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OZET
Asiri aktif mesaneli hastalarda ADRB3, ARHGEF10, ROCK?2 gen
polimorfizmlerinin ve bu genlerle ilgili mikroRNA’larin klinik bulgular ile

iliskisi

Dr. Elif FIRAT

Mesanedeki adrenerjik ve muskarinik reseptorler iseme fizyolojisinde 6nemli rol
oynar. Adrenerjik beta 3 ve muskarinik 3 reseptorlerin islevi agir1 aktif mesane (AAM)
sendromunun patogenezinde Onemlidir. Tek niikleotid polimorfizmlerinin, ¢esitli
hastaliklara yol agmasimin yani sira AAM patofizyolojisinde de rol aldig1 gesitli
calismalarda gosterilmistir. Plazmada, tespit edilebilen ve potansiyel olarak bir
hastaliga 6zgili olan, bircok kararli mikroRNA (MIRNA) varligi gosterilmistir. Bazi
miRNA'larin plazma diizeylerindeki degisikliklerin, adrenerjik ve muskarinik
reseptorlerin islevinin diizenlenmesini molekiiler diizeyde etkiledigi ve Klinik
bulgularin degerlendirilmesinde yararli olabilecegi ileri siiriilmektedir. AAM hastalig1
ile iligkili olabilecek miRNA ¢alismasi ¢ok azdir. Bu g¢alismanin amaci, AAM
sendromlu kadinlarda ADRB3, ARHGEF10 ve ROCK2 gen polimorfizmlerinin
detriisor kasilma ve gevsemesi lizerindeki etkisi olup olmadigini ve bu genleri hedef
alarak AAM patogenezinde rol alabilecegi ongoriilen let-7b-5p, miR-92a-3p, miR-98-
5p, miR-139-5p, miR-142-3p ve miR-200c-3p miRNA'larinin plazma diizeylerinin
AAM tanist i¢in yardimci parametreler olarak kullanilip kullanilamayacagini

arastirmaktir.

Caligmamizda idiyopatik AAM tanisi alan 60 hasta ve 60 kontrol bireyinin tam
kan 6rneginden DNA izolasyonu sonrast ADRB3 genindeki rs4994 polimorfizmi,
ARGHEF10 genindeki rs4376531 polimorfizmi ve ROCK2 genindeki rs2230774
polimorfizmi kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) ile
tespit edildi. Ayn1 hasta ve kontrol grubunda plazmadan gRT-PCR yontemi ile
ADRB3 gen bolgesini hedef alan hsa-let-7b-5p, hsa-miR-98-5p; ARHGEF10 gen
bolgesini hedef alan hsa-miR-92a-3p; ROCK2 gen bolgesini hedef alan hsa-miR-139-
5p, hsa-miR-142-3p ve hsa-miR-200c-3p miRNA’larmin plazma ekspresyon
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diizeylerine bakildi. Plazma miRNA'lariin tanisal yeterliligini degerlendirmek tizere

alic1 igletim karakteristikleri egrileri (ROC) olusturuldu.

Hasta ve kontrol grubunda ortalama agirlik, boy ve viicut kiitle indeksi benzerdi.
Her iic SNP i¢in hastalar ve kontroller arasindaki allel frekanslarindaki dagilim
istatistiksel olarak farkli degildi. AAM hastalarinda ADRB3, ARHGEF10 ve ROCK2
genlerinin genotipik dagilimi da Kontrol grubundan farkli degildi. AAM hastalarinda
ADRB3 ve ARHGEF10 gen polimorfizmleri ile AAM semptom skoru arasinda iliski
bulunmazken, ROCK2 geninde heterozigot polimorfik bireylerde AAM semptom
skoru, homozigot polimorfik bireylerden anlamli olarak yiiksekti (p<0,05). AAM
semptom skoru ile miRNA ekspresyon diizeyleri arasinda bir korelasyon olmasa da;
let-7b-5p, MiR-92a-3p, miR-98-5p, MiR-142-3p ve miR-200c-3p ifadeleri AAM
hastalarinda kontrollere gore anlamli olarak yiiksekti. Plazma miR-139-5p diizeyi ise
AAM hastalarinda kontrollere gore anlamli olarak azalmisti. Yapilan ROC egrisi
analizleri tim miRNA’lar i¢in anlamli idi. Tek basina en iyi ayirt edicilik kestirim
degeri 0,1091°de %94,3 duyarlilik ve %62,3 6zgiilliige sahip olan ve hastalarda hasta
olmayan bireylere gore anlamli olarak yiiksek eksprese edilen hsa-miR-98-5p’ye aitti
(AUC=0,79). Kombinasyon seklinde ROC egrileri degerlendirildiginde en iyi tanisal
performanst mMiR-98-5p+miR-139-5p kombinasyonu gosterdi (AUC: 0,839,
Duyarlilik: %84, Ozgiilliik: % 86,5).

Calismada, idiyopatik AAM’li hastalarda adrenerjik beta 3 ve muskarinik 3
reseptOr genlerine ait polimorfizmlerin var oldugu fakat bu polimorfizmlerin klinik
semptomlarin olusmasinda etkili olmadig1 sonucuna varilmistir. AAM hastalarinda
ADRB3 ve ARHGEF10 gen polimorfizmleri, klinik bulgularin siddetini anlamli
olarak degistirmezken, ROCK2 geninin heterozigot polimorfik yapiya sahip olanlarda
hastaligin klinik siddeti yiiksek bulunmustur. MiRNA analiz sonuglarina gére, AAM
hasta plazmalarinda let-7b-5p, miR-92a-3p, miR-98-5p, miR-142-3p, miR-200c-3p
ekspresyonlar1 dnemli 6l¢iide artmis ve miR-139-5p ekspresyonu da azalmistir. Bu
MiRNA’lar arasinda tek basina tanisal performansi en yiiksek olan miR-98-5p
(AUC=0,79) idi. Tek basina miR-98-5p’nin tanisal performansi etkili olmakla birlikte
miR-98-5p+miR-139-5p kombinasyonunun AAM hastalarindaki tanisal performansi

her bir miRNA’nin tek bagina gosterdigi tanisal performanstan daha yiiksekti

Xiii



(AUC=0,839). Bu sonuglar bu miRNA’larin AAM hastalarinda tanida etkili yardimec1

parametreler olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Asir1 aktif mesane, polimorfizm, mikroRNA
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ABSTRACT
Relation of ADRB3, ARHGEF10, ROCK2 gene polymorphisms and

MiRNAs related to these genes to clinical findings in overactive bladder patients
Dr. Elif FIRAT

In human urinary bladder, adrenergic and muscarinic receptors play an important
role in voiding physiology. The function of B3 adrenergic and muscarinic 3 receptors
are important in the pathogenesis of overactive bladder (OAB) syndrome. Single
nucleotide polymorphisms have been shown to play a role in the pathophysiology of
OAB, in addition to causing various diseases. It has been demonstrated that there are
abundant stable microRNAs (miRNAS) in plasma, which can be detected and are
potentially disease specific. Alterations in the levels of miRNAs thought to influence
the regulation of function of these receptors at the molecular level and may be useful
in the evaluation of clinical findings. In the literature, there are very few miRNA
studies that may be associated with OAB disease. The aim of this study was to
determine the impact of ADRB3, ARHGEF10 and ROCK2 gene polymorphisms on
detrusor contraction-relaxation harmony in women with OAB syndrome and
investigate whether plasma miRNAs which target these three genes can be used as

diagnostic parameters for the detection of OAB.

In this study 60 women with idiopathic OAB and age-matched control women
without OAB were enrolled. Genomic DNA was isolated from all patients and
subjected to PCR for amplification. The rs4994 polymorphism in ADRB3 gene,
rs4376531 polymorphism in ARGHEF10 gene and rs2230774 polymorphism in
ROCK2 gene releated with muscarinic receptors were detected by gRT-PCR. The
expression of let-7b-5p, miR-92a-3p, miR-98-5p, miR-142-3p, miR-200c-3p and miR-
139-5p which target B3 adrenergic and muscarinic 3 receptor genes were examined in
plasma by comparing 60 patients with 60 healthy volunteers by quantitative reverse-
transcription PCR. Receiver operating characteristics curves (ROC) were generated to

evaluate the diagnostic qualification of plasma miRNAs.

