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OZET

MikroRNA Olusum Yolaginda Yer Alan Gen Polimorfizmlerinin Alkol Bagimhihg: Riski
Uzerine Olasi Etkilerinin Arastirilmasi

Alkol bagimhihgr cevresel ve genetik faktorlerin birlikte rol aldigi kompleks kalitsal bir
noropsikiyatrik hastaliktir. Alkol bagimhihigimin etiyolojisinde genetik faktorler onemli
olciide yer almaktadir. Protein kodlamayan transkriptlerden islenerek olusturulan kiigiik
RNA molekiilleri ailesinin bir iiyesi olan miRNA'lar, noropsikiyatrik hastaliklarda gen
ekspresyonunun degisiminden sorumlu tutulmaktadir. miRNA olusum yolaginda yer alan
gen polimorfizmlerinin toplu olarak miRNA seviyesinde degisime neden olabilecegi hipotezi
ortaya atilmistir. Bu vaka-kontrol cahsmasinda 123 alkol bagimhsi ve 135 saghkh
kontrolden izole edilen DNA ornekleri iizerinde miRNA olusum yolag1 gen
polimorfizmlerinin Real Time PCR ile genotipleme deneyi yapilmistir. Ardindan vaka-
kontrol gruplarinin allel ve genotip frekansi hesaplanip istatistiksel analiz yapilmistir.

RNASEN, XPOS5, RAN, DICERI ve GEMIN3 polimorfizmlerinin genotip ve allel dagilimlar:
ile alkol bagimhisi1 olma riski arasinda anlamh bir iliski bulunamamistir. 4AGO2 rs4961280
ve AGOI rs595961 G allelinin alkol bagimhis1 olma riskini anlamh oranda degistirdigi
bulunurken (p=0,043) GEMIN4 rs910924 icin T alleli ile alkol bagimlis1 olma arasinda da
anlamh bir iliski bulunmustur (p=0,021). AGOI rs595961 (p=0,001) ve DGCRS8 rs1640299
(p=0,002) genotip dagihmlarinda hasta grubuyla kontrol grubu arasinda anlamh bir fark
oldugu bulunmustur.

Sonug olarak, klasik miRNA olusum yolagindaki gen polimorfizmleri gen ekspresyonunda
degisime neden olup alkol bagimhihginin ortaya cikmasinda rol alabilecegi hipotezinden
yola c¢cikarak polimorfizmlerin hastahk riski ile iliskisi arastirilmistir. Bu arastirma su ana
kadar polimorfizmlerin alkol bagimhihg: ile olan olas1 iliskisini degerlendiren ilk hasta
kontrol calismasidir. Bagimsiz bir calismada bu arastirmadaki bulgularin tekrarlanmasi
sonuclarin dogrulanmasi acisindan onemlidir. Calismanin sonuclart miRNA'nmin alkol
bagimhhgindaki roliiniin ortaya cikartilmasi amaciyla yapilacak arastirmalar icin yol
gosterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Alkol bagimlihgi, miRNA, SNP, GEMIN4, DGCRS8, AGO2.
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ABSTRACT

A Research On Possible Effects Of Gene Polymorphisms In MicroRNA Biogenesis Pathway
On Alcohol Dependence

Alcohol dependence is a neuropsychiatric disorder to which both genetic and environmental
factors contribute. Especially genetic factors are promising to explain the etiology of the
alcohol dependence. MicroRNAs are members of a family of noncoding small RNAs which
are thought to be responsible for the altered gene expression in neuropsychiatric disorders.
We hypothesized that SNPs in miRNA biogenesis pathway may result in an overall change
in miRNA levels of a cell. Real Time PCR genotyping experiment was conducted on DNA
samples from 123 alcohol dependent patients and 135 healthy controls. This was followed
by a statistical analysis to calculate allele and genotype frequencies of case-control groups.

We did not find any significant association of RNASEN, XPO5, RAN, DICERI and GEMIN3
polymorphisms with alcohol dependence risk. AGO2 rs4961280 and 4GOI rs595961 G
alleles have significantly altered the risk of alcohol dependence (p=0,043), and also there is a
significant association of GEMIN4 rs910924 T allele with the risk of alcohol dependence
(p=0,021). We also found statistically significant difference in AGOI rs595961 (p=0,001) and
DGCRS rs1640299 (p=0,002) genotype frequencies between case-control groups.

In conclusion, polymorphisms in miRNA biogenesis may involve in increasing the alcohol
dependence risk by changing the levels of miRNAs inside the cell. This is the first study to
investigate the effects of SNPs in miRNA biogenesis pathway on alcohol dependence risk.
An independent research on this subject should be conducted to verify our results. In the
future, these results could be a guide to research on the role of miRNAs in alcohol
dependence.

Key Words: Alcohol Dependence, miRNA, SNP, GEMIN4, DGCRS8, AGO2.
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1. GIRIS

Alkol bagimliligi (OMIM #103780) genetik, psikososyal ve ¢evresel faktorlerin
etkisiyle gelisip kendini gdsteren kronik bir hastaliktir. Hastalik, genellikle giderek artan
bir siddette seyreder ve Sliimciil olabilir. Igme eylemi iizerinde kontrol kaybi, zihnin
stirekli alkolle mesgul olmasi, olumsuz etkilerine ragmen alkol kullanimina devam etme
ve diisiinsel eylemlerde sapma, buna Ornek oOzellikle inkar etme verilebilir, bu
belirtilerin her biri belirli araliklarla tekrar edebilir veya kesintisiz gozlenebilir (1).
Avrupa Komisyonu tarafindan Avrupada 23 milyon kisinin alkol bagimlisi oldugu
tahmin edilmektedir (2). Goriildigii iizere Alkol Bagimlilig1 sosyal ve ekonomik hayati
olumsuz yonde etkileyen, ciddi bir hastaliktir. Alkol bagimliliginda her ne kadar
cevresel etmenler biiyiik oranda yer alsa da alkol bagimlilig1 dykiisii bulunan bireylerin
aileleri, tek ve ¢ift yumurta ikizleri {izerinde yapilan c¢aligmalar alkol bagimliliginin
yaklasik %50 oraninda genetik faktorlere bagli olarak ortaya g¢iktigini gostermistir (3).
Sonugcta alkol bagimlilig1 genetik ve gevresel faktorlerin etkilesimi sonucunda ortaya
cikmaktadir. Genetik faktorlerin birden fazla gen ailesinin birlikte etkilesim icinde
oldugunu ve bu kompleks hastaligin etiyolojisinde yer aldigin1 sdyleyebiliriz. Alkol
bagimlilig: ile iligkili oldugu daha Once yapilan aragtirmalarda one g¢ikan genlerin
bazilarii sdyle siralayabiliriz: Serotonin tasiyicist (5-HTT), Gama-Aminobiitirik asit
(GABA) reseptorlerini kodlayan genler, hiicre i¢ci GABA diizeyinin diizenlenmesinde
gorevli olan Glutamik Asit Dekarboksilaz (GAD) enzimini kodlayan GAD-1, prefrontal
kortekste dopamin yikimini gergeklestiren Katekol-O-metil Transferaz (COMT)
enzimini kodlayan COMT, alkoliin antagonistik etki gdsterdigi N-metil-d-aspartat
(NMDA) reseptoriiniin alt birimlerini kodlayan genler. Ayrica Monoamin Oksidaz A
(MAOA), Kortikotropin Salgilatict Hormon Reseptori-1 (CRHR1), Aldehit
Dehidrogenaz 1B (ALD1B) ve alkol dehidrogenaz (ADH) ile alkol bagimlilig: riskini
iliskilendiren aragtirmalar mevcuttur. Goriildiigii iizere bir ¢cok farkli biyolojik yolaktaki
bilesenin rol aldig1 ¢ok genli kompleks bir hastalik olan alkol bagimliliginin nedenini
tek bir genetik faktore baglamak miimkiin goriilmemektedir. Cilinkii kompleks genetik
hastaliklarda birden fazla genin yer almasi ve cevresel etmenlerin de eklenmesiyle
hastaligin etiyolojisini ac¢iklamak i¢in ¢ok sayida degiskenin bir arada degerlendirilmesi

gereklidir.



Bu noktada, yolaklar1 diizenlemede rol alan ve merkezi sinir sistemindeki
fonksiyonlar1 diizenleyen genetik kontrol mekanizmalar1 eger mevcutsa alkol
bagimliliginin  ortaya c¢ikmasinda bu mekanizmalarin ne sekilde yer aldig
arastirilmalidir. MikroRNAlar (miRNA) merkezi sinir sistemi hastaliklarinda gézlenen
gen ekspresyonu seviyelerindeki degisimin diizenleyicisi olabilir. Biiyiilk oranda sinir
dokusunda ifade olan ve sinir hiicresi olusumunda goérevli genlerin uzun 3" UTR
bolgelerine ve ¢cok sayida miRNA baglanma bolgesine sahip oldugu rapor edilmistir (4).
MikroRNA'larin merkezi sinir sistemi hastaliklarinda gen ifadesinin degisiminde tam
anlamiyla nasil bir goreve sahip oldugunun arastirilmasi, hastaligin altinda yatan
genetik faktorlerin ortaya ¢ikarilmasina yardimci olacaktir. MikroRNA'lar, mesajci
RNA (mRNA)'larin 3' translasyonu yapilmayan bolgesi ile (3'-UTR) Watson-Crick
eslesmesi yaparak translasyonu baskilar ve bu sayede gen ekspresyonunun
posttranskripsiyonel diizenleyicisi olarak islev goriir (5). Protein kodlayan genlerin de
icinde bulundugu insan genomundaki genlerin {icte birinden fazlasi miRNA'larin
hedefinde yer almaktadir (6). Yapilan arastirmalarda madde bagimliliginin ortaya
cikmasina neden olabilen molekiiler mekanizmayla miRNA seviyelerindeki degisim
arasindaki baglanti bulunmaya calisilmigtir. miR-9 bagimli BK (Biiyiikk Potasyum)
kanalinin stabilitesinin bozulmasi etanole karsi toleransin gelismesine yol agmaktadir
(7). On dort alkol bagimlis1 ve on ii¢ saglikli insan siiperior prefrontal korteks drnegi
lizerinde yapilan mikroarray ¢aligmasinda; miyelinizasyon, ubikinasyon, apoptoz, hiicre
adhezyonu, noron hiicresi olusumu ve sinir sistemi hastaliklarinda yer alan genlerin
ekspresyon seviyelerinde hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla bir degisim
gozlenmistir (8). Uzun siireli morfine maruz kalmak doza bagli olarak sinir
hiicrelerindeki miR-23b seviyelerinde bir artisa neden olmustur (9). Striatal miR-212
sinyalinin yayilimi kokain bagimliligina kars1 daha meyilli olmanin ortaya ¢ikmasinda
diizenleyici goreve sahiptir (10). Bu c¢alismalar alkol ve diger madde bagimlilig
diizensizliklerinde miRNA'larin rol aldig1 diizenleyici bir mekanizma araciligiyla gen
ifadesinin kontrol altinda tutulduguna isaret etmektedir. Diger yandan, miRNA olusum
yolagindaki genlere ait tek niikleotid polimorfizmleri (SNP; Single Nucleotide
Polymorphism) hiicre i¢indeki biitlin miRNA'larin miktarinda degisiklige neden olarak
merkezi sinir sistemi hastaliklarinin etiyolojisinde yer alabilir. miRNA ile iligkili

polimorfizmler farkli kanserlerde calisilmis ve kanser riski ile arasinda anlamli iligkiler



bulunmustur (11-12). Bagka bir aragtirma grubunun genis bir yumurtalik kanserli hasta
orneklemi iizerinde yaptigi c¢alismaya gore de miRNA olusum yolagindaki gen
polimorfizmlerinin yumurtalik kanser riski ile arasinda herhangi bir iliski
bulunamamistir (13). Bu caligmada miRNA olusum yolaginda yer alan genlerin
polimorfizmleri ile alkol bagimlilig: riski arasinda herhangi bir iligkinin olup olmadigin1
ortaya c¢ikarmay1 amacgladik. Su ana kadar bilimsel literatiire giren herhangi bir yayinda
miRNA ile iligkili polimorfizmlerin alkol bagimlilig1 tizerindeki etkisi aragtirilmamastir.

Bu arastirma, bu alanda yapilan ilk vaka kontrol ¢aligmasi 6zelligini tagimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alkol Bagimhihgi

Alkol bagimlilig: stirekli alkol kullanimi, alkole karsi gelisen tolerans, tipik
yoksunluk sendromu ve bu sendromu sonlandirmak i¢in alkol i¢ilmesiyle gelisen bir tiir
madde bagimliligidir (14). Alkol bagimliligini bir climlede tanimlayarak onu tam
anlamiyla kavrayamayiz. Diinya genelinde klinisyenler tarafindan alkol bagimlis1 tanisi
konulmasma kilavuzluk eden Amerikan Psikiyatri Birligi (American Psychiatric
Association; APA) tarafindan hazirlanan Ruhsal Hastaliklar icin Tamisal ve Istatistiksel
El Kitab1 IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition; DSM-
IV) adinda bir standart yonergeler kitab1 vardir. Bu kilavuz kitaptaki tani kriterleri
dogrultusunda alkol bagimlisi teshisi koyulabilmektedir. Kontrolsiiz alkol i¢ilmesinin
yol agtig1 olumsuz ve tehlikeli klinik tablolar olarak on iki aylik donem i¢inde her hangi
bir zamanda DSM-IV'de yer alan asagida siralanan belirtilerden {i¢ veya daha fazlasinin
ortaya ¢ikmasini sayabiliriz (15).

