Dicer enzimiyle
paylasilmakta), PIWI (P-element induced wimpy testis) ve bunlarin arasinda bulunan MID
(Middle) domainleri olmak iizere 4 alt biriminin oldugunu ortaya koymustur. MID domaini
oldukg¢a temel bir cep igerir ve spesifik bir sekilde kiiciik RNA’larin karakteristik 5 fosfat
kismina baglanir. Bu nedenle kiiglik RNA’lar Argonaute proteinler {izerine saglam bir
sekilde baglanir. PAZ domaini ise, 3’ terminal baglanma aktivitesine sahiptir ve bu 6zellik
rehber zincire baglanmada kullanilmaktadir. Mutasyon temelli ¢alismalar, insan AGO?2
proteininde DDH (Aspartat 597, Aspartat 669 ve Histidin 807) olarak belirtilen 3’li
katalitik bir bolge tamimlamiglardir. ilging bir sekilde, insan AGO3 proteininde
katalitikligin inaktif olmasina ragmen DDH katalitik ti¢lii bolgesinin  korundugu
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gozlenmistir. Bu, translasyon sonrasi modifikasyonlar veya spesifik proteinler gibi ek
faktorlerle, Ago proteinlerin aktivitelerinin degistirilebilecegine isaret etmektedir (70, 71).

Ago yiiklenmesi, biiyiik 6l¢iide DICER ve onun yardimci proteinlerine bagimlidir.

Dicer/Ago/miRNA kompleksi Gemin 3, Gemin 4 ve diger proteinlerle iliskilidir. Ago ve
rehber zincirin birlikte olusturdugu yapr mi-RISC olarak adlandirilir. miRNA, belirli
mRNA’larin diizenlenmesi ve taninmasinda mi-RISC i¢in adaptor gorevi goriir. miRNA-
mRNA komplementerliginin seviyesi, diizenlenme mekanizmalarinda kilit faktordiir.
Miikemmel eslesme Ago katalizliginde mRNA zincirinin yikimina, merkezde miikemmel
olmayan eglesme ise mRNA translasyonunun diizenlenmesine yol agmaktadir (71).
AGO1, kromozomal olarak 1p34.3’te lokalizedir ve AGO1’de meydana gelen bir SNP’nin
DEHB ile iliskisi heniiz belirtilmis degildir. Ancak; dbGaP (Genotip ve fenotip veri tabani)
verileri dikkate alindiginda, 1p35.1°de, AGO1’e ¢ok yakin yerlesim gosteren CSMD?2
geninin (CUB and Sushi multiple domains 2), DEHB iizerinde etkili oldugu s6z konusudur.
CSMD2’nin beyinde, beyin korteksinde, siyah cisimde (substantia nigra) ve beyincikte
gelisimsel olarak ekspresyonlart diizenleyen; ayrica, ndrogenezis ve hiicre adhezyonunda
potansiyel rolii olan bir proteindir. DEHB ile anlamli iliski buldugumuz SNP'lerin
komsulugundaki bu lokuslarin beraber ayni haplotip iizerinde aktarilmasi da hastalik
riskinde degisime neden olmus olabilir (72).

DGCRS8 rs1640299 genotipinde anlamli bir fark bulunamamis olmasina ragmen allel
dagilimlart arasinda koruyucu olma bakimindan anlamlilik tespit edilmistir. DGCR 8, olgun
miRNA olusum yolaginda primer transkriptlerin olusturulmasindaki ilk asamalar igin
gereklidir. Yakin tarihli bir ¢aligmada, DGCRS8 delesyonunun, kardiyomiyopatiye yol agtigi
ve prematiire Oliime neden oldugu, bu genin kardiyovaskiiler fonksiyonda merkezi rol
oynadigi bildirilmistir (73). Kromozomal lokalizasyon agisindan DGCR’nin, 22 nolu
kromozom iizerinde yer aldigt goriilmektedir. 22qll1 delesyonu olan bireyler
incelendiginde, sizofreni ve diger noropsikiyatrik hastaliklarin insidansinda artis oldugu
goriilmistiir. Bu sonuclar, DGCR’nin insan noropsikiyatrik hastaliklarinda 6nemli
oldugunu ifade etmektedir (74). Ancak; DGCR8 ile DEHB arasindaki iliskiyi agiklayan

herhangi bir aragtirma bulunmamaktadir.