The mean weight, height and body mass index in the OAB group were not

significantly different from those in the non-OAB group and also we found no
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statistically significant difference in the genotype and allele frequencies between the
patients and controls for all three SNPs. Genotypic distribution of ADRB3,
ARHGEF10 and ROCK2 genes in OAB patients is not different from the control
group. While there was no relationship between ADRB3 and ARHGEF10 gene
polymorphisms and OAB score in OAB patients, the OAB score in heterozygous
polymorphic individuals in the ROCK2 gene was significantly higher than in
homozygous polymorphic individuals (p<0,05). Although there was no correlation
between the levels of miRNA expression with OAB symptom score, the expression of
let-7b-5p, MiR-92a-3p, MiR-98-5p, miR-142-3p and miR-200c-3p was significantly
higher in OAB patients compared to controls. The plasma level of miR-139-5p was
significantly lower in OAB patients compared to controls. ROC curve analyzes were
significant for all miRNAs. Hsa-miR-98-5p was upregulated in the blood of OAB
patients significantly. AUC value of hsa-miR-98-5p was 0.79 (94,3% sensitivity,
62,3% specificity, cut off= 0,1091).

As a result of our study, we found that the polymorphisms of the -adrenoceptors
and releated proteins of muscarinic receptor genes were present in both OAB group
and healthy subjects, but the polymorphisms were not associated with OAB syndrome.
Although the polymorphism of gene in the ADRB3 and ARHGEF10 did not
significantly differ the severity of clinical findings, OAB patients also have a
heterozygous polymorphic structure of the ROCK2 gene which increases OAB
symptom score in muscarinic pathway. The results of this study suggest that let-7b-5p,
miR-92a-3p, miR-98-5p, miR-142-3p, miR-200c-3p are significantly upregulated and
miR-139-5p is significantly downregulated in the plasma of OAB patients. Among the
miRNAs, hsa-miR-98-5p provided the highest diagnostic accuracy (AUC=0,79). Even
though the diagnostic accuracy of single miRNA was quite satisfactory, the
combination (MiR-98-5p+miR-139-5p) is a better indicator for OAB diagnosis due to
its higher AUC and as compared with single miRNA (AUC=0,839). These results
indicate that these miRNAs can be used as diagnostic parameters for the detection of
OAB.

Key words: Overactive bladder, polymorphism, microRNA
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GIRIS

AAM sendromu, ani sikigsma hissi, sikisma inkontinansi, sik idrara ¢ikma ve
noktiiri gibi semptomlarindan biri ya da bir kaginin bir araya gelmesi ile olusan klinik
bir durumdur (1). Toplumda ¢ok yaygin goriiliir ve yasam kalitesini ciddi derecede
olumsuz etkiler. AAM, kadinlarda %11,6, erkeklerde %9,7 olmak iizere diinya
genelinde 9%10,7 sikliginda bildirilmistir (2). Ulkemizde Denizli ilinde yapilan
caligmada erkeklerde %20, kadinlarda %35,7 oraninda AAM siklig: bildirilmistir (3).

Iseme, spinal ve bulbospinal yiiksek kortikal merkezlerle afferent ve efferent
baglantilari olan, lumbosakral parasempatiklerle motor eksitatér uyarilar ve depolama
icin sempatik yollarin islev gordiigii kompleks bir siiregtir (4). Bu noérolojik
bilesenlerin herhangi birindeki bozukluk AAM semptomlarna sebep olabilir.
Semptomlar: agiklayacak herhangi bir patolojik neden yoktur. Etyolojisi tam olarak
ortaya konamamis olan AAM'nin patofizyolojik teorilerinden en giigliisii mesane
detriisor kasi tizerinde kortikal inhibisyonun azalmasi ve primitif iseme refleksine

benzer kasilmalarin ortaya ¢ikmasidir.

Mesane kasilmalar1 esas olarak M3 reseptor alt grubunun daha etkin oldugu
muskarinik parasempatik (kolinerjik) reseptorler tarafindan kontrol edilir. Kolinerjik
yolakta, esas norotransmitter olan asetilkolin salgilanmasindan, aktin-miyozinin
gevsemesine kadar bir¢ok protein gorev alir. Guanin niikleotid degistirici faktorler
(GEF) ve Rho iliskili kinaz (ROK/ROCK) proteinleri de iseme fizyolojisindeki
kolinerjik yolakta yer alan oOnemli proteinlerdendir. Bu proteinlerin islevsel
bozukluklar1 diiz kasta asir1 kasilmaya sebep olmaktadir (5). Mesane diiz kasinin
gevsemesi 3 alt tipinin esas rol aldig1 adrenerjik reseptorler tarafindan kontrol edilir
(1, 4, 6). Bu reseptoriin hipofonksiyonu mesane detriisor kasinin gevsemesinin
bozulmasma ve idrar yollarinda fonksiyon bozukluguna sebep olur. Bu yolagin
aragtirtlmasi i¢in yapilan galigmalarda 3 reseptoriinii kodlayan ADRB3 geninde
rs4994 (T/C) polimorfizmi saptanmis ve bazi ¢alismalarda AAM'li hastalarda idrar
yollarindaki fonksiyon bozuklugu bu adrenerjik reseptér gen polimorfizmi ile
iligkilendirilmistir (4, 7-9).



AAM tedavisinin temelini antikolinerjik ajanlar olusturur. Bu ilag grubunun da

otonom sinir sistemi ile olan yogun iliskisi yan etkilerinin fazla olmasina sebep olur

(10).

Nedeni tam olarak anlasilamayan hastaliklarin mekanizmasinda genetik
faktdrlerin dnemli rol oynadigi son yillarda anlasilmaya baslamistir. Ozellikle son
zamanlarda posttranskripsiyonel asamada genlerin ekspresyonlarinin
diizenlenmesinde gorev alan miRNA’lar dikkat ¢ekmektedir. Bircok hastalik i¢in
tanida  yardimct  parametre  olarak  kabul  edilmektedirler.  MiRNA'lar
posttranskripsiyonel asamada mRNA'lara baglanarak mRNA'nin daha ¢ok inhibe
olmasini ya da pargalanmasini saglayarak, olusan mRNA'nin proteine doniismesini
engellemektedirler. mRNA' larin % 30’dan fazlas1 miRNA'lar tarafindan diizenlenir.
Immun fonksiyonlar, hiicre oliimii, farklilasmasi, gelisimi, proliferasyonu ve

metabolizmasini da igeren birgok biyolojik olaylar dizisinde gorev alirlar (11-15).

Spesifik dokularda tanimlanmis miRNA’lar periferik kani da igeren farkl viicut
sivilarinda da tespit edilebilmektedir. Kanda dolasan bu miRNA'lar hormon benzeri
etkilere sahip olup salindiklar1 hiicrelerden daha uzaklarda da yanit
olusturabilmektedirler. Ekstraselliiler miRNA'lar hiicre-hiicre haberlesmesindeki araci
rolii stlenebilirler (13). Bu nedenle dolasan miRNA'larin rollerinin anlasilmasi,
hastalik patogenezi ve klinik seyri acisindan 6nemlidir ve bize bu konularda yeni

bilgiler saglayabilir.

Calisgmamizda, adrenerjik yolakta gorevli ADRB3 genindeki rs4994 (T/C)
polimorfizmi ile kolinerjik yolakta gorevli 6nemli proteinler olan GEF ve ROCK2
proteinlerini kodlayan ARHGEF10 ve ROCK2 genlerindeki sirasiyla rs4376531 (C/G)
ve 152230774 (G/T) polimorfizmlerinin varlig1 ve bunlarin hastaligin klinik siddeti ile
iligkisinin olup olmadig arastirildi. Literatiirde daha 6nce AAM’li hastalarda yapilmis
miRNA calismast sinirli sayida oldugundan, arastirillacak miRNA’lar, targetscan,
mirtarbase, microrna.org ve mirDB veri tabanlart ADRB3, ARHGEF10, ROCK2 gen
bolgelerini hedef alan miRNA' lar olarak tarandi ve tiim sonuglar i¢inden bu genlerle
iliskisi en yiiksek diizeyde olabilecegi kabul edilebilecek 12 miRNA secildi.
MiRNA’lar, ADRB3 gen bolgesi i¢in hsa-let-7b-5p, hsa-miR-98-5p, hsa-miR-4458 ve
hsa-miR-4500; ROCK2 gen bolgesi igin hsa-miR-124-3p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-
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142-3p ve hsa-miR-200c-3p; ARHGEF10 gen bolgesi i¢in hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-
302a, hsa-miR-302b ve hsa-miR-367-3p olarak belirlendi.