1. Intoksikasyon veya istenilen etkiye ulasmak icin artmig miktarda alkole ihtiyag
duyma ya da ayn1 miktar alkolii kullanmaya devam etmekle alkoliin etkisinin
kaybolmasi

2. Alkol yoksunluk sendromu ya da yoksunlugun giderilmesi i¢in alkol i¢ilmesi
(veya benzer bir madde kullanilmasi)

3. Fazla miktarlarda alkol i¢ilmesi veya niyet edilenden ¢ok daha uzun bir zaman
diliminde alkol i¢ilmesi

4. Alkol i¢ilmesini tamamen birakmak veya kontrol altina almak i¢in bir veya
birden fazla basarisiz girisimde bulunulmasi ya da siirekli olarak alkol igmek
istenmesi

5. Alkol i¢ilmesinden dolay1 sosyal hayattaki, is yasamindaki veya eglence
hayatindaki aktivitelerde gerileme veya tamamiyla bunlardan vazgecilmesi

6. Alkoliin etkilerinden kurtulmak i¢in veya alkol kullanmak i¢in veya alkol temin

etmek i¢in gerekli aktivitelere bilylik oranda zaman harcanmasi



7. Alkol kullaniminin neden oldugu veya alkol kullanimiyla daha da kétiiye giden,
sirekli olarak ya da tekrar tekrar ortaya cikan bir fiziksel veya psikolojik

probleme sahip olunmasina ragmen, alkol icmeye devam edilmesi

2.1.1. Alkol Bagimlihgmin Molekiiler Mekanizmasi ve Bu Mekanizma icinde One
Cikan Gen Polimorfizmleri

Alkol bagimlisi olmaya baglamanin ve bagimliligin kalicilik kazanmasinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin neler oldugunun arastirilmasi 6zellikle sinir
bilimcilerin iizerinde durduklart bir konu olup bu alanda ¢ok kapsamli aragtirmalar
yapilmaktadir. Alkol bagimliligi bir bakima davranis bozuklugu oldugu i¢in beyin
sistemlerindeki islev bozuklugu muhtemelen hastalifin etiyolojisinde yer aliyor. Bu
fonksiyon bozukluklarinda yer alan yapisal sinir sistemi elemanlarina ait genler aday
gen caligmalarinda potansiyel hedef bolgelerdir. Alkoliin bagimlilik yapici etkileri
noronlar ve yolaklar lizerindeki ¢esitli etkileri ile ortaya c¢ikmaktadir. Bu etkilerin
ortaya ciktig1 norotransmiter sistemlerine ait enzimler ve reseptorleri kodlayan genlerde
yer alan polimorfizmler ile alkol bagimhiligin1 agiklamaya yonelik aragtirmalar
yiiriitiilmiistiir. Ozellikle bagimlihgin arkasindaki motifler olarak nitelendirebilecegimiz
norotransmiter sistemlerdeki aksaklik alkol i¢me istegimiz iizerindeki kontroliimiizii
kaybetmemize neden olmaktadir. Mezolimbik sistem alkol bagimliliginin ortaya
cikmasinda kilit goreve sahip olmasiyla diger beyin sistemleri arasindan One
cikmaktadir (16). Alkol mezolimbik dopamin sisteminin aktivitesini arttirir. Bu nedenle
hiicre disinda dopamin konsantrasyonun olusmasi kompulsif madde kullanimi ig¢in
gerekli oldugu diisliniilmektedir (17). Alkoliin etkisiyle gelisen ndroadaptasyonel
degisimlerin hiicre i¢inde sinyal iletim sistemlerinin, transkripsiyonun ve protein

ekspresyonunun diizenlenmesindeki aksaklikla bir baglantist olabilir (18-20).
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Sekil 2.1. Dopaminerjik limbik sistemin (6diillendirici yol) i¢inde yer alan boliimlerin merkezi sinir
sitemindeki konumlar1 (21).

Mezolimbik dopaminerjik yol diger bir deyisle alkol odiillendirici yolu orta
beyinde bulunan Ventral Tegmental Alan (VTA) limbik sistemdeki bir ¢cok bolgeye
uzantis1 olan sinir demetlerinden olusur (Sekil 2.1). Viicuda alkol alindiginda 6diil hissi
vermesinin birincil derecede sorumlusu Niikleus Akumbens'e (NAc) ait dopaminerjik
sistemin uzantilarinin oldugu tespit edilmistir (19). Ayrica siirekli alkol kullanimina
bagli olarak NAc'deki molekiiler degisimler alkol bagimliliginin geligmesine neden
olmaktadir. Diger yandan dopaminin bazi kalici1 degisimlere neden olarak, bagimlilik
davraniginin gelisimini kuvvetlendirdigi gosterilmistir (16).

Dopamin mezolimbik sistemdeki sinir hiicrelerinin yer aldig1 ddiillendirici yolun
mediyatorii roliinii Uistlendigi kabul edilmektedir. Bu ylizden dopamin fonksiyonuyla
ilgili olarak DRD2 (Dopamin Reseptor D, alt tipi) geni iizerinde bir ¢ok genetik
iliskilendirme ¢alismast yapilmistir  (22-25). Taql polimorfizmi (rs1800497)
iliskilendirme calismalar1 arasinda en ¢ok calisilan bolgeler arasindadir. Yapilan
caligmalar Taql polimorfizminin DRD2'nin bitisiginde yer alan ankrin tekrar ve kinaz

bolgesi 1'1 (ANKKI1) iceren gen bolgesinde yer aldigini gostermistir (26). Kirk dort adet



iligkilendirme ¢alismasinin sonuglarin1  kapsayan genis c¢apli bir meta analiz
calismasmin sonucunda, DRD2/ANKKI Taql polimorfizminin Al allelinin alkol
bagimliliginin patolojisi ilizerinde ¢ok kiigiik bir etkisinin oldugu gosterilmistir (27).
Alkol bagimhiliginin genetik faktorlerle iligkisi iizerine yapilan bazi arastirmalar
Dopamin reseptor 4 (DRD4) geninin ekzon 3 {izerinde yer alan uzunlugu populasyon
icinde degiskenlik gosteren 48 baz ciftlik bolgesinin polimorfik sekanslar1 (VNTR;
Variable Tandem Number of Repeat) ile igme davranisi arasinda anlamli bir iliskinin
varlig tespit edilmistir (28).

COMT; dopamin, norepinefrin ve diger katekolaminlerin metabolizmasindan
sorumlu enzimdir. Bu yiizden noropsikiyatrik hastaliklarla COMT'daki genetik
degisimler arasindaki iliski iizerine arastirmalar yapilmisti. COMTa ait rs4680
polimorfizmi, ileri yasta alkol bagimlis1 olma riski ile iligkili bulunmustur (29).
Finlandiya'da alkol bagimlis1 bir 6rneklem iizerinde yapilan ¢alismaya 896 erkek dahil
edilmis ve rs4680 polimorfizmi tasiyan erkeklerin alkol kullanmaya daha meyilli
oldugu bulunmustur (30). Fakat bazi arastirmalar bu polimorfizmin alkol ve nikotin
bagimlilig: riski ile herhangi bir iligkisinin bulunmadig1 ve genom boyu iliskilendirme
caligmalarinda da COMT a ait bolgeyle bagimlilik riskinin iligkilendirilemedigi rapor
edilmistir (31,32).

Etanol merkezi sinir sisteminin depresani olup, davranigsal sartli refleks kaybina,
asirt mutlu olma haline, endisenin azalmasina, motor koordinasyonun aksamasina ve
sedasyona neden olur. Alkol bagimliliginda goézlenen sikintidan kurtulmak i¢in alkol
kullanim1 da dahil olmak tizere davranigsal degisimlerin altinda yatan en Onemli
mekanizmanin GABA, reseptor islevinin ve NMDA glutamat reseptorlerinin
baskilanmasi oldugu diisiiniilmektedir (33). GABA reseptorlerinin alkoliin sakinlestirici
etkisinde, motor koordinasyonun aksamasinda, alkole karsi toleransin gelismesine ve
bagimlilik davranisinin gelismesinde 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir (34). Akut
alkol kullanimi1 GABA aktivitesini arttirmaktadir. Fakat uzun siireli alkol kullanilmas1
durumunda bu olay tam tersi yonde gelisir ¢linkii GABA, reseptoriiniin faaliyeti
zayiflar buna bagli olarak da yoksunluk sendromu ortaya cikar ve sinir hiicreleri
arasindaki iletimin duyarliligi azalir (35). Biitiintiyle islevsel olan GABA 4 reseptorii iki
alfa, iki beta ve bir gama alt biriminden olmak iizere toplam 5 alt birimi yapisinda

barindirir (36). Viicuda ¢ok yiiksek miktarda alkol alinmasinin ardindan gelisen



yoksunluk sendromuna benzer bir etkiyi elde etmek i¢in sigan modelleri belli araliklarla
siirekli olarak etanole maruz birakilmistir. Bunun sonucu olarak alfa 1 ve delta alt
birimlerinin ekpresyonunda azalma ve gama 2 ile alfa 4 alt birimlerinin ekspresyonunun
ise arttigr gozlenmistir (37). GAD gen polimorfizmlerinin alkol bagimliliginin
gelismesine neden olabileceginin  arastirildigi  ¢alismanin  sonucuna goére alti
polimorfizmle alkol bagimlilig: riski arasinda anlamli bir iliski oldugu gosterilmistir
(38). Alkoliin viicuda alindiktan sonra elimine edilmesinde gorev alan genlere, ADH ve
ALDI1B'ye ait farkli varyantlar1 tasiyan bireyler arasinda alkol metabolizmasinda
farkliliklar gdzlenmektedir (39). Insanlar ve hayvanlar iizerinde yapilan arastirmalar
alkoliin yol actigi davranigsal degisimlerin ndroadaptasyon sonucunda gelistigini
gostermistir (40). Alkol NMDA reseptor sistemlerini hedef alarak bu reseptorleri
baskilar. Diger yandan uzun siireli alkol kullanim1 sonucunda post sinaptik reseptor
miktar1 artabilir ve bu baskilamaya kars1 gelisen reseptor seviyesindeki artis yoksunluk
sendromu sirasinda ortaya ¢itkan NMDAR kanalinin aktivitesindeki artisin sorumlusu
olabilir (41). Alkoliin uyarici sinapslarin temas noktasi olan dentritik uzantilarin
gelisimini engelleyerek sinaptik plastisitenin olugsmasma yol agabildigi goriisii 6ne
striilmiistiir (42). Postmortem insan beyinleri tizerinde yapilan ¢aligmalarda mezolimbik
dopamin sistemde yer alan prefrontal korteks, NAc'daki ve VTA'daki gen ekspresyonu
paterni analiz edilmistir (43). Ekspresyon paternleri birbirleriyle kiyaslandiginda farkl
bolgelerin birbirinden farkli ekspresyon degisimlerine sahip olduklart ortaya ¢ikmigtir
(44). Alkol bagimliligiyla baglantis1 olabilecek metabolik yolaklar1 ve genlerin
belirlenmesi i¢in yiiksek oranda ve diislik oranda alkol tiiketen fare modelleri {izerinde
yapilan 107 farkli mikroarray c¢alismasinin sonucu bir araya getirilerek meta analizi
yapilmistir. Bu aragtirmanin ardindan elde edilen veriler insana ait QTL (Quantitative
Trait Loci; Nicel Karakter Lokuslar1) ile kiyaslandiginda yaklasik 3800 genin
ekspresyonunda anlamli bir degisimin oldugu ve bu genlerin iyon kanali aktivitesi,
hiicre i¢i sinyal iletimi, protein tagimimi, sinir olusumu ve ndrodejenerasyonun
diizenlenmesi ile baglantili oldugu gozlenmistir (45).

Opiyat sisteminin alkoliin viicuda alindiktan sonra etkilerini gostermesinde ve
madde bagimliliginin gelismesinde tetikleyici rolii oldugu diisiiniilmektedir. Opiyat
reseptorlerinin farkli cesitleri bulunmaktadir ama bunlar i¢in opiyat reseptdér mu

(OPRM]1) aday gen olarak digerleri arasindan 6n plana ¢ikmaktadir. Cilinkii Asn40Asp



polimorfizminin reseptor iizerinde fonksiyonel degisimler yaratabilecegi gosterilmistir
(46). Vaka kontrol caligmalarinin sonuglart birbiriyle celisen niteliktedir. Asn40Asp
polimorfizmi iizerine yapilan meta analizi ¢alismasi alkol bagimlilig1 ile herhangi bir
iliskisinin varligin1 tespit edememistir (47). Asn40Asp polimorfizmi tastyicilarinin
naltrekson tedavisine yanitlarinin, tasimayan alkol bagimlilar: ile arasinda bir farklilik
oldugu rapor edilmistir (48).