59



Eksportin-5 (XPO5) proteini, pre-miRNA spesifik tasiyicisidir. 3> UTR bolgesinde
yer alan XPOS5 SNP’lerinin proteinlerin ekspresyon seviyelerini etkileme ihtimali olasidir.
Boni ve ark. (2010) metastatik kanser hastalar1 lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, XPOS5’in
SNP’sinin hastalik kontrol oranin1 (DCR) degistirdigini saptamis, “AA” ve “AC” genotipli
bireylerde, “CC” polimorfik varyantlara oranla hastalik kontrol oraninin artmis oldugunu
belirtmigler (75). Baska bir ¢aligmaya gore; XPOS5 bronsgioloalveolar karsinom, evre 1
akciger kanserinde az ifade edilirken, prostat kanserinde asir1 miktarda ifade edilmektedir.
Ryan ve ark. (2010)’nin kanser aragtirmalariyla ilgili yaptiklar1 bir ¢calismada RAN SNP,
rs14035’te meydana gelen polimorfizmin, PolymiRTS (mikroRNA hedef bolgesindeki
polimorfizm) veritabanina gore; atasal allelin degismesi miR-575’in baglanma bdlgesini
degistirmekte ve sonrasinda bu derive allel miR-182 i¢in bir baglanma bdlgesi
olusturmaktadir (76). Bir diger kanser ¢alismasinda arastirmacilar, pre-mir631°de meydana
gelen polimorfizmin 6zofajiyal kanser riskini 6nemli oranda arttirdigini ileri stirmiislerdir.
Ayni ¢alismada miRNA biyogenezinde rol oynayan XPO5 ve RAN genlerinin 6zofajiyal
kanser riskini 6nemli oranda arttirdig1 ifade edilmistir. RNA interferans kullanilarak XPO5
ekspresyonunun susturulmast miRNA seviyesinin azalmasina neden olmakta ve bu
durumdaki sonuglar miRNA ekspresyonunu azaltmasi ve tiimorogenezisi arttirmasi
bakimindan evrensel sonuglarla benzesmektedir (77). Calismalarimizda, XPO5 ve RAN
genlerinin allel ve genotip verilerinde bir anlamlilik gézlenmemis olmasina ragmen, olgun
miRNA olusumunda islevlerinin 6nemliligi dikkati ¢cekmektedir.

Dicerl ve transaktivasyon duyarli RNA- baglayict protein (TRBP) pre-miRNA
siirecinde rol oynamaktadir. Son c¢alismalardan birinde, Dicerl’in timdr baskilayici etkisi
bakimindan tek basina yetersiz oldugu (haploinsufficient) ifade edildi. Nitekim Dicer 1
mRNA’sinin diisiik seviyelere inmesinin, kanserde sag kalimda azalma iizerine iliskili
oldugu goriilmiistiir. Ilging bir sekilde, Dicer 1’in 3> UTR bélgesi 1s3742330’un 16koplaki
ve/veya eritroplakili bireylerde premalign oral lezyonlardaki artis riski ile iliskili oldugu
gbzlenmistir. Melo ve ark. (2009); TRBP’de 2 cer¢eve kaymasi mutasyonunun prematiire
stop kodonuna tanitilmasini belirlediler ve bunun, TRBP’nin ekspresyonunun azalmasina
neden oldugunu ifade ettiler. Fonksiyonlarindan biri, Dicerl’in stabilitesini diizenlemek

olan TRBP’nin bu mutasyon sonucunda; Dicer ekspresyonunun azalttigi, diisiik miktarda
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miRNA {iretimine sebep oldugu, bu nedenle yiiksek hiicresel proliferasyonu ile iligkili
oldugu gozlendi (76). Calismamizda ise, Dicer ve TRBP’nin DEHB ile iliski oldugu ifade
edilebilecek istatistiksel anlamliliga sahip olmadig gézlendi.

Horikawa ve ark.’nin yaptiklar1 bir ¢alismada renal hiicreli karsinomla miR SNP
arasinda iliski oldugunu ifade etmislerdir. Calismalarinda GEMIN 4 (rs7813 ve rs2740348)
ve GEMIN 3 (rs197412)’e ait sinonim olmayan 3 SNP’deki degimin renal hiicreli karsinom
riskini 6nemli oranda azalttigin1 vurgulamislardir (78). Ancak; ¢alismamizda GEMIN
proteinleri ile hiperaktivite arasinda bir baglanti1 kurulamamustir.

Calismamizda  degerlendirmeye aldigimiz  O6rneklem  genisliginin  biiyiik
olmamasindan dolay1 allel frekansi ve genotip dagilimlar: ile hastalik durumu arasindaki
ilisgki popiilasyonu yansitmayabilir. Bu nedenle anlamli buldugumuz iliskilerin
dogrulanmasi acisindan bu arastirmadan bagimsiz daha genis bir 6rneklem grubunda
bulgularin tekrarlanmasi gereklidir. Ayrica miRNA biyogenez mekanizmasinda rol
oynayan genlerin; ekspresyon calismalariyla, degerlendirilmesi ya da knock-out fare
deneyleriyle ekspresyonlarinin arastirilmasi ile ilgili caligmalar yapilabilir.