AAM‘nin medikal tedavisininin biiylik kismmi yan etkileri ¢ok fazla olan
antikolinerjikler olusturmakta, yan etkileri nedeniyle hastalar tedaviyi yarida kesmekte
ve bir kisim hasta grubunda tedavi yamit vermemektedir. Bu ti¢ polimorfizmin
arastirilmasi ile AAM'li hastalarda gereksiz ilag kullaniminin yan etkileri ve tadavi
maliyetleri azaltilabilir, daha etkin, secici ve hasta odakli tedavi hedefleri ortaya
konulabilir. AAM patogenezinde etkili oldugu diisiiniilen adrenerjik ve muskarinik
reseptorlerin ~ fonksiyonunu  molekiiler  diizeyde  etkileyen  proteinlerin
ekspresyonlarinda etkili olabilecegi diisiinilen miRNA'larin diizeylerinin, hasta
olmayan kisilerin diizeyleri ile karsilagtirllmasi klinik durumu degerlendirme ve
molekiiler hedefe yonelik tedavi gelistirilmesi agisindan yararli olabilecektir.
MiRNA’lardaki dizi ve ekspresyon degisimleri mRNA diizenlenmesinin bozulmasi ile
iligkili oldugundan bu tiir bir iliskinin tespit edilmesi diizensizligin gen susturulmasi
gibi gen tedavisi yaklagimlarina 11k tutmasimi saglayacaktir. AAM patogenezinden
sorumlu oldugu varsayilan reseptorlerle iliskili proteinleri sentezleyen genlerin
ekspresyonlarinin diizenlenmesinde gorev alan miRNA’larin ekspresyonlarinin AAM
ile iliskisini ortaya koyan bir arastirma bulunmamaktadir. Calismamiz bu 6zelligi ile

iilkemizde eriskin AAM hastalarinda yapilan ilk miRNA ¢aligmasidir.



GENEL BiLGILER

MESANE ANATOMISI

Idrar depolamakla gorevli olan mesane, anatomik olarak detriisor kas1 ve trigon
olmak iizere iki temel kisimdan olusur. Histolojik yapisi igte mukoza, ortada kas, dista
adventisya olmak {lizere ii¢ tabakadan olusur. Ortadaki kas tabakasi mesanenin
depolama ve gerektiginde idrar1 bosaltma fonksiyonunu yerine getirmesi igin esas
fonksiyonel tabaka olan detriisor kasini olusturur. Detriisoriin birbirlerini ¢aprazlayan
lifleri mesane boynunda dairesel bir 6zellik kazanarak fonksiyonel bir sfinkter yapisi
meydana getirir. Internal sfinkter kasi olarak adlandirilan bu lifler kas ve bag
dokusundan olusan gergek bir anatomik sfinkter olmayip mesane boynu ile proksimal
iretranin birlesim yeridir. Submukozal uzanan bu kas lifleri pelvik tabanin uzantisi
olan eksternal sfinkter kasina katilir. Eksternal sfinkter (rabdosfinkter) istemli kontrol
edilebilen ¢izgili kas liflerinden olusur. Her iki sfinkterin sinirsel uyarilmasindaki

(innervasyon) farkliliklar iseme fizyolojisinde 6nemlidir (16, 17).

MESANE INNERVASYONU

Mesane, periferik innervasyon ve bunu kontrol eden merkezi sinir sistemi ile
kontrol edilir. Parasempatik, sempatik ve somatik bilesenleri olan bir uyarilmasi
vardir. Parasempatik efferent lifler sakral 2-4 spinal segmentlerden koken alir, pelvik
sinir i¢cinde mesaneye ulasir ve kolinerjik reseptorler iizerinden mesanede kasilmay1
saglar. Sempatik lifler ise torakal 10 ile lomber 2 araligindaki spinal segmentlerden
cikarak hipogastrik sinir i¢inde mesane ve tiretradaki o reseptorler ile {iretral kaslari,
mesane boynu ve i¢ sfinkteri kasarken, B adrenerjik reseptorler araciligiyla detriisor
kasin1 gevseterek idrarin depolanmasini saglar. Somatik lifler sakral 1-3 ve 2-4
segmentlerinden ayr1 ayr1 koken alir, pudental sinir i¢inde pelvik taban kaslari, perine
kaslar1 ve dis sfinktere ulasarak bu kaslarda kasilmay1 artirir. Idrar tutabilme

(kontinans) bu yolaklarin dengesi ile saglanir (5, 16, 17).
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Sekil 1. Mesanenin innervasyonu (18)

ISEME FiZYOLOJiSi

Istemli olarak gerceklesen iseme, depolama ve bosaltma evresi olarak iki
evreden olusur. Depolama evresinde mesane duvarindan gelen gerilme ve basing
uyarilarinin azligi doneminde sempatik sistem uyarilmis ve parasempatik sistem
baskilanmis durumdadir. Sempatik uyari yoluyla mesanenin diiz kasindaki f
adrenerjik reseptorler ile mesane gevsetilir, mesane boynu ve iretradaki az sayidaki o
adrenerjik reseptor etkisiyle ¢ikis direnci artirilir. Parasempatik diigiimlerdeki gecis
engellenerek mesane kasilmasi baskilanir. Mesane i¢i basing diisiik tutulur. Depolama
fazinda dis sfinkter kasimin somatik efferent aktivitesi artmistir. Mesane c¢ikimi
kapalidir, istemsiz mesane kasilmalar1 olugsmaz. Normal mesane kapasitesi 400 ile 750
ml arasinda degiskenlik gosterirken ilk doluluk hissi 100-200 mL, doluluk hissi 300-
400 mL, agr1 ve acil bosaltma hissi olarak tanimlanabilen ‘urgency’ ise 400-500 mL’de
meydana gelir. Mesane i¢i doluluk 300 mL’yi gectiginde sikigsma hissi ile birlikte dis
sfinkteri gevsetip detriisorii kasan refleks yollar aktive olur. Mesanenin dolumu
sirasinda basinct periyodik olarak aniden yiikselten detriisor kasit kasilmalar
gerceklesir. Bu duruma iseme refleksi denir. Bu refleks 6zellikle posterior iiretrada
bulunan ve mesane basinci ylikseldiginde posterior liretranin da dolmasi ile uyarilan
gerilme reseptdrlerinin aktive olmasi ile ortaya ¢ikar. Uyarilan reseptorler pelvik
sinirler igerisinde bulunan sinir lifleri aracilig1 ile omuriligin sakral segmentine ulasir.
Ayni sinir igerisinde bulunan parasempatik liflerle de yanit detriisorde kasilma olarak
ortaya ¢ikar. Mesane ¢ok dolu degilse bu kasilma kisa siirede ortadan kalkar ve

detriisOr spontan tonusa geri doner. Mesane doldukga kasilma siklig1 ve siddeti artar.
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Bu siddet iseme eyleminin istemli olarak meydana gelmesine kadar pudendal sinir ve
dis sfinkter araciligi ile baskilanir. Bu baskilama olmadiginda iseme eylemi
gerceklesir. Dis sfinkter ve pelvik taban kaslarinin kortikal yolla gevsetilmesi ve
kortikal merkezin iseme merkezleri tizerinden sempatik aktiviteyi kaldirmasiyla iseme
baslar. Parasempatik liflerin aktivasyonu ile muskarinik reseptorler tizerinden detriisor
kas1 kasilmasi baslar. Yeterli gii¢ ve siirede detriisor kasilmast ile i¢ ve dis sfinkterde
yeterince gevseme ile bosaltma gergeklesir. Muskarinik reseptorler iizerinden iiretral
diiz kaslar kasilarak iiretrayr hem kisaltir hem de agarlar afferent impulslarin azalmasi
ve proksimal liretradaki gerilme ve siirtiinme reseptdrlerindeki desarjlarin azalmasiyla
iseme merkezleri mesanedeki idrarin bittigini kabul ederek yeniden depolama (dolma)

fazina gecer (10, 16, 17, 19).

ASIRI AKTIF MESANE VE TANISI

AAM diinya capinda milyonlarca insanin yasam kalitesini olumsuz etkileyen
Oonemli bir alt {iriner sistem patolojisidir. AAM, sikisma inkontinansi ile birlikte olan
ya da olmayan, ani sikigsma hissi (urgency), sik idrara gitme ve noktiirinin eslik ettigi,
rahatsiz edici bir semptomlar kompleksidir. Ani sikisma hissi ana semptomdur.
Kanitlanmis enfeksiyon ya da belirgin bir patoloji s6z konusu olmamalidir.
Semptomlar anlamli olmasina karsin hicbiri tanisal degildir (20-22). Tan,
semptomlarin ~ varligmi  AAM  semptom  skorlamasi, dolum  sitometrisi
degerlendirmesi, idrar yaptiktan sonra mesanede kalan idrar voliimiiniin (Post Voiding
residi=PVR) 6l¢limii, iseme glinliigd, idrar kiltiiri degerlendirmeleri ile netlestirilir
(23).