Serotonin tasiyicis1 (5-HTT) serotoninin sinaptik araliktan geri alimmi
diizenlemektedir ve bdylece serotoninin etkilerinin sonlandirilmasini saglamaktadir.
Serotonin tagiyicisindaki genetik varyasyonlarin madde bagimlilig: ile iliskili oldugu
bulunmustur (49). Serotonin sisteminde en ¢ok arastirilan polimorfizmler serotonin
tastyict genin promotor bolgesindeki insersiyon/delesyon (5-HTTLPR) varyantlaridir.
Uzun allele (L) sahip genin transkripsiyon aktivitesi kisa allel (S) tasiyan genin
transkripsiyon aktivitesi seviyesine goOre daha diisiik kalmaktadir (50). On yedi
iliskilendirme ¢aligmasinin sonuglar1 bir araya getirilerek yapilan bir meta analizinin
sonuclarina gore de S allelinin frekansi ile alkol bagimlilig: riski arasinda anlamli bir
iliskinin oldugu ve alkol bagimlis1 ve ek psikopatalojik rahatsizliklar1 olanlarda, ge¢
yasta alkol bagimlisi olanlar ya da alkol bagimliligi ¢ok siddetli seyredenlerde bu
iligkinin ¢ok daha kuvvetli oldugu bulunmustur (51).

Baglant1 analizi ¢alismalariyla alkol bagimligi ile 7 nolu kromozomun uzun
kolunda bulunan kolinerjik muskarinik reseptdr 2 (CHRM?2) arasinda anlaml bir iligki
oldugu bulunmustur (52). Collaborative Study on the Genetics of Alcoholism (COGA)
grubuna ait alkol bagimlilis1 bireylere ait DNA o6rnekleri lizerinde yapilan iligkilendirme
caligmasinin sonucuna gore de CHRM?2 polimorfizmi ile alkol bagimlis1 olma riski ve
major depresyon ile iliskisi oldugu bulunmustur (53). Simdiye kadar {izerinde bir ¢ok
arastirma yapilmig ve alkol bagimliligina neden olabilecek potansiyel risk teskil eden
lokuslar1 soyle siralayabiliriz: Dopamin tasiyicisinin (DAT 1) yer aldigi lokus SLC6A3,
dopamin D4 reseptér ekzon 3 VNTR (DRD4), DRD2 TaqlA (rs1800497), COMT
vall58met (rs4680), monoamin oksidaz A VNTR ve serotonin tastyicisinin bulundugu

lokus SLC6AA4.



2.1.2. Alkol Bagimlihigi Hem Genetik Hem de Cevresel Faktorlerin Etkisiyle
Ortaya Cikmaktadir

Molekiiler genetik alaninda yapilan arastirmalar alkol bagimliligi i¢in risk teskil
eden gen bolgelerinin bulunmasina yardimer olmaktadir. Alkol bagimliligimin kalitsal
oldugu ve alkol bagimlisi bireylerin ailelerinde kusaktan kusaga aktarildigi aile
caligmalariyla ortaya konmustur (54,55). Fakat bu alkol bagimliliginin etiyolojisinde
genetik faktorlerin tek basina yer aldigir anlamina gelmemektedir. Cevresel faktorler de
alkol bagimligmin ortaya ¢ikmasinda énemli olgiide etkilidir. Ikizler {izerinde yapilan
bir ¢ok genetik calisma konkordans oranlarinin tek yumurta ikizlerinde alkol
bagimhiginin genetik bir altyapisinin oldugunu desteklemektedir. Alkol bagimlisi
indekslerin erkek monozigotik kardesleri ile ayni cinsiyetteki erkek dizigotik kardeslere
oranla alkol bagimlis1 olmaya daha meyilli oldugu sonucuna ulagilmigtir. Kadinlarda ise
bu iki grup arasinda herhangi bir davranis probleminin goriilme oraninda bir degisim
gozlenmemistir. Fakat alkol kotiiye kullanimi goézlenen erken baslangicli erkek
bireylerde kalitimsal faktorlerin etkisinin ge¢ baslangicli gruba gore anlamli diizeyde
daha fazla oldugu bulunmustur (56). Ikizler ile telefon iizerinden yapilan miilakatlardan
elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucunda monozigotik ikiz eslerinde de alkol
bagimhiligimin %64 oraninda kalitilabilirlik  gosterdigi  bulunmustur.  Alkol
bagimliliginda genetik varyansin hem kadin hem de erkek bireyler i¢in ayni1 oranda
oldugu gosterilmistir. Sonug olarak cinsiyet farklilig1 genetik agidan alkol bagimliliginin
riski tizerinde herhangi bir degisime neden olmadig1 gézlenmistir (57). Alkol bagimlilig
baska noropsikiyatrik rahatsizliklarla beraber ortaya cikabilir. Alkol bagimliliginin
yaninda ikinci bir noropsikiyatrik rahatsizligin seyretmesinin ortak genetik yatkinlikla

iliskili oldugu diisiiniilmektedir (58).

2.1.3. Alkol Bagimlihiginin Genom-Boyu Nliskilendirme Cahsmalari

Insan genom projesiyle kalitsal bilginin desifre edilmesi yoniinde biiyiik bir
gelisme katedilmistir. Haplotip Haritas1 (HapMap) projesinin de yardimiyla genom
boyu iligkilendirme c¢aligmalar1 kompleks hastaliklarin altinda yatan genlerin ortaya
¢ikarilmasi i¢in yapilan aragtirmalar arasinda onemli bir yer tutmaktadir. Cok sayida

aragtirmact genetik varyasyonlarin ve mutasyonlarin birgogunun bir araya gelerek
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kompleks hastaliklarin seyrini nasil etkiledigini aragtirmaktadir. Son yillarda alkol
bagimlilig1 iizerine genom boyu iliskilendirme caligmalar1 yapilmistir. COGA grubunun
elinde bulunan 120 alkol bagimlisi ve 160 saglikli kontrole ait DNA 6rnekleri iizerinde
104.268 SNP i¢in yapilan genom boyu iliskilendirme ¢aligmasinin sonunda 51 gen
bolgesindeki 188 SNP'nin alkol bagimliligi riski ile arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur. Bu iligkili bulunan bolgelerde yer alan genler hiicre i¢i sinyal iletiminden,
gen ekspresyonunun diizenlenmesinden, canli gelisiminden ve hiicreler arasi
tutunmadan sorumlu genler oldugu ortaya konmustur (59). Diger bir genom boyu
iligkilendirme calismasinin sonucunda 487 adet 28 yasin altinda yatan erkek hasta ve
1358 saglikli kontrol lizerinde 524.396 SNP test edilip 121 SNP'nin nominal frekansa
sahip oldugunu ve bunlardan 15 tanesinin c¢alismanin devaminda olusturulan
orneklemde de alkol bagimliligi riski ile arasinda anlamli bir iliskinin varligi
dogrulanmistir. iki nolu kromozomun uzun kolunun 3.5 bandinda yer alan (2q35) trans-
2-enol-koA rediiktaz (PECR) gen bolgesinin 3' ucunda yer alan iki polimorfizm
(rs7590720, rs1344694) ile alkol bagimlilig1 arasinda hem genom boyu iligkilendirmede
anlaml bir iliski tespit edilmis hem de devaminda yapilan genotipleme g¢alismasinin
sonunda iliskinin varligi dogrulanmistir (60). Baska bir arastirmada ise 948.658 SNP'nin
test edilip 1897 hasta ve 1932 kontrol lizerinde yapilan genom boyu iliskilendirme
caligmasinin sonucunda 15 SNP'nin alkol bagimliligi riski ile arasinda anlamli bir iligki
bulunmustur. Fakat replikasyon caligmalarinda SNP'lerle ilgili bulunan anlamli iliskiler

tekrarlanamamustir (61).

2.2. miRNA: Posttranskripsiyonel Gen ifadesini Diizenler

MikroRNA'lar 1993'te Ceanorhadbitis elegans lizerinde yapilan bir arastirmada
post-embriyonik gelisimin zamanlamasini diizenleyen molekiiller olarak tanimlanmustir.
Bu kiigiik RNA molekiillerinin /in-4'den transkribe oldugu ve Lineage-deficient-14 (lin-
14) gen sekansina karsi eslenik bir diziye sahip olduklarindan RNA-RNA etkilesimi
sayesinde bu gene ait mRNA'nin translasyonunu diizenledikleri gosterilmistir (62,63).
MikroRNA iizerindeki ¢ekirdek (seed) adi verilen bir bolge hedef mRNA'yla baz ¢ifti
olusturarak baglanir (64). MikroRNA’lar genel olarak translasyonu baskilayarak veya

mRNA yikimina neden olarak posttranskripsiyonel gen ekspresyonunu diizenler (65).
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Argonat (Argonaute; AGO) proteinlerinde yer alan bir motifin elF4E’nin (Okaryotik
Baglatic1 Faktor 4E) 7-metilguanozin baglanmasinda islev goren bolgesiyle 6nemli
Olciide benzestigi bulunmustur. AGO2 proteininde bulunan motife ait halkasal yan
gruplarin 7-metilguanozine baglanmada ve translasyonun baskilanmasi i¢in gerekli
oldugu gosterilmistir (66). Sonug olarak bu kii¢iik RNA molekiillerinin hiicre i¢i bir¢ok
biyolojik islev iizerinde hedef mRNA sekansina 6zgiil baz c¢ifti eslesmesi kurarak gen
ifadesinin transkripsiyon sonrasi sathada hassas ayarmin yapilmasinda gorev

almaktadir.

2.2.1. Klasik miRNA Olusum Yolag1 ve Bu Yolakta Yer Alan Bilesenler

MikroRNA olusum yolagmin ilk basamagi miRNA gen bolgesinden RNA
polimeraz II (RNA pol II) araciligtyla transkribe olmasinin ardindan olusan birincil
miRNA (pirimary miRNA; pri-miRNA) sentezlenmesidir. Aynen mRNA molekiiliinde
oldugu gibi pri-miRNA da 5’-metil guanozin sapkasi ve 3’ poli A kuyruguna sahiptir
(67). MikroRNA geni transkribe edildikten sonra elde edilen transkript pri-miRNA sa¢
tokas1 seklindedir ve ilmek ile sap kisimlarindan olusan 5’ ucunda fosfat ve 3’ ucunda 2
niikleotidlik ¢ikint1 olacak sekilde 70-80 baz cifti uzunlugundaki 6nciil mikroRNA
(precursor-miRNA; pre-miRNA)'ya doniistiiriiliir (68,69). Cekirdekte gerceklesen bu
doniisiimii yapan enzim kompleksi iic 6nemli bilesenden olusmaktadir: RNase III
enzimi, DROSHA proteini ve DiGeorge Critical region 8§ (DGCRS) proteini (70,71).
Prekiirsor miRNA'lar daha sonra g¢ekirdek zarinda bulunan Exportin-5 (XPOS5) adh
protein aracilifiyla ¢ekirdekten sitoplazmaya dogru tasinir (72,73). Sitoplazmada ikinci
bir RNase III enzimi, Dicer ve TAR DNA-Baglayici Protein (TARBP)'nin bir araya
gelmesiyle olusan kompleks pre-miRNA'ya tanima bolgelerinden baglanip 20-25 baz
cifti uzunlugundaki olgun miRNA'y1 olusturur. Olusan ¢ift zincirli olgun RNA 2
niikleotidlik 3' uzantilara sahiptir (74,75). miRNA:miRNA* dubleks yapisi helikaz ile
aralarindaki baz ¢iftleri ayrilarak olgun miRNA ve miRNA* (olgun miRNA’nin eslenik
dizisi) adli iki tek zincirli molekiil olusur. Dicer/TRBP miRNA dubleksine ait
zincirlerden birini (guide strand, kilavuz zincir) alir ve yapisinda AGO2 bulunan RNA-
indiikleyen susturucu kompleksine (RNA Induced Silencing Complex; RISC) yiikler ve
hedef mRNA'nin translasyonu baskilanir (75,76).
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miRNA
“Tnﬂr“-m-rm-" Miilkeemimel Ezlegme

Miikenimel Olmayan Ezlezme

Sekil 2.2. Olgun miRNA olusum yolaginda yer alan bilesenler (77).

Sekil 2.2'de RISC kompleksi olustuktan sonra iki sekilde miRNA mRNA ile etkilesime
girebilir. Birincisi tamamiyla uyumlu baz eslesmesi kurarak mRNA'nin yikimina neden
olabilir ya da kismi bir baz eslesmesi kurarak translasyonu baskilayabilir (77). Olgun
miRNA mRNA iizerindeki 3'-UTR i¢inde yer alan hedef bdlgeye baglanir. MikroRNA
iizerindeki bu hedef bdlgeyi taniyan eslenik diziye cekirdek (seed) dizisi adi
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verilmektedir. Cekirdek dizisi olgun miRNA'nin 5' ucundan 2-7 niikleotid uzakta
bulunur. miRNA ¢ogunlukla hedefindeki mRNA'nin 3'-UTR'si ile baz eslesmesi yaparak

post-transkripsiyonel gen ekspresyonunu baskilar (6).