Bazi kanser tiirleri ile miRNA biyogenez yolag:i arasindaki iliskiyi inceleyen
calismalar  bulunmaktadir. Ancak; mIiRNA biyogenezinde rol oynayan gen
polimorfizmelerinin DEHB ile olan iliskisi hakkinda herhangi bir literatiir bilgisi
bulunmamaktadir. Bu bakimdan, arastirmamizin orijinal oldugu diisiincesindeyiz.

Bu aragtirma, miRNA'larin biyogenezinde yer alan genlerin DEHB etiyolojisindeki
gorevlerini agiklamada yol gosterici olacaktir. DEHB mendeliyen kalitim etkisiyle ortaya
cikan bir hastalik olmadigindan ve multifaktoriyel olarak ortaya c¢ikmasindan dolayi
hastalik mekanizmas1 anlasilamamaktadir. Bu sebeple bu ve diger noéropsikiyatrik
hastaliklarin alternatif genetik caligmalar ile arastirilmasi etiyolojide yer alan yolaklarin
kesfedilmesi konusunda yardimci olacaktir. Dolayisiyla elde edilen veriler hastaliklarin tani

ve tedavi siireclerine de 6nemli katki saglayacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda kontrol grubu 164, vaka grubu ise 191 bireyden olusmaktadir. Yas
bakimindan elde edilen istatistik veriler, kontrol grubunun yas ortalamasinin 27,23 (£9,01),
vaka grubunun yas ortalamasinin ise 27,84 (£9,19) oldugunu gostermistir. Yas bakimindan
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda bir fark olmadig tespit edildi (p=0,525).

Vaka ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlar1 incelendiginde RNASEN, XPO5,
RAN, DICERL1 (her iki SNP), AGO2 ve GEMIN4 genleri bakimindan iki grubun da Hardy-
Weinberg dengesinde oldugu, genotip dagilimlarinin ise benzer oldugu gozlendi. Bu
genlerde kontrol ve vaka gruplari arasinda anlamli bir fark belirlenmedi.

DGCR8, TARBP2,GEMIN3 ve AGO1l genlerine ait genotiplerden; DGCR8 ve
TARBP2’ de sadece kontrol gruplarinda (sirasiyla; p=0,023 ve p= 0,001) Hardy-Weinberg
dengesi gozlenmedi. GEMIN3 genotipinde vaka ve kontrol gruplarimin her ikisinde de
Hardy-Weinberg dengesi gozlenmezken (sirasiyla; p=0,035 ve p=0,008) genotip
dagilimlar1 bakimindan iki grubun birbirine benzer oldugu goriildii.

AGO1 genotipinde de hem vaka hem de kontrol grubunun Hardy-Weinberg
dengesinde olmadig1 (sirasiyla; p=0,001 ve p=0,039) gbézlenmis olmasina ragmen aradaki
fark istatistiksel olarak oOnemli bulunmustur (p=0,025). AGO1l geninde OR(odds
ratio)=1,673 (%95 Giiven Araligi; 1,065-2,629), (p=0,026)’dr.

Vaka ve kontrol gruplarmin allel dagilimlarinda RNASEN, XPO5, RAN, DICER1
(her iki SNP), TARBP2, AGO2, GEMIN3 ve GEMIN4 genleri bakimindan gruplarin allel
dagilimlarinin benzer oldugu belirlendi. DGCR8 rs1640299 (p=0,037) ve AGO1 rs595961
(p=0,046) genlerinin hastalik ile anlaml1 bir iligkisi oldugu tespit edildi.

DGCR8 geninde T alleli tasimanin G alleli tasimaya orani bakimindan orani;
OR(odds ratio)=0,726 (%95 Giiven Araligi1 0,537-0,981) (p=0,037)’dir.

AGOL1 alleli i¢in G alleli tasimanin A alleli tagimaya oran1 bakimidan vaka/kontrol
orani; OR: 1,508 (%95 Giiven Araligi 1,006-2,261) (p=0,047) dir.

DEHB etiyolojisi mendeliyen kalittma uymamakta ve multifaktoriyel olarak ifade
edilmektedir. Bu sebeple DEHB etiyopatogenezinin altinda yatan faktorlerin alternatif

yonlerden degerlendirilmesi gereklidir. Bu yontemlerden biri olarak miRNA olusum
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yolaginda anlamli bulunan genlerin, transgenik memeliler iizerindeki etkisi arastirilabilir.
Anlamli sonuglar elde edilebilirse hastaligin tan1 ve tedavisinde yeni gelismelere olanak
saglanabilir.

Son yillarda genom tizerinde proteine kodlanmayan RNA (non-protein-coding RNA
—NCcRNA-) olarak adlandirilan bir grubun 6nemli iglevlerinin oldugu belirtilmistir. ncRNA
cesitlerinden biri olan miRNA’lara alternatif olabilecek diger ncRNA ¢esitleri kullanilarak
DEHB etiyolojisi baska agilardan da degerlendirilebilir.
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