ASIRI AKTiF MESANE PATOFIZYOLOJISI

AAM klinik bir tanidir ve iirodinamik testlerde spontan ya da uyarilmig anormal
detriisor kasi aktivitesi gozlenir. Detriisor kasta gevseme azalmis, kasilmalar artmstir.
AAM ve detriisor kast hiperaktivitesinin kesin nedeni ya da nedenleri heniiz
tamimlanamamistir. Bu sebeple arastirmalar afferent sinyal anormalliklerine

odaklanmis, sebebe yonelik hipotezler ve gézlemler klinige uyarlanmaya galisilmistir.



AAM’nin patofizyolojisi i¢in {i¢ teori ileri stiriilmiistiir. Bu teorilerden ilki olan
miyojenik (kasla ilgili) teoride istemsiz detriisor kasilmalar1 ve kas yapisinda olan
degisiklikler s6z konusudur. Etyolojiden bagimsiz olarak detriisor kasin kismi
denervasyonu hiicreler arasinda uyarilma ve elektriksel iletisimi artirarak diiz kas
ozelliklerinin degismesine sebep olur. Detriisdriin herhangi bir noktasinda olusacak bir
lokal kasilma mesane duvari boyunca yayilacak ve tiim mesanede koordineli
miyojenik bir kasilmaya sebep olacaktir. Kas hiicreleri arasindaki baglanti
kopriilerinin artmasi, baglant1 yapilarindaki degisiklikler kasilmanin yayilmasini
kolaylastirir (21, 22). Biitiin bu degisiklikler mesane i¢i basingta stabil olmayan bir
artisa sebep olur. Iseme sirasinda da olusan bu basing artisi mesane duvari ve
noronlarda periyodik iskemi sonucu, diiz kasta uyarilabilirligi artiran sekonder
degisikliklere sebep olabilir (21).

Ikinci teori olan nérojenik (sinirsel) teoriye gore ya beyindeki santral inhibitdr
yolaklarda ya da spinal kordda hasar sonucu ya da mesane i¢indeki afferent periferik
sinir sonlanmalarinin asir1  duyarlanmast ile primitif iseme reflekslerinin
baskilanamamasi sonucu detriisor kas1 hiperaktivitesi meydana gelebilir. Beyin hasari
sonucu suprapontin inhibisyonun azalmasi, spinal kord yaralanmasi ile aksonal
yollarda hasar ve primitif spinal mesane reflekslerinin ortaya ¢ikmasi ile afferent C
lifleri ve periferik afferent sinir uclarindaki asir1 duyarlanma ile mesane icinde yeni
reklekslerin olugsmasi sonucu detriisor hiperaktivitesi olusabilir. Dolayis1 ile Multiple
Skleroz, serebrovaskiiler olaylar ya da Parkinson hastalig1 norojenik kokenli detriisor
hiperaktivitesine sebep olabilir (21, 22). Mesane duvarmin subiirotelyal tabakasinda
yer alan afferent innervasyonlar son zamanlarda arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir.
Cok sayida uyarici ve inhibitor aract ve ndrotransmiterler tirotelyumdan ayrilabilir ve
cesitli 6zellesmis reseptorle etkilesime girebilir ve daha genis bir néroaktivasyona yol
acabilir. Mesane afferent aktivitesinin regiilasyon bozuklugu, reseptor yapilarinda olan
degisiklikler, mesane efferent yolaklarinda degismis iseme sinyaline yol agar ve sonug

olarak bozulmus detriisor kas1 fonksiyonuna neden olur.

Ucgiincii teori ise, detriisér kasmin modiiler oldugunu, diger bir deyisle dairesel
kas alanlarindan olustugunu ileri siiren otonom mesane teorisidir. Toplu olarak

miyovezikal pleksus olarak adlandirilan her bir kas i¢i mesane ganglionu ya da



interstisyel hiicre diigiimii ile innerve edilen alan ayr1 bir modiil olarak tanimlanir.
Diiglim ya da modiillerin aktiviteleri arasinda senkronizasyon olabilir ve bu da mesane
duvarindaki sinir ya da interstisyel hiicre aglar1 araciligi ile veya kas hiicreleri arasinda
dogrudan iletisim yolu ile ilerleyebilir. Bu teoriye gore, mesanenin normal dolumu
sirasinda isemeye yol agmayan kasilmalar ve otonom bir hiperaktivite s6z konusudur.
Patolojik durumlarda bu temel mekanizmalarda farkliliklar goriilebilir. Sonugta agir1
miktarda uyarict akim ya da inhibitér akimlarda bir yetmezlik olusmasi otonom
aktivitenin uygun olmayan bir tarzda artip detriisor kasinin asir1 aktivitesine sebep
olur. Bunun disinda, modiiller arasindaki iletisimi arttiran her faktor yine detriisor

kasinin hiperaktivitesine sebep olabilir (22).

Ozetle, AAM ve detriisor kas1 asir1 aktivitesinin patofizyolojisinde mesanenin
afferent ve efferent sinir iletim yolaklarinda olusan hasarlar yer alir. Bunlar arasinda,
afferent uyarilarin inhibe edilmesinde azalma, afferent aktivitenin artisi, reseptor
proteinlerindeki degisiklikler, kas hiicresinde sinyal yolaklarindaki diizenleme
bozukluklari, suprapontin inhibisyonun azalmasi ve kasilmaya aracilik etmek tizere
salinan aracilara karsi duyarliligin artmasi sayilabilir. Gergek sebep bireyler arasinda
degisiklik gosterebilir. Bir ya da birden fazla sebep hastanin klinigine sebep olabilir
(21, 22).

DETRUSOR KASINDA KOLINERJIiK VE ADRENERJIK YOLAKLAR
Iseme, iginde noéral devrelerin oldugu bir siirectir. Beyin ve spinal kord, mesane
ve liretra diiz kas aktivitesini koordine eder. Bu devreler depolama ve bosaltim evreleri
arasinda agma kapama anahtar1 gibi davranir. Alt iiriner sistemin sinirsel kontrolii
karmasik oldugundan cesitli norolojik bozukluklar, anormal duyusal aktivasyon ve
detriisor kasin kendine ait motor kararsizliklari gibi durumlar urge inkontinansin (ani

stkigsma hissi ile birlikte idrar kagirma) sebebi olabilir (5).

Alt iiriner sistem parasempatik, sempatik ve somatik sistemin olusturdugu ti¢li
bir periferik sinir sistemi koordinasyonu ile innerve olur. Norotransmitterlerin alt
tiriner sistemdeki etkileri reseptor lokalizasyonuyla ilgilidir. Parasempatik aktivasyon,
mesane govdesinde yliksek oranda bulunan muskarinik reseptorler iizerinden etki

ederek detriisor kasinda kasilmaya neden olur ve mesane bosalmasini saglar. Sempatik
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aktivasyon, o adrenerjik reseptorler ile mesane tabani ve iiretrada kasilmaya ve P
adrenerjik reseptorler ile mesane govdesinde gevsemeye neden olarak, mesanenin

depolama islevini saglar.
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Pelvik sinir —~
(parasempatifj
<
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(seémpatik)
"
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Sekil 2. Mesanenin innervasyonu 2 (24)

Sekil 3. Kolinerjik ve adrenerjik yolakta ikinci mesajci sistem (25)



Kolinerjik Yolaklar

Mesane bosalmasindan esas olarak parasempatik sistem sorumludur.
Parasempatik sinirler spinal kordun sakral c¢ekirdeklerinden kdken alir ve pudendal
sinir ile birlikte mesane diiz kasinin muskarinik reseptorlerine uzanir. Postganglionik
aksonlar1t uyarici norotansmitter olarak asetilkolin (ACH) salgilar. Parasempatik
postganglionik noronlar detriisér kast i¢ginde bulunur ve aktivasyonu ile mesane
kasilmasi, {liretral gevseme goriliir. Parasempatik sistemin etkisine aracilik eden
muskarinik reseptorler M1, M2, M3, M4 ve M5 olmak {izere bes tiptir. Mesanede M2
alt grubu yogunluk olarak daha fazla olmasina ragmen asil kasilma en iyi M3
reseptorleri ile saglanir. M3 reseptor yogunlugundan dolayr muskarinik etki ile
kasilma en fazla mesane gévdesinde olur. Muskarinik reseptorler iiretelyum, detriisor
kas1 ve parasempatik/sempatik sinir uglarinda tespit edilmistir (25, 26). Detriisor
kasindaki muskarinik reseptorler G proteini kullanir. Gq iizerinden fosfolipaz C’yi

aktive eder. Hiicre i¢i kalsiyum artar ve detriisdrde kasilma saglanir.