2.2.2. Merkezi Sinir Sistemindeki mRNA Hedeflerinin miRNA’lar Tarafindan
Diizenlenmesi

Birgok miRNA sinir sisteminin dogru bir sekilde islemesinde 6nemli goreve
sahiptir. MikroRNA'larin 6zellikle beyinde ekspresyon seviyeleri yiiksektir ve bir ¢ogu
da sinir hiicrelerine 6zgli gorev yapmaktadir (78). Sinir sisteminin gelisiminde ve
dentritik uzantilarin olusmasinda miRNA'lar yer almakta ve bir cok noérolojik hastalikta
miRNA seviyelerinde bir diizensizlik gozlenmektedir. Memeliler iizerinde yapilan
deneyde miRNA olusumunda 6nemli bir bilesen olan Dicer'in fonksiyonunu yerine
getirmesi engellendiginde gozlenen degisikler miRNA'larin merkezi sinir sisteminin
fonksiyonunda biiylikk oneme sahip olabilecegini gostermistir (79). Ayrica ndron
hiicrelerinin farklilasarak sinir hiicresi cesitlerinin ortaya ¢ikmasinda miRNA'larin
onemli bir goreve sahip oldugu ortaya konmustur (80). Purkinje hiicrelerinde miRNA
islenmesinin aksamasi ataksiyle sonuclandig1 gosterilmistir (81). Sekil 2.3'te gosterildigi
iizere Etanol bir ¢ok ndrotransmiter reseptorii etkileyerek davranisin uzun siireli
degisimini tetikleyebilir. Bu reseptdrler arasinda GABA reseptdrii, NMDA reseptort,
Asetil kolin reseptorii (AchR), mii opiyat reseptorii (WOR), DRD ve B2 adrenerjik
reseptorii (B2AR) sayilabilir. MikroRNA ailesinin liyelerinden let-7, miR-1, miR-101,
ve miR-140 ndrotransmiter reseptorlerin ekspresyonunu azaltir ya da dynamin ve o-
syniiklein'nin mRNA'sin1 hedef alarak sinaptik endositozu engelleyebilirler. Sinapsta
gorev alan miRNA'lar Dicer, FXR1 ve miRNA olusum yolu bilesenlerinin mRNA'larin1
hedef alarak bir negatif feedback dongiisii i¢inde yer almaktadir (82).
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Sekil 2.3. Alkol bagimliliginda sinaptik aralikta miRNA’lar tarafindan hedef alinan bilesenler (82).
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2.2.3. miRNA ile iliskili Gen Polimorfizmleri

MikroRNA lar, protein kodlama goérevi olmayan, cok genis bir gen grubunu
olustururlar ve hedef mRNA f{istiindeki 3'-UTR'deki diziyle esleserek gen ifadesinin
transkripsiyon sonrasindaki evrede diizenleyici olan kiigiik RNA molekiilleridir.
MikroRNA ekspresyonunun, norodejeneratif ve noropsikiyatrik hastalik durumunda
degisim gosterdigi bir ¢ok c¢alismada gosterilmistir. Bu sonuglar miRNA'larin bu
hastaliklarin patolojisinde 6nemli gorevleri olduguna isaret etmektedir. miRNA
seviyelerinde degisime neden olabilecek ii¢ farkli gen grubundaki polimorfizmleri
sayabiliriz. Birincil miRNA transkripsiyonunun gerceklestigi gen bdlgesinde, olgun
miRNA'nin hedefinde bulunan mRNA'nin 3'-UTR'sinde veya miRNA olusum yolaginda
yer alan bilesenlere ait gen bdlgelerinde yer alan polimorfizmler hiicre ici miRNA
seviyelerinde degisime neden olabilir (Sekil 2.4). MikroRNA olusum yolagindaki gen
polimorfizmleri ile alkol bagimlilig: riski arasinda muhtemel bir iliskinin ¢alisilmasi bu
acidan Onemlidir. miRNA'larin polimorfizmlerini arastiran calisma sayist giderek
artmaktadir. Bu calismalardan biri, Iwai ve ark. yaptigi ¢alismada 173 insan pre-
miRNA'sinin dizi analizi yapilmis ve 10 adet SNP bulunmustur (83). MikroRNA'ya ait
farkl1 bolgelerdeki polimorfizmler, olgun miRNA fonksiyonunu ve olusumunu
etkileyebilmektedir (84-86). miRNA olusum yolaginda yer alan genlerdeki sekans
varyasyonlari miRNA islenmesini etkileyebilir. Bu durum heniliz deneysel olarak
gosterilmemistir. Onciil miRNA'nin islenip olgun miRNA'ya déniistiigii yolakta gorevli
genler ile iliskili polimorfizmler miRNA seviyelerinde degisime neden oldugunda
miRNA'larin  hedefindeki birgok genin ekspresyonunun bu durumdan etkilenerek

protein diizeylerinde bir degisim gozlenebilir.
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Genis canh miBNAomda dedisim

Sekil 2.4. miRNA olusum yolu gen polimorfizmleri hiicre i¢i miRNA seviyesini degistirebilir (87).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Araglar-Geregler ve Kimyasallar

3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Ekipmanlari

% Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)

% 1.5 ml'lik eppendorf tiipleri

% Santrifiij (Nive NF-800)

% 15 ml'lik Polipropilen Santrifiij Tiipleri (BD Falcon)

% Hassas Terazi (AND)

% Manyetik Karistirict (Niive MK-418)

+ 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 igin Film (Applied Biosystems)
% Etiiv (Niive EN-500)

% Otoklav (Niive OT 4060 V, OT 40 L)

% Vorteks (VELP)

% Mikropipet Seti (Eppendorf)

¢ Mikrodalga Firin (Samsung)
¢ Buzdolab1 (Argelik 8188 NF)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
% Sodyum Etilendiamintetraasetik asit (Na,EDTA) (Sigma E-5134)
+ Etanol (Riedel-de Haen 32221)

%

¢ 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)

+» Steril Apirojen Distile Su (Mustafa Nevzat)

+* Sodyum Kloriir (NaCl)
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s Amonyum Asetat (C,H;NO,)

3.1.3. DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

Niiklei Lizis Tampon Cozeltisi

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

Distile su ile 11t'ye tamamlanarak ¢oziildii.

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

TE Tampon Cozeltisi
10 mM Tris-HCl................ 0,394 gr (pH 8)
I mM Na,EDTA................ 0,093 gr

250 ml distile suda ¢oziildii.

10 M Amonyum Asetat (C,H;NO,) Tampon Cozelti
148 gr C2H7N02
200 ml distile suda ¢oziildii.

Proteinaz K icin Tampon Cozeltisi
10mM Tris-HCl................ 0,394 gr

200 ml distile suda ¢oziildii. Otaklavda steril edildi. +4 °C*de saklanda.

6 M Tuz (NaCl) Cozeltisi
35,5 gr 100 ml'ye distile su ile tamamlandi.
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3.2. Vaka-Kontrol Grubunun Olusturulmasi ve Periferik Kan Orneklerinin
Toplanmas

Arastirma projesi baslamadan énce hem Pamukkale Universitesi Hastanesi Etik
Kurulundan hem de Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan insan érnekleri
iizerinde arastirma yapilabilecegine dair onay alimmistir. Aragtirmaya Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri Ana Bilim Dali’na basvuran ve Denizli
AMATEM'de (Alkol ve Madde Bagimhiligi Tedavi ve Egitim Merkezi) tedavi goren
alkol bagimlis1 bireyler dahil edildi. Alkol bagimlis1 bireylerin Pamukkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Psikiyatri Ana Bilim Dalinda DSM-IV kriterlerine gore tanisi konmustur.
Saglikli kontrol grubu ise ailesinde alkol bagimlilig1 dahil herhangi bir noéropsikiyatrik
hastalik tanist almamis saglikli bireylere ait DNA oOrneklerinin hasta grubuyla say1
bakimindan ve cinsiyet dagilimi agisindan uyumlu olacak sekilde segilmesiyle
olusturulmustur. Hem hasta hem de kontrol grubundaki bireylerden ¢aligmaya dahil
olmay1 kabul ettiklerine dair etik kurulda belirtilen yonergelere uygun bir bigimde
hazirlanmig bilgilendirilmis onam formunu doldurmalar istendi. Bu ¢alismada hasta
grubu olarak alkol bagimlist 123 bireyden ve kontrol grubu olarakta 135 saglikli
bireyden alinan toplam 258 DNA 0rnegi iizerinde calisma yapilmistir. Her bireyden
goniillii olarak ¢alismaya katildiklarina dair yazili beyanlar1 alindiktan sonra 4-5 ml
periferik kan % 2'lik etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren 2 adet 2 ml'lik mor

kapaklt hemogram tiiplerine alindu.

3.3. Tuz ile Coktiirme Yontemi Kullanilarak Periferik Kandan DNA izolasyonu
Periferik kandan DNA izolasyonu i¢in laboratuvarimizda rutin olarak kullanilan

manuel tuz ile ¢oktiirme yontemi kullanildi (88). Vaka ve kontrol gruplarina ait kan

ornekleri numaralandirilip siraya konduktan sonra DNA izolasyonu yapilincaya kadar

-20 °C'de saklandi. DNA izolasyonu i¢in, sirastyla asagidaki basamaklar uygulandi:

1. Niikleus i¢inde bulunan DNA'nin serbest kalmasi i¢in hiicre zarinin ve ¢ekirdeginin
yapisinin par¢alanmasi gereklidir. Bu amagla mor kapakli hemogram tiiplerindeki kan
15 ml'lik polipropilen tiipler i¢ine aktarildi ve iizerine 13 ml'ye tamamlanacak sekilde

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

3. Cokelti tistiindeki siv1 faz (siipernatant) atildiktan sonra tekrar 13 ml'ye tamamlamak
icin soguk steril distile su ilave edildi.

4. Oda sicakliginda 10 dk 2000 rpm’de tiip santrifiij edildi ve tekrar slipernatant atildi.
5. Soguk distile su ile yikama islemi 4-5 kez tekrarlandi.

6. En son basamakta (siipernatant kismi tamamen beyaz oldugunda) tekrarlanan adimda
stipernatant atildiktan sonra ¢okelti lizerine 3 ml nuklei lizis tampon ¢o6zeltisi eklendi.

Bu basamakla beraber niikleus igeriginin ortama serbest kalmasi saglandi.

7. 10 ng/ml konsantrasyondaki Proteinaz K'den 150 pl ve 200 pl %10 SDS (Sodyum
Dodesil Siilfat) kopiirtmeden yavas yavas eklendi. Bir ¢esit deterjan olan SDS
hidrofobik ve hidrofilik kisma sahip bir molekiil oldugundan yapisinda yag bulunduran
hiicre membraninin ayrigmasina neden olur ve bdylece hiicre icerigi serbest hale geger.
Proteinlerin elimine edilmesi i¢in de proteinleri sindiren enzim (Proteinaz K; K

keratinin bas harfi) kullanildu.

8. Proteinaz K'nin optimum diizeyde islevini yapabilmesi i¢in tiip asag1 yukar1 edildi ve

bir gece 37°C"de etiivde inkiibasyona birakildi.

9. Aktif haldeki enzimin denature edilerek etkisinin sonlandirilmasi amaciyla ertesi giin

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

10. 2 ml 6 M NaCl (veya 10 M amonyum asetat; C,H,NO,) ilave edilip hizlica yaklasik
20 defa asag1 yukar alt iist edildi. NaCl proteinlerin DNA'dan ayrilmasini kolaylastirir.
Ciinkii NaCl ortamin iyonik kuvvetinin arttirir ve aminoasit zincirindeki yan gruplarla
DNA'nin arasinda kurulan molekiiller arasi baglarin zayiflamasina neden olur. Boylece

DNA proteinlerden kolayca ayrilarak ortamda serbest hale gecer.
11. Oda sicakliginda 10 dk bekletildi ve 15 dk 3500 rpm’de santrifiij edildi.

12. Siipernatan bagka bir tiipe alindi1 ve {izerine soguk 2 kat1 kadar saf etanol eklendi.
(Eger saf bir DNA elde edilmis ise DNA molekiil agirligi agir olmasina ragmen
yumaklasip beyaz bir iplik halini alir ve ylizeye dogru ¢ikar ya da ¢ozeltide asili kalir.)

13. Elde edilen DNA yumagimnin miktarina gore Tris-EDTA (TE; pH 8) tampon ¢ozeltisi
eklendi. TE tamponu icinde EDTA bivalent (iki iyon yiikli) katyon selatorii icerir.

EDTA'nin eklenmesinin nedeni DNaz aktivitesini durdurmasidir, ¢iinkii Ca*? DNaz'in
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islev gérmesi icin gerekli kofaktordiir. Boylece ortamda serbest hale gelen DNaz'larin

aktivitesi Ca**iyonlarinn gelatlanmasiyla engellenmis olur.

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

kadar +4 °C'de muhafaza edildi.