Agonistler guanozin trifosfat (GTP) bagl proteinlerle kenetli reseptorlere
baglandiklarinda fosfotidilinozitol kaskadini aktive eder. Bu kaskadin aktive olmasi
sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum (Ca) serbestlesmesi ile sonug¢lanir. Hiicre i¢i Ca
artist Ca/kalmodiilin bagimli miyozin hafif zincir kinazi (MLCK) aktive eder ve
miyozinin miyozin hafif zinciri (MLC) fosforile olur. MLC’nin fosforilasyonu
miyozin ATPaz’1 aktive eder ve diiz kas kasilmasi gerceklesir. Yapilan caligmalar Ras
stiper ailesinin Rho alt grubunda tanimlanan kii¢iik GTPaz olan Rho’nun agonist ile
uyarilan kasilmada gerekli oldugunu ortaya koymustur. Molekiiler mekanizmalar1 tam
olarak netlestirilememekle birlikte diiz kas kasilmasindaki sinyal yolaginda Rho, Rho
iligkili kinaz (Rho kinaz/ROK/ROCK) ve miyozin baglayici alt iinite (MBS)’nin kritik
rol aldig1 gosterilmistir (27, 28).

Rho, Ras siiper ailesinin Rho alt grubunda yer alan monomerik GTP baglayan
bir G proteindir. Diger G proteinler gibi hem GDP/GTP baglayan hem de GTPaz
aktivitesi gosteren bir proteindir. GDP bagli inaktif GDP.Rho, hem de GTP bagl aktif
GTP.Rho formlar1 arasinda molekiiler bir anahtar gibi is goriir. Sadece miyozin temelli
kasilma icin degil, aym1 zamanda aktin hiicre iskeletinin dinamik yeniden

diizenlenmesi ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi gibi farkli islevleri yerine
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getirmek i¢in, Rho ailesinin kendi 6zel diizenleyici proteinleri ile birkag tiyesi isbirligi
yapmak zorundadir. Rho hiicresel etkilerini ROCK ve MBS gibi sayisiz 6zel protein
tizerinden gergeklestirir (27, 28).

Rho ile iligkili kinazlar bir serin/treonin kinaz 6zelligindedir. GTP.Rho baglayan
bir protein olarak tanimlanirlar. ROKB/ROCK1 ve ROKo/ROCK?2 olarak iki izoformu
vardir. ROCK2 izoformunun kalpte ve diiz kasta yiiksek miktarlarda oldugu tespit
edilmigstir. Kasilma sirasinda bu proteine ait mRNA ekspresyonunda artis tespit
edilmistir (27, 28).

ROCK ’lar, aktin hiicre iskeletinin kontrolii ve hiicre kasilmasiin kontrolii
yoluyla hiicresel apopitozunun, biiyiimenin, metabolizmanin ve goclin Onemli
diizenleyicisidir. Rho, MLC fosforilasyonunu ROCK ve MBS iizerinden
gerceklestirir. MLC’ nin fosforilasyonun diiz kas kasilmasindaki kritik rolii sirasinda
defosforile edilmesi fizyolojik olarak gereklidir. Defosforilasyon i¢in gérevli miyozin
fosfatazin aktif olan olan bolgesi MBS bolgesidir. ROCK'lar ¢esitli hedefleri fosforile
eder ve GTPaz-Rho'ya yanit veren aktin hiicre iskeletini de igeren genis ¢apli hiicresel
tepkilere aracilik eder. G protein reseptore bagli aktivasyonu saglanan Rho, ROCK
aktivasyonunu saglar. Aktive olan ROCK, MBS fosforilasyonunu saglar ve miyozin
fosfatazin aktivitesini inhibe eder. Ayni zamanda ROCK direk olarak o an MLCK nin
fosforile ettigi MLC’yi fosforile eder. Dolayisiyla ROCK, miyozin fosfatazin
inaktivasyonu ve direk olarak MLC fosforilasyonu ile diiz kas kasilmasinin

diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (27, 28).
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Sekil 4. M3 reseptorii iizerinden detriisor kas1 kasilmasinda gorev
alan sinyal yolaklar: (27)

Rho ve ROCK sadece Ca duyarliligini degil, ayn1 zamanda diiz kasin kasilma
seklini tanimlayan diiz kas farklilagsma genlerinin ifadesini de diizenlemektedir. Bu
genler diiz kas aktini, diiz kas miyozini agir zinciri gibi kasilma mekanizmalarinin
proteinlerini kodlar. Dolayisiyla Rho’nun diizenlenmesi hem kisa vadede kas
kasilmasinda hem de uzun vadede kontraktil yapinin olusturulmasinda anahtar role
sahiptir (28, 29).

ROCK ayni zamanda endotelyal nitrik oksit sentazin (eNOS) ekspresyon ve
aktivitesini de diizenler. eNOS aktivitesi sonucu sentezlenen NO, endotelyal
biitlinliikkte oldugu kadar siklik niikleotidlerle birlikte diiz kas gevsemesinde de
gorevlidir. Ca duyarlanmasini azaltarak gevsemeye katkida bulunurlar. Kronik hipoksi
ve hiicresel proliferasyon Rho-ROCK sinyal iletimindeki degisim ile diiz kas
gevsemesinde rol alan NO sentezini eNOS aktivasyonunun inhibisyonu ile bozar ve
ayn1 zamanda AAM’de tretelyal epitelyum disfonksiyonuna katkida bulunarak
hastaligin patogenezinde etkili olabilir. Ayn1 zamanda AAM igin, anahtar rollerinden
dolayt ROCK2’deki bir genetik duyarlilik da hastalik temelinde etkili olabilir (28, 29).
ROCK?2 geni genomda 2p25.1 sitogenetik bandinda bulunur. Gende olusan rs2230774

polimorfizmi ile 431. bazda guanin/timin (G/T) transversiyonu olusmasi treonin yerine
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asparajin aminoasidinin sentezlenmesine sebep olur (30). Polimorfik allele sahip
genlerin fonksiyonel etkisi diiz kasta Rho-ROCK baglanma afinitesini degistirip
kasilmayi etkileyebilirken, ROCK fonksiyon degisimi sadece kasilma iizerinden degil

eNOS ekspresyonunda da degisiklige sebep olarak kas tonusunu etkileyebilir.

GEF'ler, cesitli ekstraseliiler uyaranlara yanit olarak kiiciik GTPazlar1 aktive
eder ve ¢ok sayida hiicresel yanit1 diizenler. GDP’nin Rho’dan ayrilmasini, GTP’nin
de baglanmasini kolaylastiran diizenleyici faktorlerdir. Aktin hiicre iskeletinin ana
diizenleyicileri olarak tanimlanan kiiciik GTPazlar, kasilma, hiicre hareketi,
proliferasyon ve apoptozis dahil olmak {izere hiicre fonksiyonlarinin cesitliligini
kontrol ederler. Kii¢iikk GTPazlar, aktif olmayan GDP'ye bagli form ile aktif GTP bagh
form arasinda gegis yapan molekiiler anahtarlardir. ARHGEF10, GEF ailesinin bir
tiyesidir. Rho aktivitesini diizenledigi gibi periferik néronlarin miyelinizasyonunda da

fonksiyon goriir (29, 31).

iNAKTIF ,
GEF
GDP GTP
GDI AKTIF
/4 GIP GDP

GDPJ4GDI GAP Biyolojik

\ _} yanitlar

Cevresel ve hiicre igi
sinyallerle diizenleme

Sekil 5. Rho-GEF etkilesimi (32)

ARHGEF10 geni genomda 8p23.3 lokalizasyonunda bulunur. Bu gende olusan
rs4376531 polimorfizminde 338. bazda sitozin/guanin (C/G) transversiyonu olusmasi
arjinin yerine treonin aminoasidinin sentezlenmesine sebep olur (33). Bu polimorfizm
fonksiyon olarak, bazi transkripsiyon faktorlerinin baglanma ilgisini degistirir ve
polimorfik alleli olan kisilerde ARHGEF10 transkripsiyonel aktivitesi artar.
ARHGEF10'un agir1 ekspresyonu, GTP bagli Rho'da bir artisa yol acar. Polimorfik
allele sahip olanlarin ARHGEF10 ekspresyonunun daha fazla olmasi Rho-ROCK
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sinyal yolunun artmis aktivitesine yol agabilir ve diiz kas kasilmasinda artig meydana

gelebilir (29, 31).

Biitlin bu bilgiler kasilma sirasinda kritik dneme sahip Rho, onun diizenleyicisi
olan GEF ve ROCK proteinlerinin diiz kas kasilmasindaki bozukluklara bagh
hastaliklarin ~ patogenezinde rol alabileceklerini ve tedavi hedefi olarak

kullanilabileceklerini diistindiiriir.

Genetik ¢alismalar Rho-ROCK sinyal iletiminde bilinmeyen molekiiler etkilerin
aydinlatilmasinda ve genotip 6zelliklerini esas alarak kisiye 6zel tedavi stratejilerinin

gelistirilmesinde yararl bilgiler saglayacaktir.

Adrenerjik Yolaklar

Sempatik sinirler spinal kordun lomber g¢ekirdeklerinden ¢ikar ve hipogastrik
sinir icinde alt {iiriner sistemde noradrenerjik reseptdrlere ulasir. Postganglionik
noronlar1 terminal uclarindan norepinefrin salgilayarak mesane tabani ve iiretra diiz
kasinda kasilma ile mesane govdesinde gevsemeyi saglar. Adrenerjik reseptorler a ve
[ reseptorlerdir. o reseptorler mesane ¢ikisi kasilmalarimi kontrol eder ve patolojik
durumlarda sayilarinin artisi ile birlikte adrenerjik o reseptor aracili kasilmalarin arttig
bilinmektedir. Mesane diiz kasinda iki ¢esit B reseptdr bulunur. Bunlar B2 ve B3
reseptorlerdir. B2 adrenerjik reseptorler adenilat siklaz aktivasyonu ve siklik adenozin
monofosfat (CAMP) birikiminin protein kinaz A’y1 aktive etmesi araciligiyla detriisor
kast gevsemesinde 6nemli bir role sahip olsa da B3 reseptor alt tipinin mesanede

ekspresyonunun daha fazla olmasi gevsemede 33 reseptor alt tipini 6ne ¢ikarir (5, 34).
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\ Gevseme Kasilma /

Detriisor Hiicresi

Sekil 6. Detriisorde p3 reseptor aracili gevseme mekanizmasi (35)

B3 adrenerjik reseptorler diiz kas ve adipoz doku basta olmak iizere birgok
dokudaki etkisini gevseme ya da termogenez iizerinden gosterir. Ozellikle mesanede
diiz kas tonusunun diizenlenmesinde ana role sahiplerdir (8, 36). B3 reseptor proteini
8p11.23 lokalizasyonunda bulunan adrenerjik reseptoér B3 (ADRB3) geni tarafindan
kodlanir (37). Bu gende 20 yil kadar 6nce yanlis anlamli bir varyant olan Trp64Arg
(rs4994) tek gen polimorfizmi saptanmistir. Gende reseptor proteinini kodlayan 64.
pozisyondaki bazda T/C transisyonu olusmasi triptofan yerine arginin aminoasidinin
sentezlenmesine sebep olarak reseptoriin norepinefrine olan afinitesini degistirir.
Reseptor hipofonksiyonel bir varyantina doniisiir. Polimorfik allelin cAMP yanitini
azalttig1 ve gevsemeyi olumsuz yonde etkileyerek AAM klinigine katkida bulundugu
diistiniilmektedir (4, 8, 9).

ASIRI AKTIiF MESANE TEDAVISi

AAM i¢in giincel tedaviler davranigsal tedavi, farmakolojik tedavi, minimal
invaziv prosediirler ve diger cerrahi secenekleri igerir. Her ne kadar oral
antimuskarinikler farmakolojik tedavide basrolde olsa da agiz kurulugu ve kabizlik
gibi rahatsiz edici antikolinerjik yan etkilerin yliksek insidansi hastalarin tedaviye

devamliligin1 engellemektedir. Bu yan etkilerin tolere edilememesi tedaviye uyumun
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bozulmasinda en Onemli etkendir (38). Bununla birlikte bazi AAM hastalari
antimuskariniklere karsi direnglidir. Hangi hastalarda antimuskariniklerin basarisiz
olacagini 6nceden dngorebilirsek hastalarin gereksiz ilag kullanimini ve potansiyel yan
etkilere maruz kalmalarimi engelleyebiliriz. Fakat hangi hastalarda antimuskarinik
tedavinin basarisiz olacagi sorusu hala cevaplanamamaktadir. Bu konuda daha fazla
calismaya ihtiyag vardir (39). Bu sebeplerden dolay1 farmakolojik tedavi, yan etkileri
daha az ve etkinligi yiiksek ajanlara yonelmistir. Adrenerjik B3 reseptor agonistleri son
yillarda tek basina ya da antikolinerjiklerle birlikte tedaviye dahil edilmistir (40-43).
Tedavide antimuskariniklerle karsilagtirildigindaki etkililik diizeyi hala tartismalidir
(44).

AAM fizyopatolojisinin hala tam olarak aydinlatilamamasi1 ve tedavi
protokollerindeki soru isaretleri tanida yeni yardimci testlere ve yeni tedavi

stratejilerine olan ihtiyact artirmistir.

MIiKRORNA

Okaryotik genomik DNA’nin %90°1 transkripsiyona ugrar. Transkripsiyona
ugrayan RNA’nin ise sadece %1-2’si proteine doniisiir. Proteine doniismeyen
RNA’lara kodlamayan RNA (ncRNA) adi verilir. NcRNA’lar organizmada kompleks
islevlere sahiptir. Cok sayida tipi bulunan ncRNA’lar, yapisal ve diizenleyici ncRNA
olarak ikiye ayrilir. Yapisal ncRNA’lar ribozomal, tasiyici, kii¢lik niikleer RNA olarak
tim hiicrelerde bulunurken, gen ifadesinin diizenlenmesinde gorev alan diizenleyici
ncRNA’lar ise niikleotit (nt) sayilarina gore uzun ncRNA (>200nt) ve kisa ncRNA
(<200nt) olarak iki alt sinifa ayrilir (45). MiRNA’lar kisa ncRNA grubunda bulunur
(46).

MiRNA'lar, genom {iizerinde intron ve/veya ekzon genlerinden transkripsiyonu
saglanan fakat proteine translasyonu gerceklesmeyen, fonksiyonel RNA
molekiilleridir. Kisa, tek zincirli, 19-25 niikleotid uzunlugunda olup daha c¢ok
memelilerde, mantarlarda ve Dbitkilerde bulunurlar. Gen ekspresyonunu
posttranskripsiyonel olarak mRNA’nin 3’ untranslated region (UTR), kodlanan

sekanslar ya da 5° UTR bolgesine baglanarak ya hedef mRNA’nin parcalanmasi ya da
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inhibe olmasi ile diizenleme saglarlar. Protein kodlayan genlerin %30’u bu sekilde

miRNAlar ile diizenlenir (12, 15, 47).

Genomda miRNA Geni

MIRNA genleri Y kromozomu disindaki tiim kromozomlarda hem kodlanan
hem de kodlanmayan transkripsiyon bdlgelerinde yerlesiklerdir. Genomik
yerlesimlerine gére miRNA’lar intergenik ve intragenik olarak smiflandirilabilir.
Intergenik miRNA’lar; intronik, ekzonik ve mixed (intronik-ekzonik) yerlesimli
olabilirler. intragenik miRNA’lar bulunduklar1 genin aymi zinciri iizerinde yerlesirken

bir kismi1 da kars1 zincirde yerlesir.

Bir miRNA geninin genomik dagilimi ve kromozomal yerlesimi onun
ekspresyonunu belirleyen bir faktdr olmas1 bakimindan énemlidir. MiRNA genlerinin
yaklagik %60°1 transkripsiyon birimlerinin intronlarinda yerlesmistir ve ekspresyonu
ev sahibi genlerin ekspresyon profili ile baglantilidir. MiRNA’larin ekspresyonu
dinamiktir (12).

MiRNA Biyogenezi

MiRNA'lar birbirini izleyen ii¢ asamada meydana gelir. ik 6nce miRNA
genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)larin transkripsiyonu gerceklesir. Ikinci
asamada niikleus icinde pri-miRNA'lar prekiirsor miRNA (pre-miRNA)'lara
dontistiiriiliir. En son olarak da sitoplazma iginde olgun miRNA'lar olusur. MiRNA'lar,
cekirdekte primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz II enzimi tarafindan
genomik DNA'dan sentezlenir. Pri-miRNA (500-3000 baz), " 5° 7 metil guanozin cap"
ve " 3’ poli A" kuyruguna sahip sap ve ilmik yapisindadir. Tek iplik¢ikten olusan pri-
miRNA kendi iizerinde kivrilarak sa¢ tokasi (hairpin) seklini alir. Cekirdekte pri-
MIiRNA, RNAaz |1l enzim ailesinin bir endoniikleazi olan Drosha ve kofaktorii Pasha
(veya DGCR8- Di George Syndrome Critical Region 8), tarafindan yaklasik olarak
60-110 niikleotid uzunlugunda olan pre-miRNA'ya doniistiiriiliir. Bir niikleaz olan
Drosha ile gift iplikli RNA baglayici bir protein olan Pasha'nin olusturdugu komplekse
mikro islemci kompleks (Mikroprocessor complex) adi verilir. Pre-miRNA molekiili