3.4. Vaka-Kontrol Gruplarmin Polimorfizmler I¢in Genotip Tayini

3.4.1. Genotiplemesi Yapilacak SNP'lerin Secilmesi

Periferik kan orneklerinden DNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra hem
hasta hem de kontrol O6rneklem grubu flizerinde genotip belirleme deneyi yapildi.
Genotipleme deneyi Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time
Polymerase Chain Reaction; Real Time PCR) yontemi ile ilgili polimorfik sekansa 6zgii
problar kullanilarak Cizelge 3.1'de yer alan polimorfizmler i¢in yapildi. Daha 6nce
mesane kanseri iizerine yapilmis bir vaka kontrol ¢alismasinda yer alan polimorfizmler
bu caligmada aday gen bolgeleri olarak se¢ilmistir (11). Polimorfizmler segilirken Minor
Allel Frekanst (MAF) 0.01'den biiyiilk olanlar arastirmaya dahil edildi. Gen
polimorfizmleri daha ¢ok gen ekspresyonu lizerinde etkisi olabilecek bolgelerdeki (3'-

UTR ve promotor bdlge) polimorfizmler se¢ilmistir.
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Cizelge 3.1. Genotip tayini yapilan miRNA olusum yolagindaki SNP'ler.

Gen Gen ID Iir((;lr; Zizﬁl: ! Referans SNP No  Pozisyon Y&Zg
RNASEN (DROSHA) 29102 chr5:31401447 rs10719 3'-UTR C>T
DGCRS 54487  chr22:20098359 rs1640299 3'-UTR G>T
XPOS5 57510 chr6:43490947 1s11077 3'-UTR A>C
RAN 5901 chr12:131361241 rs14035 3'-UTR C>T
DICERI 23405 1 114:95553362 rs3742330 3'-UTR A>G
DICERI 23405  chrl14:95556747 rs13078 3'-UTR A>T
TARBP2 6895 chr12:53894465 15784567 5'-UTR C>T
AGOI (EIF2CI) 26523 chrl:36367780 1s595961 intron 10 A>G
AGO?2 (EIF2C2) 27161 chrS: 141647414 rs4961280 promotor A>C
GEMIN3 (DDX20) 11218  chrl:112297482 rs197388 promotor A>T
GEMIN4 50628  chrl7:655920 15910924 promotor C>T

Kisaltmalar: M>m, majér>minér allel; chr, kromozom

* SNP bilgi bankasinda (dbSNP) yer alan referans genom {izerindeki polimorfizmin konumu.

3.4.2. Real Time PCR Genotipleme Deneyi I¢in Primer ve Prob Dizilerinin
Sentezlenmesi

Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) programi ile Ulusal Biyoteknoloji
Bilgi Enstitiisii'nde (NCBI; National Institute of Biotechnology Information) bulunan
referans insan genom dizilerinden yararlanilarak DGCRS, RAN, TARBP2, DICER,
XPOS5, RNASEN, AGOI1, AGO2, GEMIN3 ve GEMIN4 polimorfizmlerine 6zgli primer
ve prob dizileri dizayn edildi. Sekil 3.1-11'de gosterildigi lizere referans genom dizileri
iistte belirtilmis olup primer eslesme bolgeleri sar1 ile isaretlenmistir. Yesille isaretlenen
bolgeler ise prob eslesme bolgesidir. Kirmizi renkle isaretlenen niikleotid polimorfik
allelin yerini isaret etmektedir. Her bir primer ve prob dizisinin istiinde dizayn

yapilirken NCBI'dan kullanilan insan referans genom dizileri belirtilmistir.
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NM 001100412.1
AAATAAAAGGAAGTAATGCACATTCACCAAAGTCAAGTTTTCCGTTAAATAGAAGAAAAATCTAATACTT
TGTAATAAAGACCATCCAGCTAAAAACAGATCATTAAAACAACAATAGCGATTTGACTCTGTATTTTATT

TCAATGRCCACACTICHTICATTCTCTCCACEAR A ACTAGGCTAGGTCTCAATAGACAACAGTCACAGTT

ACTGAGCAAGTAAATACTCCACACTTGCATGCCCTCCTTTATTTCTTGATGTCTTCAGTCTC

Sekil 3.1. RNASEN'e ait Real Time PCR yontemi ile ¢ogaltilan rs10719'nin (C>T) oldugu bdlgenin
eslenik (revers) dizisi.

NG_022931.1

AACCATCAAGGTGGTCCCTCTCCAGTCTGGACACGATGCCAGCAAGGATGACGTCCTGCCACCTCCTGGA
GTTACCCTGGCCTCCTAGGGTCCCTTTTTCTGATGAAGECEIARTICCCTARARGEEEET CTTTGGACAC
TGAGGCCCTCTCTGCCTTTCCTGGCCTCCGGCAACAGTTTTTTACAAAGATTTTTTGCAGTCGAGTCCAT
ATGTCCACCCATTGATTTTTAAAGCTTTTGTGATATTTTAGCATTTTGAAAGACTTTCACAGTGAGAGTA
GAAGGTAGATTTGGAATCATGCATTTTAGCAAGTGGACTTGTTGAAACAGGAAGCAAGGGCCTTCAGTGT

Sekil 3.2. DGCRS8'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs1640299'in (G>T) yer aldig1
bolgenin dizisi.

NM_020750.2
TGTCATGTGACACTATCTAGGGTACTGTGGCTCTTGTGCCTGAGTGGACCTTGAGGCTGGGGAGGCCAGA
CTGAGGGGTCATTCATGGAAGGGCAAGATGTGTGAACTCTAAAGGGGATGTTAGC
-GGTCCTTGGAGGTACTATACTTGATACTGT GCCAAGTTTAGCAGTAGCCTGTACCATGGATCCCA
TCAGGTGACCAGATTCTTGCCCAAAGCAAAGTTGAGAGAACTGACCAAGTTCTCTTCAGCACTTAGCACC
TAACCCAGACATGCCCCTTAGGGAGTGGGGAAAGTTTCCTGCCAGCCCAGCAGCAAAAGGGCTCAGTGGG

Sekil 3.3. XPO5'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs11077'nin (A>C) yer aldig:
bolgenin eslenik (revers) dizisi.

NT_009755.19
AGGAGTACCTGAAAACTGTGGGTAAACATGGACCATTTTCCTTGCGTATCAACTTCACACTAAGCATCTA
ACATTCAAACAAAAAAGTGCAAAATTTGTAATTATTTTTAACAGCAAGAATTCCCAACCTCCTGCCATCC
ACTGATGTTCCATECICTTICARCTICTACATTARARCA TGATTACTTTTGCCATARAAGARAATATTAC
CCTTAAAATATCTATTTGATATGTACAAACCACATTTTTATTCTGACAGGTCACAGATTTTGAGCAAGTG
CTTCCCTAGGTGACCCTACCTAGCCAATATGAAGGTGGAGCAAACACTGCTTTAGCTTAACTGCACTAAT
ATTTACACCATGTAACCCTTCTAAC

Sekil 3.4. RAN'a ait Real Time PCR yontemi kullanilarak g¢ogaltilan rs14035min (C>T) yer aldigi
bolgenin eslenik (revers) dizisi.

NG_016311.1
TTATTCAAATGTAATTAAAACAACCATATAGGTAATAAACATGACATGAGTTTCTCTTCTGCAGATAATG
CARATGGGTTAAAGACTCTTAACATAATTTCAGATGCAGTTAAAAAAAGGTATCAAGGTCTCAGTTTGGT
GGCTTCAATCTTGTGTARACCCATTACHCACCCTARCAGAGEAAGATCCAATATTTTAAATCAACGGGGC
CTTGTGCATGAACTGCGCTCGATCTGGATTCCAGTGATCCTCTGCAGTGCCCACCTGCCTCCAGGGAGCG
ACTGAAGAAGCCGACTGCCG

Sekil 3.5. DICERI'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs3742330'nin (A>G) yer aldig1
bolgenin dizisi.
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NG_016311.1
CGCAAAAAACTAAAACTACAATTAGTTCCAAAATTTTATACATATGTTARATGTTTTATTCTGTTATCTA
TCCTGTTATCAACCAAACTTTAAATTCTGCCTTCAATTCATTCCACTCACTANCARCTITARCTCTTCCT
ETCCGATTTAAATAATTTTCCCCTTAATTTTTTTTGTTTTGTTTCTTGTTTTGAATTTTAAAAAGCGGTT
TCAGCTATTGGGAACCTGAGGTTGATTAGCTTTGAGGCTTCGGAGGGCTCTTCTTGCTGCTGCAGATTTG
GCAATCCTGTAACTTCGACC

Sekil 3.6. DICERI'e ait Real Time PCR yo6ntemi kullanilarak ¢ogaltilan rs13078'nin (A>T) yer aldigi
bolgenin dizisi.

NT_029419.12
AAAGGTTTCACAAAAGAAGCAACACCTGAAGGGAGGTGAAGGACGACCTAGGAAAAGGAAGCAAGTTCTG
TGTCACGGAGGCCCAAGGGCAAGGGGCTTAGGCTGTGGGTTGAGGGGACTGTCTGAGACGGACTTAAACC
TGCACCAGCTCCAGAGCCCTGCGGARRCACACATCRETCCEETEEEEEGTC TAGGTAAGGCCCACCCTCC
CAGACCGCARAGAGCCAGGATCCGACGGCAGCCTCTCCGGACCAATCACAACCTTCCTTCATCAAGGAGG
CGGGGTCGGGGGGGGCTGAC

Sekil 3.7. TARBP2'ye ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs784567'nin (C>T) yer aldig:
bolgenin dizisi.

NT_032977.9
GTGCGAAGCAGGCGATGGCCCAGACTTTGATCTCAATCCCATTGTAGAACTGTTTCCCCCGCATGTCCCA
GACACCCTGATTGGGTGTGGCAATGGCCCGGTTCTGGGGATAGGTAGAGGGG

AGGTGGGTAGGGGAGCAAAAGCCCCTGGCTATACAACCCAACCACCCCCATATGCCCCGAGA
TGTTGTCTGGCCCTGACCCTGCTCACCCGGCCGCCGTACTGCAAGATGGGCGCCGGCAGCACTCGCCCTG
TCACCTCCGTCATGTCATCC

Sekil 3.8. AGO!'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak gogaltilan rs595961'nin (A>QG) yer aldig:
bolgenin eslenik (revers) dizisi.

NW_001839140.1
ACGAAATCCTTGCAACAAAGTTCCCCAACACAGCGCTCARAGGAGCTGAAGGCGGGCTGAGGGCAGCCAG
TGATGACAGAGCCTTCTGGGCCTTTGCTGAGGCGTGCAGTCGCTGACAGCAGGGCAGTTGGGCCTCAGGG
ATTTCGGECCARAACCACTITTCECEATAT G TGAAGGAGACAGGGGCAGAGAGAGAGGGTGGGCATCTGC
GAACTGGGAAGATTGATGAGGTTGCATGGTTCATAAATAGGAAAGTGGTAACATTCATGATTATTTAAAA
ATTTCCTTGAAATACTACAG

Sekil 3.9. AGO2'ye ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs4961280'nin (A>C) yer aldig1
bolgenin eslenik (revers) dizisi.

NT_032977.9
TCTCTGCCACTTTTCCTTGCTGTGGTCTTCTGCTCAAATATCAGCTTTTCAAAGAGGTCTTGAACACCCT
AAGACAGCTCTGTCATCCTCTCTGCTGCCTGGCCTTTCCCAGCACTCTCTTGTTTTGCTTTATTTTTTCT
TTATGATACTTATACCTACCTGAARTIATATCICINCICCCTCTICTCECACACTCTATGAGGACAAGAAC
CTATTCTGTCTTGTTCTCCTCTGCATCCCTAGTGGGAAAAACAATCTGACACATAGGARATGTTCAATAT
TTATCAAATGATTGAGCTCC

Sekil 3.10. GEMIN3'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs197388'nin (A>T) yer aldig1
bdlgenin eslenik (revers) dizisi.
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NT 010718.16
GGTGGAGAGTTGGAGTGGCTGTTACTACTCGATCTCAGGGGGAGGAGACAGGCACGCGATGTTTGTGTTT
TGTCAAGCACAGATTGCAAGCTCGGGGTCCAGCGTAAACCCCACCATGTTTGGGCTCACACGGCGCATTT
TCTGGGGAGGACCAGCCGTCAAAAAGIGTCTAGGATCCGGAACGCTGCTGTCTGGAGGGGGCGGCGCGGC
AGGAGCGCGTTGAGGGACTGTATGTGGCGCGAGCTGGGCGGGTGGGAGTGGAAGCCTCGCGTGGTGCGGL
CGCGCTGGGTGGTGGGCGTC

Sekil 3.11. GEMIN4'e ait Real Time PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan rs910924'nin (C>T) yer aldigi
bolgenin eslenik (revers) dizisi.