bir niikleer tagima reseptorii olan Exportin 5 ve niikleer bir protein olan RAN-GTP' ye
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bagimli sekilde sitoplazmaya taginir. Sonrasinda, pre-miRNA'lar sitoplazmada RNAaz
I11 enzim ailesinden Dicer adli endoniikleaz ve kofaktorii human immunodeficiency
virus transactivating responce RNA binding protein (TRBP) ile sag¢ tokasi yapisi
kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda uglarinda 2 nt’lik ¢ikint1 kalacak sekilde ¢ift
zincirli miRNA’ya (MmiRNA dubleksi) c¢evrilir. Dicer, ayn1t zamanda RNA ile
tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olusumunu
baglatir. Dicer, pre-miRNA'nin sap-ilmigini kestikten sonra miRNA dubleksinden,
RISC kompleksinin iginde yer alan bir RNAz olan argonatin etkisiyle 5" ucu daha
kararli olan1 secilip sadece biri miRNA RISC kompleksine katilir. Bu iplik, kilavuz
iplik (quide strand) olarak adlandirilirken diger iplik anti-kilavuz veya yolcu iplik
olarak adlandirilir (mir-3p/mir-5p). Bu segilim genellikle termodinamik &zelliklere
gore yapilir. Yolcu iplik RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir. Genel olarak
miRNA'lar, RISC kompleksine entegre olduktan sonra, ya argonat proteinleri
yardimiyla mRNA'nin yikimina ya da protein translasyonunun baskilanmasina neden

olarak fonksiyon gortirler (12, 15, 47).
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Sekil 7. Tipik miRNA sentez yolag (12)

MiRNA Fonksiyonlari
MiRNA’lar organizmada bir¢cok diizenleyici fonksiyona sahiptir. Hiicresel,
biyolojik ve patolojik siireclerde farklilasma, proliferasyon, apopitozis, progresyon,

yaslanma gibi evrelerinin yonetiminde dnemli rolleri vardir. mRNA’nin stabilitesini
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ve translasyonunu yoneterek karsinogenez, immiin sistem, metabolizma, inflamasyon,
hiicre siklus kontrolii, viral replikasyon, kok hiicre farklilagsmasi gibi 6nemli siireclerde
gorev alir, dokuya 6zgiin bir ekspresyon diizeni gosterirler. Bulunduklar1 dokunun
farklilasmasi ve fonksiyonu {izerinde 6nemli role sahiplerdir. Bu 6zellikleri ile birgok

hastalik i¢in belirteg¢ olabilme ihtimalleri lizerinde durulmaktadir (15).

MiRNA Gen Diizenlenmesi

Memelilerde transkripsiyonun ~%60’indan fazlasi miRNA’larin kontroli
altindadir. Bu miRNA’larin ~%30-50’si protein kodlayan genlerin intronlarindan
kodlanirken geriye kalanlar ise intergenik bdlgelerde yer almaktadirlar. MiRNA’lar
tipik etkilerini gen ekspresyonu iizerine negatif, inhibitor aktivite ile gosterirler fakat
bununla birlikte son yapilan ¢aligmalar gen ekpresyonunu pozitif yonde de etkiledigine

dair sonuglar da ortaya koymustur (15).

Gen diizenlenmesi iizerine negatif etkileri gogunlukla mRNA’nin 3' UTR’sine
baglanarak, daha azinlikta 5' UTR, ORF (open reading frame- proteine ¢cevrimi yapilan
kodlanan diziler) ya da promotor bolgelerine baglanarak olusur. MiRNA’larin
“cekirdek dizisi” olarak ifade edilen 2-8 nt uzunlugundaki ana dizileri hedef mRNA’ya
tam komplementerlik gostererek baglandiklari i¢in biiylik 6nem tasir. Ayrica,
miRNA'larin her biri birden fazla mRNA'nin ekspresyonunu diizenleyebilir ve
mRNA'larin  her birinin de birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi
bilinmektedir (12, 15).

miRNAs

—Nrrrrrm
Merkez mRNAs

ORF

mRNAs _

Sekil 8. MiRNA ve hedef mRNA eslesmesi (48)
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Miikemmel eslesme sonucu olugan inhibisyonda mRNA, miRISC kompleksi ile
pargalanir. Parsiyel eslesme sonucu olusan inhibisyon pretranslasyonel,
kotranslasyonel ya da postinisiyasyon mekanizmalarla olusur. Pretranslasyonel siireg
daha ¢ok DNA metiltransferaz, histon deasetilaz gibi epigenetik diizenleyicilerle
iliskilidir. Ornegin mMiR-29 ailesi akciger kanserinde DNA metiltransferazi hedef
alarak timor silipresorlerin baskilanmasina sebep olur. Kotranslasyonel susturma
MRNA pargalanmas1 ya da translasyon inhibisyonuna sebep olur. Postiniational
basamaklarda AGO proteini ribozomun biiyiik {initesinin birlesmesini ve elongasyon

faktorlerini etkileyerek protein sentezinin bozulmasina sebep olur.

Gen diizenlenmesi iizerine pozitif etkileri dogrudan ve dolayli olarak goriiliir.
Promoter bolgeye baglanma ile dogrudan; AGO, FXR1 (Fragile X mental retardation
protein 1) gibi proteinler iizerinden de dolayli olarak transkripsiyonu tetikleyebilirler
(12).

Gen diizenlenmesindeki kilit rolit miRNA’lar1 fizyolojik ve patolojik siire¢lerin
Oonemli bir noktasi haline getirmistir. Bozulmus miRNA ekspresyonu hedef mRNA
ekspresyonunu degistirerek kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérolojik hastaliklar
gibi birgok patolojik siirecte O6nem kazanir. MiRNA profilleri, erken teshis,
simniflandirma, prognostik ve prediktif biyolojik belirtegler olarak yararlidir. Erken
teshis biyolojik belirtegleri olarak, bir hastalifin baslangicini gosterirler ve siklikla
hastalikta rolii vardir. Smiflandirma biyolojik belirtecleri olarak, miRNA'larin
ekspresyon paternleri, sagliksiz hiicrelerin doku orijinini tamimlar. Az sayida
miRNA'nin tespit edilmesinin, tiimdrlerin gelisimsel evresi hakkinda daha fazla sayida
mRNA'nin tespit edilmesinden daha fazla bilgi sagladigi bulunmustur. Prognostik
biyolojik belirtegler olarak, miRNA'lar bir hastaligin gidisatinin tahminini saglar. Son
olarak, ongoriicli biyolojik belirte¢ olarak, hastalarin tedaviden elde edebilecekleri
faydanin degerlendirilmesi ve izlenmesine izin verir. MiRNA profillerine dayanarak
radyoterapi ve kemoterapi tedavilerinde tedaviye cevabin degerlendirilmesinde fikir
verir. MiRNA’lardaki dizi ve ekspresyon degisimleri mRNA diizenlenmesinin
bozulmast ile iligkili oldugundan bu tiir bir iliskinin tespit edilmesi diizensizligin gen

susturulmasi gibi gen tedavisi yaklagimlarina 11k tutmasini saglayabilir (15).
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GEREC VE YONTEM

CALISMA GRUBU

Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen katilimci sayis1 gii¢ analizi yontemi ile

belirlendi.
Hasta Grubu

Mart 2017 — Kasim 2017 tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi T1ip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Uroloji Ana Bilim Dali tarafindan AAM
semptomlart ile birlikte AAM semptom skoru >8 olan ve Idiyopatik AAM tanisi
konulan 18 yas iistii 60 kadin hasta calismaya dahil edildi. Hasta grubuna, hastalik
derecesini belirlemek i¢in Tiirk¢e valide edilmis AAM formu (EK-1) uygulandi.

Doldurulan formlardan AAM semptom skorlar1 hesaplandi.

Norojenik mesane, mesane ¢ikim tikanikligi ve tas, timor gibi liriner sistem
hastaliklar1 veya enfeksiyonu, uzun QT sendromu, ciddi karaciger yetmezligi, bobrek
yetmezligi, miyestenia gravis, glokom, iilseratif kolit gibi otoimmiin bir hastalik ve alt
iriner sistem fonksiyonlarini etkileyecek ila¢ kullanilmasi dislama kriterleri olarak

alindi.

Kontrol Grubu

Kontrol grubu, hasta grubuna yas ve cinsiyet olarak benzer, klinik sikayet ve

bulgusu olmayan, saglikli 60 bireyden olusturuldu.