Primer ve prob oligoniikleotid dizileri “Metabion International AG, D-82152
Martinsried/Deutschland” tarafindan sentezlendi. Her prob 5' ucunda Yakima Yellow
veya FAM ile isaretlenmis floresan 1s1ma yapabilen boya ve 3" ucunda ise bu 1simanin
gergeklestigi dalga boyuna sahip 15181n yayilmasini engelleyen Black Hole Quencher™
(BHQ) adindaki “quencher” (sogurucu) kovalent bag ile baglanmistir. Ayrica sitozin
niikleotid yerine sitozin analogu olan C-5 propinil-deoksiribo Sitozin (pdC) ilavesiyle
prob dizayn edilmesi sirasinda floresan boya ile isaretli oligoniikleotidin erime sicaklig1
(Tm) arttinllarak hedefe 6zgiillik korunmaya c¢alisildi (Cizelge 3.2-11). Her bir pdC
eklenmesiyle T, yaklasik 2.8°C yiikselmektedir. Prob dizilerinde alt1 ¢izili niikleotid
polimorfik alleli belirtmektedir. Yakima Yellow VIC e alternatif olarak 6zel gelistirilmis
bir boyadir. 530,5 nm maksimum absorbsiyon ve maksimum emisyon 549 nm ile FRET
(Fluorescence Resonance Energy Tranfer; Floresan Rezonans Enerji Transferi)
teknolojisini kullanan florofor 1s1ma algilayicilarinin tamamiyla uyumludur. Eclipse®
Dark Quencher (EDQ) ve Black Hole Quencher™ (BHQ) ile en iyi sonug elde edilebilir
(89).

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

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi

RNASEN 3'-UTR C>T 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’
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Cizelge 3.3. DGCRS'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

DGCRS 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’

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 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 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-
1-3°
Prob A 5°-FAM-C(pdC)TGTTTGAAGTT(pdC)TA(pdC)ATTAAAA (pdC)AT-BHQ-1-3’

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

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi

DICERI 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. DICERI'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

DICERI 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-
BHQ-1-3’
Prob A 5’-FAM-CT(pdC)A(pdC)TAACAA(pdC)TTTAAGT (pdC)TT(pdC)CTT-BHQ-1-3’

Cizelge 3.8. DICERI!'e ait 3'-UTR de yer alan rs13078 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primer ve prob
dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi

TARBP2 5-UTR C>T 18784567

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. AGO!'e ait intron 10°da yer alan rs595961 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primer ve prob
dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
AGOI Intron 10 A>G 1s595961

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’

Cizelge 3.10. AGO2've ait promotor bolgesinde yer alan rs4961280 polimorfizmi i¢in dizayn edilen
primer ve prob dizileri.

Gen Gen Bolgesi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
AGO?2 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’
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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-BHQ-
1-3’
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 bolgesinde yer alan 15910924 polimorfizmi igin dizayn edilen
primer ve prob dizileri.

Gen Gen Baolgesi 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-CCGTCAAAAAGTIGTCTAGGATCCGGA-BHQ-1-3’

3.4.3. Real Time PCR Yontemiyle Genotipleme Deneyi

Real Time PCR Genotipleme deneyi Applied Biosystems (ABI) Prism 7500 Real
Time PCR cihaz1 iizerinde gergeklestirildi. Allele 6zgiin dizayn edilen hibridizasyon
problarinin her bir reaksiyon dongiisiindeki floresan i1simast Olciilerek farkli allelleri
tastyan oligoniikleotidlerin amplifikasyon miktarlar1 belirlendi. Ozgiin prob ¢ifti hedef
bolgede yer alan polimorfik allele hibridize olabilen iki farkli oligoniikleotitten
olugsmaktadir. Hedef DNA bolgesine hibridize olan probun 3' ucunda quencher 5'
ucunda floresan 1s1ma yapan boya bulunmaktadir. Prob serbest haldeyken floresan 1s1ma
quencher tarafindan sogurulacagindan emisyon bir bakima engellenmis olur. Bu iki
molekiil birbirlerine ¢ok yakin hibridize olduklarinda Real Time PCR sisteminin 151k
kaynagi dondr boyayr uyarir ve uzun dalga boyunda floresan i1sima gergeklesir.
Gergeklesen bu olaya FRET adi verilir.

Oncelikle Real Time PCR reaksiyon miksi 96 kuyucuklu saydam polipropilen
tabagin (plate) kuyucuklarina dagitildi. Hazirlanan karigimin kontamine olup olmadigini

belirlemek icin her bir reaksiyon tabaginda 6rnek DNA icermeyen negatif kontrol
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kuyucugu kullanildi. Reaksiyon karisimi1 kuyucuklara dagitildiktan sonra 96 kuyucuklu
plate i¢cin Microamp® Real Time PCR Film (Applied Biosystems) ile kuyucuklarin tizeri
kaplanmistir. Is1 bloguna yerlestirilen plate daha onceden hazirlanan yiiriitme metodu
sablon dosyasi1 acilarak reaksiyon baslatilmistir. Yaklasik iki bucuk saat siiren deneyin
ardindan multicomponent grafikleri lizerinden genotip tayini yapilmaya caligiimistir.

Her bir polimorfizm i¢in sablon dosyada kayith asagidaki Real Time PCR sartlari

kullanilmastir:
60 °C’de 1 dakika 6n PCR okuma (1 dongti)
95 °C’de 10 dakika AmpliTaqGold® DNA Pol aktivasyon (1 dongii)
95 °C’de 15 saniye denatiirasyon (40 dongii)
60-65 °C’de 1-1.5 dakika baglanma/uzama (40 dongti)
60 °C 1 dakika PCR sonrasi okuma (1 dongii)

Cizelge 3.13. Genotipleme deneyinde her bir 6rnek i¢in Real Time PCR karigimi son hacim 25 pl olacak
sekilde hazirlandi.

Reaksiyon Bileseni

Genomik DNA 2 ul
2X TagMan Master Mix 12,5 pl
Primer-F 900 nM x 2,5 ul
Primer-R 900 nM x 2,5 ul
ProbT (FAM) 200 nM x 0,8 ul
Prob G (Yakima Yellow) 200 nM x 1,6 wl
Steril distile H,O 3,1l
Toplam Hacim 25 ul

3.4.4. Genotipleme Deneyinin Ardindan Genotip Tayini

SDS 2.0.3 yazilimi ile logaritmik ¢izelgede gercek zamanli ¢ogalim egrilerinin
analizi yapilarak genotipler belirlendi. Real Time PCR cihaz1 ile elde edilen
amplifikasyon egrileri ile 6rneklerin genotipi tayin edildi. Polimorfik allelleri tasiyan ve
5" ucunda prob bagli DNA oligoniikleotidin floresan 1gima miktarimin birim PCR termal

dongiisiine gore artig egrisinin Sekil 3.12'dekine benzer bir sekilde sigmoyidal olmasi
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beklenmektedir. Cilinkii DNA c¢ift zincirli molekiiler yapiya sahip oldugundan, her bir
dongii sonunda DNA miktar1 iki katina ¢ikmaktadir ve bunun sonucu olarak {issel bir
fonksiyon grafigi eldilmesi gerekir. Ancak reaksiyon sonunda ortamdaki PCR

bilesenleri tilkeneceginden egri plato evresine girer ve yatay seyreder.

F00,000 4
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G00,000 4
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200,000 -
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Sekil 3.12. GEMIN3 rs4961280 polimorfizmi T>A i¢in genotipleme deneyi sonucunda elde edilen
multicomponent grafiginde homozigot TT genotipi.

Sekil 3.12'de mavi renkli egri T allelini tasiyan DNA fragmanin, yesil renkli egri
A allelini ve kirmiz1 renkli yatay cizgi arka plandaki 1s1may1 belirten ROX (6-Karboksi-
X-Rhodamin) pasif referans boyay1 temsil etmektedir ve analiz sirasinda floresan
isimanin normalize edilebilmesi i¢in gerekli referans igimayi yapar. Bu ¢izgi arka
plandaki bazal diizeydeki floresan 1simayi temsil etmektedir. ROX 1simasma baglh
olarak da her deneysel setup otomatik kendine bir bazal seviye belirlemektedir. A

allelini tastyan prob Yakima Yellow’la ve C alleli ise FAM (5-Karboksifloresin) ile
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isaretlenmistir. Bu durumda genotip heterozigot CA olarak degerlendirildi. Sekil 3.13'te
Sekil 3.14'e kiyasla daha erken bir donglide floresan 1s1ma esik degeri astigi icin iki
kuyucukta yer alan DNA 6rneklerinin konsantrasyonlar: arasinda bir farklilik oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 3.13. GEMIN3 rs4961280 polimorfizmi T>A i¢in genotipleme deneyi sonucunda elde edilen
multicomponent grafiginde heterozigot TA genotipi

GEMIN3 154961280 polimorfizmi i¢in genotipleme deneyi sonunda elde edilen
yar1 logaritmik floresan 1g1ma Real Time PCR dongii sayist multicomponent grafigi
Sekil 3.14'teki gibi elde edilmistir. A allelini tagiyan prob Yakima Yellow’la isaretlenmis
ve T alleli FAM ile isaretlenmistir. Atasal allel olan T i¢in esik degeri gecebilecek
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oranda 1s1ma Oolgiilemediginden grafikte sadece A allelinin amplifikasyon egrisini

gormekteyiz. Bu durumda rs4961280 i¢in genotip homozigot AA olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.14. GEMIN3 1s4961280 polimorfizmi T>A i¢in genotipleme deneyi sonucunda elde edilen
multicomponent grafiginde homozigot AA genotipi

3.5. Genotip Verilerinin Diizenlenmesi ve Istatistiksel Analizi

Alkol bagimlis1 grubun ve kontrol grubunun genotip ile allel verileri “Ki-kare
(Chi-square)” veya “Likelihood ratio” testleri ile analiz edilmistir. Genotip ile allel
frekans1 bakimindan vaka ve kontrol gruplarinin “Hardy-Weinberg” dengesinde olup
olmadiklar1 kontrol edildi. Stirekli degiskenler i¢cin tanimlayici istatistikler ortalama ve
standart sapma cinsinden, kategorik degiskenler i¢in ise frekans ve yiizde olarak verildi.
Istatistiksel analizler SPSS v.11.5 paket programui ile yapilmis ve analizlerde p<0,05 ise

sonuclar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Vaka-Kontrol Grubuna Ait Genotip Dagilimlari ile Allel Frekanslar:

Bu vaka kontrol calismasinda 123 alkol bagimlist ve 135 saglikli kontrole ait
periferik kandaki l6kositlerden izole edilen DNA oOrnekleri iizerinde miRNA olusum
yolag1 gen polimorfizmlerinin Real Time PCR ile genotiplemesi yapilmistir. Ardindan
alkol bagimlis1 (vaka grubu) ve saglikli bireylerden (kontrol grubu) elde edilen genotip
ve allel dagilimlar1 uygun istatistiksel yontemlerle analiz edilip hastalik durumuyla ilgili
polimorfik alleller arasinda anlamli bir iliski olup olmadigi degerlendirildi. Cizelge
4.1'de gosterildigi iizere vaka ve kontrol grubuna ait yas dagilimlar ile cinsiyet
dagilimlar1 (p=0,295) benzerdir. Cizelge 4.2 ile Cizelge 4.3 te sirasiyla polimorfizmlere

ait genotip dagilimlar1 ve allel frekanslar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Vaka ve kontrol gruplarinin demografik 6zellikleri.

Alkol Bagimhs1 (n=123) Saghkh Kontrol (n=135)
Cinsiyet (K/E) 8/115 15/120
Yag (ortalamazss) 35.19£10.18 34.53+14.22
Kisaltmalar: E erkek, K kadin, ss standart sapma

Cizelge 4.2. Vaka ve kontrol gruplarinin ilgili gen bdlgelerindeki polimorfizmlerin genotip dagilimlari.

Gen Adi Refesrlzll:s No Majﬁ;;z;ﬁnﬁl‘ Genotip Bag:ll;(ﬂm Igzlglltlll':)lll P-Degeri
RNASEN (DROSHA) 1510719 C>T CC/CT/TT  50/43/15 52/57/14 0,587
DGCRS rs1640299 G>T GG/GT/TT  49/39/33  27/64/27 0,002*
XPO5 rs11077 A>C AA/AC/CC  53/47/21 45/58/16 0,292
RAN rs14035 C>T CC/CT/TT  48/42/9  63/45/11 0,779
DICERI 1s3742330 A>G AA/AG/GG  97/21/3 89/29/2 0,401
DICERI rs13078 A>T TT/TA/JAA  72/19/3  90/23/3 0,962
TARBP?2 15784567 C>T CC/CT/TT  37/39/42 32/51/31 0,169%
AGOI(EIF2CI) 1s595961 A>G AA/AG/GG  69/49/0  95/26/0  0,001*
AGO?2 (EIF2C2) 154961280 A>C AA/AC/CC  73/35/2 105/26/2 0,085
GEMIN3(DDX20) rs197388 A>T TT/TA/AA  59/25/4  80/24/7  0,504*
GEMIN4 rs910924 C>T CC/CT/TT  73/19/2  59/32/4 0,064
* Vaka veya kontrol grubu Hardy-Weinberg dengesinde degildir.
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Vaka ve kontrol gruplarinin RNASEN, XPOS5, RAN, DICERI, TARBP2, AGO2,
GEMIN3 ve GEMIN4 polimorfizmlerinin genotip dagilimlar1 arasinda anlamli bir iligki
bulunamadi (Cizelge 4.2). Hasta grubunda DGCRS, TARBP2, GEMIN3 ve AGOl'e ait
genotip dagilimlart Hardy-Weinberg dengesinde degildir. Kontrol grubunda ise sadece
GEMIN3'e ait genotip dagilimi Hardy-Weinberg dengesinde degildi. AGOI rs595961
(A>G) bakimindan alkol bagimlist (p=0,004) grup Hardy-Weinberg dengesi
gostermezken kontrol (p=0,185) gruplar1 Hardy-Weinberg dengesindedir. Gruplardan
biri Hardy-Weinberg dengesinde, biri degilken karsilastirma yapilmasi uygun degildi.
Fakat AGOI 1595961 (A>G) bakimindan AG genotipi alkol bagimlisi olma riski
arasinda anlamli bir iliski vardir (p=0,001). DGCRS 151640299 bakimindan alkol
bagimlis1 grup Hardy-Weinberg dengesi gostermezken (p=0,001) kontrol grubu Hardy-
Weinberg dengesindedir (p=0,357). DGCRS8 GG genotipi ile alkol bagimlis1 olma riski

arasinda anlamli bir iligski bulunmustur (p=0,002).

Cizelge 4.3. Vaka ve kontrol gruplarina ait ilgili gen bolgelerindeki polimorfizmlerin allel dagilimlart
gosterilmigtir.

SNP MAF Hastalarda
Major>Minor  Alkol Saghkh P-  Gozlenen / Referans
Gen referans < S
o allel Bagimhs1 Kontrol Degeri (6rneklem
genisligi)*

RNASEN (DROSHA) 1s10719 C>T 143 /73 161/85 0,864 0,338/0,470(1029)
DGCRS ESI64029 G>T 137/105 118/118 0,147 0,434/0,392 (857)
XPO5 rs11077 A>C 153 /89 148/90 0,814 0,368/0,380 (831)
RAN rs14035 C>T 138 /60 171/67 0,622 0,303/0,297 (650)
DICERI 65374233 ASG 215/27  207/33 0,622 0,112/0.148 (223)
DICERI rs13078 A>T 163 /25 203/29 0,808 0,133/0,110 (241)
TARBP?2 rs784567 C>T 113/123  115/113 0,582 0,521/0.246 (538)
AGOI(EIF2CI) 1s595961 A>G 187/49 216/26 0,003 0,208/0,471 (1031)
AGO2 (EIF2C2) 65496128 A>C 181/39 236/30 0,043 0,177/0,144 (314)
GEMIN3(DDX20) rs197388 A>T 143 /33 184/38 0,673 0.188/0,225 (492)
GEMIN4 rs910924 C>T 165/23 150/40 0,021 0,122/0.166 (364)
MAF: Minér Allel Frekanst *dbSNP (1000 Genom Projesindeki 6rneklem genisligi)
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Vaka ve kontrol gruplarinin RNASEN, DGCRS XPOS5, RAN, DICERI, TARBP2
ve GEMIN3 polimorfizmlerinin allel frekanslar1 arasinda anlamli  bir iliski
bulunamamastir (Cizelge 4.3). Tablo iizerinde allel frekansi ile alkol bagimlilig1 arasinda
anlaml iligki bulunan polimorfizmlerin P-degeri koyu olarak yazilmistir. GEMIN4'e ait
1s910924 polimorfizmi i¢in atasal olmayan T alleli saglikli bireylerde hastalara oranla
anlaml diizeyde daha siklikla gozlenmistir (p=0,021). AGOI ve AGO2'ye ait sirasiyla
1$59596 (p=0,003) ve rs4961280 (p=0,043) ile hastalik durumu arasinda anlamli bir
iliski bulunmustur. Ayrica AGOI 1s595961 bakimindan alkol bagimlist grup “Hardy-
Weinberg” dengesi gdstermemistir. Buna ragmen allel frekansi hesaplanmis ve anlaml
bir iliski bulunmustur. Ote yandan, 4GO2 genotip dagiliminda hasta ve kontrol gruplar
arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir, fakat AGO2 rs4961280 i¢in C atasal alleli
saglikli kontrol grubuna kiyasla alkol bagimlis1 grupta (p=0,043) daha az siklikta

oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.1. RNASEN (DROSHA) rs10719 polimorfizmi C>T igin genotipleme deneyi sonrasinda elde
edilen ornek allelik diskriminasyon grafigi.
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Sekil 4.1'de 96 kuyucuklu reaksiyon tabagindaki genotip tayini yapilamayan
kuyucuklar carpr isareti (X) ile isaretlendi. Grafigin sol alt kosesindeki siyah kare
negatif kontrol kuyucugunu temsil etmektedir. Mavi renkli daireler CC genotipinde,
kirmiz1 renkli olanlar ise TT genotibindeki kuyucuklar1 gosteriyor. Allelik
diskriminasyon grafiginde yatay eksene yakin ve sag koseye dogru homozigot TT
olarak tayin edilen kuyucuklar bulunurken diisey eksene yakin sol iist koseye yayilan
grupta homozigot CC genotipli 6rneklerin kuyucuklar1 bulunuyor. Yatay eksen T allelini
ve diisey eksen C allelini temsil etmektedir. Allelik diskriminasyon grafiginin kdsegeni
iistlinde yer alan yesil renkli daireler heterozigot CT genotipli drneklerin bulundugu

kuyucuklar1 belirtmektedir.
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5. TARTISMA

Alkol bagimliligi birden fazla genetik faktoriin etkisinde ortaya cikan ve
cevresel faktorlerin de etkili oldugu heterojen kompleks bir genetik hastalik olarak
kabul edilmektedir. Su ana kadar alkol bagimliligimin genetik altyapisini ortaya
cikarmaya calisan arastirmalar baglanti analizleri, aday gen yaklasimi ve genom boyu
iliskilendirme c¢alismalar1 olarak {ic genel kategoriye ayrilabilir. Aday gen
caligmalarinda da genellikle alkol metabolizmasindan sorumlu enzimlere, dopaminerjik,
serotonerjik ve diger ndrotransmiter sistemlerde gorevli bilesenlere ait gen bdlgeleri
iizerinde arastirmalar yogunlasmaistir.

Vaka ve kontrol gruplar1 arasinda genotip dagilimu ile allel frekans1 kiyaslamasi
yapilarak, genetik olarak diizensizlik riski tasiyan bireyler belirlenebilir. Oncelikle
hipoteze dayal1 bir aday gen grubu secilir, ardindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda bu
gen grubundaki polimorfizmlerin alel frekanslarinda bir farklilik olup olmadig:
arastiritlir. Bu arastirmada miRNA olusum yolagindaki gen polimorfizmleri hiicre ici
miRNA seviyelerinde genis ¢apli degisime neden olup alkol bagimliliginin ortaya
¢ikmasinda rol alabilir hipotezinden yola ¢ikildi. Aday gen grubu olarak RNASEN,
DGCRS, XPOS5, RAN, DICERI, AGOI1, AGO2, GEMIN3, GEMIN4 ve TARBP? segildi
ve bu genlere ait polimorfizmler iistiinde vaka kontrol ¢alismasi yapildi. Arastirmanin
sonucglarina gore; RNASEN, XPOS5, RAN, DICERI ve GEMIN3 polimorfizmlerinin
genotip ve allel dagilimlar1 ile alkol bagimlis1 olma riski arasinda anlamli bir iligki
bulunamamistir. AGO2 154961280 ve AGO! rs595961 G allelinin alkol bagimlis1 olma
riskini anlamli oranda degistirdigi bulunurken (p=0,043), GEMIN4 15910924 i¢in T
alleli ile alkol bagimlis1 olma arasinda da anlamli bir iligki bulunmustur (p=0,021).
AGOI 13595961 (p=0,001) ve DGCRS rs1640299 (p=0,002) genotip dagilimlarinda
hasta grubuyla kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik oldugu bulundu.

Literatiir taramas1 sonunda; su ana kadar olgun miRNA olusum yolaginda yer
alan gen polimorfizmleri ile alkol bagimlilig: riski arasindaki iligkiyi arastiran bir
caligmaya rastlanmamigstir. MikroRNA olusum yolagi SNP'leri {izerinde yapilan vaka
kontrol ¢aligmalarinin tiimii ¢esitli kanser riskleri ile polimorfizmler arasindaki iligkileri

arastirmigtir.  Farkli kanser tipleri iizerinde miRNA olusum yolagindaki gen
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polimorfizmleriyle ilgili yapilan vaka kontrol ¢caligmalarinda miRNA olusum yolaginda
yer alan gen polimorfizmleri ile kanser riski degisimi arasinda anlamli iliskiler
bulunmustur (91-93). Bu calismalarin sonuglar1 farkli ¢alismalarda tekrarlanirken bazi
iligkiler tekrarlanamamuistir.

AGO proteinleri, GEMIN3 ve GEMIN4'le beraber miRNA ile biitiinleserek
karmasik bir riboniikleoprotein yapisini olustururlar (90). Sekil 2.3'te gosterildigi iizere
bu yapiya RISC kompleksi adi verilir ve olgun miRNA'nin olusumundan sorumlu
onemli bilesenlerdir. GEMIN3 ve GEMIN4'iin pre-miRNA'nin islenmesi sirasinda
prekiirsor miRNA'min RISC kompleksine yiiklenmesinde kritik gdreve sahip oldugu
diistiniilmektedir. GEMIN4'tin promotor bolgesinde yer alan rs910924 polimorfizminin
fonksiyonel bir etkisi oldugu deneysel olarak gosterilmemistir. Fakat bu polimorfizm
promotor bdlgede yer aldig1 icin GEMIN4'in ekspresyon seviyesini etkileyebilir ve
bdylece olgun miRNA'nin hiicre i¢i seviyesinde degisimleri tetikleyebilir. Bu durumun
in vitro deneylerle GEMIN4 ekspresyon seviyelerinde degisimin olup olmadigi
gosterilebilir. Ozellikle alkol bagimliliginda rol alan miRNA'larin seviyelerinde
degisimin olmasit bulgularimizi destekleyecektir. Bobrek hiicreli kanser hastalar
iizerinde yapilan bir vaka kontrol ¢aligmasinda miRNA olusum yolaginda yer alan
genlerin polimorfizmlerinin genotip dagilimlari ile kanser durumu arasinda anlamli bir
iligki bulunmustur. Bu arastirmanin sonuglarina gore GEMIN4'e ait 2 SNP (rs2740348
ve rs7813) bobrek hiicreli kanser riskinde anlamli oranda bir azalma ile iliskili oldugu
bulunmus (91). Yemek borusu kanseri iistiine yapilan diger bir vaka kontrol ¢aligmasi
sonuclarina gore de miRNA olusum yolaginda yer alan gen polimorfizmleri iginden
GEMIN4'e ait rs197414 ile artmis yemek borusu kanser riski arasinda anlamli bir iligki
bulunmus (92). Prostat kanserli hastalarda yapilan bir vaka kontrol ¢alismasinda da
GEMIN4 rs7813 icin TT genotipli bireylerde hastaligin daha ciddi seyretme riski
oldugu, buna karsin rs3744741 T alleli tasiyanlarin ise kotli prognoza sahip olma
acisindan diisiik risk grubunda oldugu rapor edilmis (93). Yapilan diger bir arastirmada
ise artmis mesane kanseri riski ile GEMIN3'e ait rs197414 polimorfizmi arasinda
anlamli bir iligki bulunmus (11). Yumurtalik kanseri olan hastalar ve saglikli kontroller
arasinda yapilan aragtirmada miRNA olusum yolaginda yer alan gen polimorfizmleri ile
tedaviye yanit, yasam siiresi ve kanser riski arasinda anlamli bir iliski bulunmus.

Arastirmada 13 adet polimorfizm ile anlamli bir iliski saptanmigken bunlar arasindan
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GEMIN4'in rs2740351 ve rs7813 polimorfizmleri ile en kuvvetli iligkinin oldugu rapor
edilmis (94). Fakat daha sonra yapilan genis ¢apl bir baska arastirmanin sonucuna gore
GEMIN4'e ait 152740349, 1s2740351 ve rs7813 polimorfizmleri ile yumurtalik kanser
riski arasindaki iligkilerin sans eseri elde edildigi 6ne siiriilmiis ve bu polimorfizmlerle
herhangi bir anlamli iligki bulunamamus (13).

MikroRNA'larin alkol yoksunluk sendromuyla iliskili ndradaptasyon siirecinde
nasil bir role sahip oldugu heniiz ortaya ¢ikarilmamustir. Odiil yolu olarak
adlandirdigimiz mezolimbik dopaminerjik ndronlarin bulundugu bolgelerde merkezi
sinir sistemindeki bilesenlerin miRNA araciligiyla ekspresyonlar1 denetleniyor olabilir.
Ayrica, alkole karsi gelisen tolerans bu denetleme yoluyla gelisiyor olabilir. Alkol
bagimlilig1 riski ile GEMIN4 ve AGO2 gen bolgeleri arasinda anlamli bir iligki bulunan
polimorfizmleri tagiyan bireylerde hiicre i¢i olgun miRNA diizeylerinde degisim ortaya
cikabilir. Fakat simdiye kadar bu gen bdlgelerindeki polimorfizmlerin fonksiyonel
etkisinin olup olmadig1 deneysel olarak ortaya konmamistir. Bu polimorfizmlerin
etkisiyle olgun miRNA seviyelerindeki dalgalanmalar transgenik hayvanlar {izerinde
yapilacak arastirmalarla gosterilebilir. Daha 6nce norotransmiter sistem reseptorlerinin
alt birimlerini ve hiicre i¢i sinyal molekiillerini kodlayan genlerin ekspresyon
seviyelerindeki degisimin alkole kars1 gelisen yanitta nasil bir degisiklige neden oldugu
knock-out ve transgenik fareler ilizerinde yapilan arastirmalarla gosterilmistir (95).
Transkripsiyon faktorleri, kromatin modifikasyonu ve RNA islenmesi aracilifiyla
bagimlilik yapan maddelere karst noroadaptasyon gelistigi diislinlilmektedir (18).
MikroRNA'lar sinaptik plastisite {izerinde epigenetik mekanizmalar araciligiyla veya
transkripsiyon faktorlerini hedef alarak degisime neden olup, kalici bazi davranigsal
degisikliklerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Diger yandan Sizofreni hastalik
durumuyla siiperior temporal gayrus ve dorsolateral prefrontal kortekste miRNA
ekspresyonunda global bir artis oldugu goézlenmis. Bu degisimin, klasik miRNA
islenmesindeki artisin ve DGCRS bilesenindeki artisla iliskili oldugu gosterilmistir (96).

Genotip dagilimlar1 bakimindan DGCRS rs1640299 i¢in hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda anlamli diizeyde bir farklilik gozlenmedi. Bu polimorfizm gen bolgesi
olarak 3'-UTR bolgesinde yer aldig1 i¢in mRNA stabilitesinde bir degisime neden olmus
olabilir. Ayrica farelerde DGCRS'in tek kopya olmasi durumunda, islevinde yetersiz

kalmas1 sonucunda miRNA ekspresyonunda azalmanin oldugu, sinirsel ve davranigsal
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yetersizliklerin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (97). Ozellikle iliskilendirme ¢alismalarinda
noropsikiyatrik hastaliklar ile 22q11.2 bolgesi arasinda anlamli sonuglar elde edilmistir.
DGCRS8'in komsulugunda yer alan 22q11.21 bolgesindeki HTF9C'ye ait rs1633445 ile
Sizofreni hastalar1 arasinda dikkatini uzun siire odaklayamama arasinda anlamli bir
iliski oldugu gosterilmistir (98). Sizofreni hastalariyla yapilan genom boyu
iligkilendirme c¢alismasinin sonuglarina goére de Sizofreni ile iliskili oldugu bulunan
sekiz biiyiik delesyon arasindan dordiiniin 22q11.2 bolgesini kapsadigi bulunmustur
(99). Ayrica DGCRS ile COMT kromozomal lokasyon olarak birbirlerine yaklagik 400
baz cifti kadar uzakta yer almaktadir. Alkol bagimliligi riski ile anlamli iliski
buldugumuz SNP'lerin komsulugundaki bazi lokuslarin beraber ayni haplotip iizerinde
aktarilmasi hastalik riskinde degisime neden olmus olabilir.

Model organizma olarak farelerin secildigi bir arastirmada Ago2 eksikliginde
miRNA olusum yolaginda pre-miRNA olusumunda aksakligin oldugu ve ardindan
miRNA ekspresyonunda azalmanin gerceklestigi gosterilmistir. Ayrica Ago2'nin segici
davranip sadece bir grup miRNA'nin iizerinde etkisi oldugu sonucuna varilmis (100).
Ago2 kokain bagimliliginda spesifik miRNA'larin olusumunda yer alarak sinir
hiicrelerinin  plastisitesinde belirleyici olan gen ekspresyonunda kalict bazi
degisikliklere neden olarak kokain kullaniminin arkasindaki motifin diizenleyicisi
gorevi gorebilir (101). AGO2 154961280 promotor bodlgede yer aldigi icin AGO2
ekspresyonunda neden olacagi bir degisiklik ile alkol bagimliliginin gelismesinde yer
alan noroadaptasyon siireclerinde yaratacagi etkiler alkol bagimliliginin gelismesine
katki saglamis olabilir. Bununla ilgili model organizmalar iizerinde AGO2 rs4961280
'nin fonsiyonel bir etkisinin olup olmadig1 arastirilabilir.

Klasik miRNA olusum yolag1 basamaklarindan bazilar1 atlanip olgun miRNA
olusumu gercgeklesebilmektedir (102). Bu klasik olmayan yolla elde edilebilen olgun
miRNA'lar eger akol bagimliliginin ortaya ¢ikmasina katki sagliyorsa klasik yolaktaki
genetik degisimler sonucunda ortaya cikabilecek hiicre i¢i genis ¢apli miRNA
degisiminin alkol bagliliginin tizerinde etkisinin oldugu varsayimiyla ¢elismektedir.

Alkole kars1 gelisen toleransin ve ardindan ortaya ¢ikan yoksunluk sendromunun
nedeni olarak 6diil yolu iizerindeki miRNA denetimi sorumlu olabilir. Ote yandan
yaklasgik 35 miRNA'min ekspresyon diizeyleri alkol bagimlist gruba ve saglikli

bireylerden olusan gruba ait postmortem beyin ornekleri iizerinde yapilan kiyaslamanin
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ardindan alkol bagimlisi grupta miRNA ifadesinin daha fazla oldugu goézlenmistir.
miRNA ekspresyonu farklilik gosteren miRNA'lar iizerinde online hedef bulma
uygulamalar1 yardimiyla yapilan calismada ilgili miRNA'larin hedefinde agirlikli olarak
noronal plastisite siireclerinde yer alan hiicresel bilesenlerin oldugu bulunmustur (103).
Ayrica bazi noropsikiyatrik hastaliklarda miRNA disregiilasyonu goézlenmistir (96).
Sonugta miRNA disregiilasyonuyla karakterize olan néropsikiyatrik hastaliklarin ortaya
¢tkmasinda miRNA olusum yolu polimorfizmleride pay sahibi olabilir.

Alkol bagimliligr klinik tablolar1 agisindan heterojen bir yapiya sahiptir. Bu
yiizden alkol bagimliligi farkli alt tiplere ayrilmaya c¢alisilmistir. Cloninger
simiflandirmasima gore alkol bagimliligi iki alt tipe ayrilmistir. Bunlardan biri erken
baslangi¢l olup antisosyal kisilik bozukluguyla seyrettigi ve digeri de ge¢ baslangich
olup asir1 alkol icme problemlerine kars1 sugluluk ve endise duymanin goriildiigi alt tip
olarak tanimlanmistir (104). Bu calismada alkol bagimliliginin alt tiplerine bakarak
hastalar simiflandirilmamistir. Bu yiizden alkol bagimlis1 alt gruplarin genotip ve allel
dagilimlar1 ile arasindaki iliski degerlendirilemedi. Ayrica alkol bagimlist grubun ilag
kullanma durumuyla ilgili elimizde bir veri olmadig: i¢in hastalarin ilag¢ tedavisine olan
yanitlart veya hastaligin ciddi seyredip etmedigi gibi degiskenler ile polimorfizmler
arasinda bir iligkinin varligi degerlendirilemedi. Bu saydigimiz verilerin teminiyle
yapilacak istatistiksel analizler sonucunda alkol bagimliliginin alt tipleriyle bu
polimorfizmler arasindaki iliskiler bulunabilir. Arastirmanin basinda hasta 6rneklemi
olusturulurken kisilik bozuklugu ve noéropsikiyatrik hastaliga sahip olma diglanma
kriteri olarak kabul edildi. Fakat bu kriterlere uyulmadiysa bu durumda psikiyatrik
hastaligin ya da kisilik bozuklugunun sonucunda gelisen alkol bagimlilig: tipleri ile
klasik alkol bagimlist grubun karigmasi genetik arastirma agisindan vaka grubunun
homojenligini ortadan kaldirmaktadir. Etnik koken ve cinsiyet dagilimi bakimindan
hasta grubumuz ve saglikli kontroller birbiriyle uyumludur.

Orneklem genisliginin bilyilk olmamasindan dolay1 allel frekans1 ve genotip
dagilimlar1 ile hastalik durumu arasinda sans eseri bir iliski bulmus olabiliriz. Bu
ylizden anlamli buldugumuz iliskilerin dogrulanmasi agisindan bu arastirmadan
tamamen bagimsiz daha genis bir Orneklem grubunda bulgularin tekrarlanmasi
gereklidir. Ayrica genotipleme sonuclarinin tutarli oldugunu goéstermek acisindan bir

grup Ornek iizerinde Real Time PCR veya farkli bir yontem olarak kiitle spektrometresi,
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sekanslama veya RFLP (Restriction Fragment Lenghth Polymorphism) analiziyle ilgili
polimorfizmler i¢in bir dublikasyon calismasi yapilabilir.

Bu arastirma alkol bagimliliginda miRNA'larin hangi gorevle yer aldigini ve
diizensizligin etiyolojisini agiklamada yol gosterici olacaktir. Alkol bagimlilig
tamamiyla genetik faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikan bir hastalik olmadigi i¢in ¢evresel
faktorlerin hasta grubunda alkol bagimliliginin ortaya ¢ikmasinda nasil bir tetikleyici
gorevi oldugu bilinmemektedir. Genetik arastirmalar noropsikiyatrik hastaliklarin
etiyolojisinde yer alan yolaklarin kesfedilmesine yardimci olacaktir. Bu sayede elde

edilen bilgiler hastaliklarin tan1 ve tedavi siireclerine de 6nemli katki saglayacaktir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

1. RNASEN, XPOS5, RAN, DICERI ve GEMIN3 polimorfizmlerinin genotip ve allel
dagilimlar ile alkol bagimlis1 olma riski arasinda anlamli bir iliski bulunamadi. AGO2
154961280 ve AGOI 15595961 G allelinin alkol bagimlis1 olma riskini anlamli oranda
degistirdigi bulunurken (p=0,043) GEMIN4 1910924 i¢in T alleli ile alkol bagimlisi
olma arasinda da anlamli bir iliski bulundu (p=0,021).

2. AGOI 15595961 (p=0,001) ve DGCRS 151640299 (p=0,002) genotip dagilimlarinda

hasta grubuyla kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik oldugu bulundu.

3. Alkol bagimlilig1 multigenik kalitim gosterdiginden tek bir genetik faktérden ziyade
birden fazla lokus hastaligin etiyolojisinde yer aldigi i¢in tiim genomu kapsayacak
sekilde SNP belirlenmesi ya da alkol bagimlis1 bireylerin tiim genomunun
sekanslanmas1 ile alkol bagimlilig riski ile iligskilendirilebilecek lokuslar ortaya
cikarilabilir. Alkol bagimliliginin altinda yatan genetik faktorlerin bulunmasi ile beraber

farkli ila¢ hedefleri bulunabilir ve yeni tedavi yontemleri gelistirilebilir.

4. miRNA olusum yolaginda alkol bagimlilig1 riski ile anlamli bir iliski bulunan
lokuslar ile miRNA ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyonun olup

olmadig: transgenik hayvanlar {izerinde yapilacak arastirmalarla ortaya ¢ikarilabilir.

5. Kompleks hastaliklarin altinda yatan faktorlerin ortaya c¢ikarilmasi ig¢in sistem
biyolojisinden yararlanilmasit son yillarda biliyllkk Onem kazanmistir. Sistem
biyolojisinin gelistirdigi yeni analiz yOntemleriyle alkol bagimliligi gibi kompleks
hastaliklarin yazilimlar araciliiyla (in siliko; in silico) modellenmesi yapilarak hiicre
icindeki farkli biyolojik olaylarin birbiriyle etkileserek nasil alkol bagimlili§ina neden

oldugu agiklanmaya calisilmaktadir.
6. Yeni nesil sekanslama teknolojileriyle artik tim genomun sekanslanmasi daha kisa

stirede, daha dogru bir sekilde ve daha az bir maliyetle tamamlanabilmektedir. Alkol

bagimlis1 bireylerin tiim genom sekanslamasiyla elde edilecek sekans bilgilerinin analiz
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edilmesi aday risk lokuslarin tespit edilebilmesine olanak saglayacaktir. Genis bir hasta
ornekleminde genomun tiimiinii kapsayacak bir DNA sekanslamasinin yapilmasi alkol
bagimlilig: riski ile iligkili olabilecek populasyonda sik veya ender rastlanan alleller ile
kopya sayis1 varyasyonlari (insersiyon/delesyon) ortaya ¢ikarabilir. Gelecekte kisilerin
tim genom sekans bilgilerinden yararlanarak alkol bagimlilig1 gibi kompleks genetik
hastaliklarda risk teskil eden lokuslar belirlenebilirse kisa siirede tan1 konmasi ve kisiye

0zel tedavilerin gelistirilmesi miimkiin olacaktir.
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