Etik kurul onay:

Calisma 6ncesi 07.03.2017 tarih ve 04 say1 no ile Pamukkale Universitesi Tibbi
Etik Kurulu onayr alindi. Ayrica ¢alismaya dahil edilen tiim katilimcilara
“Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” ile yapilacaklar hakkinda bilgi verildi ve

gontlli olduklaria iligkin imzalar1 alindi.
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KULLANILAN MALZEMELER VE CIHAZLAR

Kullanilan Cihazlar

Masa istii santrifiij (NF 1215, Niive, Tiirkiye)

Masa iistii mikrosantrifiij (1-14K, Sigma, Almanya)

-20 °C derin dondurucu (Vestel, Tiirkiye)

-80 °C derin dondurucu (FR 490 Niive, Tiirkiye)

+4 °C buzdolab1 (Vestel, Tiirkiye)

Kuru blok termostat (Bio TDB-100, Biosan, Letonya)
Niikleik asit saflik tayin edici ( Nano, Maestrogen, Tayvan)
Labcycler (Sensoquest, Almanya)

Step One Plus Real-Time PCR cihaz1 (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, ABD )

Kullanilan Sarf Malzemeleri

EDTA’l1 kan alma tiipleri (BD Diagnostics, ABD)

Ayarlanabilir otomatik pipet seti (1-10 uL, 0,2-2 uL,2-20 uL 20-200
pL, 100-1000 pL) (Thermo Scientific, ABD)

0,5-10 uL, 10-200 pL, 100-1000 nuL’lik pipet uglar1 (ISOLAB, Almanya)
0,2 mL ve 1,5 mL’lik Eppendorf mikro tiipler (ISOLAB, Almanya)
96’lik PCR plate (Mingji, China)

Plate kaplayici seal (Qiagen, ABD)

Isopropanol

Etanol

Kullanilan Kitler

Exgene™ Clinic SV mini (GeneAll Biotechnology, Korea, Kat. No: 108-
101)

miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Almanya, Kat. No:
217204)
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e miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, ABD, Kat. N0:339340)

e TagMan SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, ABD )

e Fast Probe Master Mix (Biotium, ABD)
e mIiRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Qiagen, ABD, Kat. N0:339347)
e mMIRCURY LNA™ miRNA PCR Assays (Qiagen, ABD)

ORNEKLERIN TOPLANMASI VE ANALIZE HAZIRLANMASI

Calismaya dahil edilen tiim katilimcilardan 2 m1’lik EDTA’ 2 tiipe, biri DNA
izolasyonu digeri RNA izolasyonu i¢in kullanilmak iizere vendz tam kan alindi. Hasta
ve kontrol gruplarindan alinan vendz tam kanlardan bir tiipii DNA izolasyonu yapilana
kadar —20 C° ‘de saklandi. RNA izolasyonu igin alinan tiip +4 C° ‘de 3000 g’de 10 dk
santrifiij edildikten sonra plazma kismi1 1,5 ml’lik steril ependorfa alindi. Ependorfa
alinan plazma +4 C° ‘de 16000 g’de ikinci kez santrifiij edildi. Elde edilen plazmalar
RNA izolasyonu yapilana kadar —80 C° ‘de saklandi.

PERIFERIK KANDAN DNA VE RNA ELDE EDIiLMESI

DNA izolasyonu Protokolii

DNA izolasyonu, Exgene™ Clinic SV mini (GeneAll Biotechnology, Korea,
Kat. No: 108-101) kiti kullanilarak kit protokoliine gére yapildi. —20 C° ‘de saklanan
tam kan o6rnekleri izolasyon i¢in oda sicakligina getirildikten sonra her bir 6rnekten
200 pl tam kan steril 1,5 ml’lik ependorflara transfer edildi. Her 6rnek transfer sonrasi
20 pl Proteinaz K soliisyonu ile muamele edildi. Hazir bulunan BL tamponu her tiipe
200 pul hacimde eklendi. Karisim vortekslendikten sonra 10 dk 56 C° ‘de inkiibe edildi.
Santrifiijler oda 1sisinda gerceklestirildi. Kapakta damla kalma ihtimalini ortadan
kaldirmak icin kisa santrifiij yapildi. Sonrasinda %100°liik 200 pl etanol her tiipe

eklendi ve vortekslendi. Kisa siire santrifiijlenen karigimlarin siipernatant kisimlar1 SV
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kolonlara transfer edildikten sonra >6000 g’de 1 dk santriflij edildi. Kolonlarin
altindaki tiipler atild1 ve steril olanlarla degistirildi. Kolonlarin {izerine 600 pul BW
tamponu eklendiktan sonra >6000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Kolonlarin altindaki
tiipler tekrar yenileriyle degistirildi. Kolonlara 700 pl BW tamponu eklenip >6000
g’de 1 dk santrifiij edildi ve tiipler degistirildi. Yikama soliisyonlarindan tamamen
temizlenmeleri i¢in son hizda (16000 g) 1 dk santrifiij edildiktan sonra kolon tiipleri
tekrar steril olanlarla degistirildi. Son olarak kolonlara 200 pul AE tamponu eklendiktan
sonra 1 dk oda sicakliginda inkiibe edilen tiipler en yiiksek hizda 1 dk santrifiij edildi
ve DNA izolatlar1 elde edilmis oldu. Total DNA konsantrasyonlari ve safliklari
spektrofotometrik yontemle nanodrop (Nano, Maestrogen, Tayvan) cihazinda 6l¢iildii.
Tiim 6rneklerin konsantrasyon, A260, A280, A260/280 degerleri kaydedildi. Her bir
ornegin stok konsantrasyonu hesaplandi. izole edilen DNA’lar RT-PCR cihazinda

SNP analizleri yapilmak iizere +4 C° ‘de sakland.

RNA izolasyonu Protokolii

Plazmadan miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen, Almanya, Kat.
N0:217204) ile RNA izolasyonu kit protokoliine gore yapildi. RNA izolasyonu i¢in
—80 C° ‘de saklanan plazma &rnekleri hizlica 37 C° ‘de su banyosunda ¢ozdiiriildii.
Bundan sonraki tiim basamaklar oda sicakliginda gergeklestirildi. Gerekli 6rnek hacmi
olan 200 pl plazma, 2 ml’lik steril ependorflara kondu. Her bir 6rnegin lizerine 60 pul
RPL tamponu eklendi. Karisim >5 sn vortekslendikten sonra 3 dk oda sicakliginda
bekletildi. Sonrasinda her tiipe 20 ul RPP tamponu eklendi ve >20 sn kuvvetlice
vortekslendikten sonra oda sicakliginda 3 dk inkiibe edildi. Oda sicakliginda 12000
g’de santrifiij yapildi ve tiip iizerinde kalan renksiz ve berrak siipernatantlar yeni steril
reaksiyon tiiplerine transfer edildi. Siipernatantla ayn1 miktarda izopropanol tiiplere
ilave edildi ve vorteksle karistirildi. Olusan karigim RNeasy UCP MinElute kolonlara
transfer edildiktan sonra 15 sn >8000 g’de santrifiij edildi. Kolon altindaki tiipler
stiziilen kisimla birlikte atilip yenileriyle degistirildi. Kolonlara 700 pl RWT tamponu
eklendi ve 15 sn >8000 g’de santrifiij edildikten sonra altta kalan kisim tiiplerle birlikte
atilarak yeni tiiplerle degistirildi. 500 ul RPE tamponu eklendikten sonra ayni iglem
tekrarlandi. Sonrasinda kolonlara 500 pl %80’lik etanol eklendi ve 2 dk >8000 g’de
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santrifiij edildi. Altta kalan kisim atilarak kolonlar yeni steril tiiplere yerlestirildi.
Tiipler sollisyon eklenmeden membranlar1 arindirmak i¢in en yiiksek hizda 5 dk
santrifiij edildi. Kolon altinda kalan tiipler tekrar degistirildikten sonra her kolona 20
ul RNase-free su konuldu, 1 dk oda sicakliginda inkiibasyon sonrasinda tiipler 1 dk en
yiilksek hizda santrifiij edilerek RNA izolasyonu tamamlandi. Total RNA
konsantrasyonlart ve safliklart spektrofotometrik yontemle nanodrop (Nano,
Maestrogen, Tayvan) cihazinda 6lgtildi. Tiim 6rneklerin konsantrasyon, A260, A280,
A260/280 degerleri kaydedildi. Her bir 6rnegin stok konsantrasyonu hesaplandi.

CDNA ELDESI

izole edilen RNA’lardan miRCURY LNA RT Kit ( Qiagen, ABD, Kat.
No0:339340) ile reverse/ters transkripsiyon (RT) islemi uygulanarak daha stabil olan
cDNA elde edildi. Tiim basamaklar buz iizerinde gergeklestirildi. Inkiibasyon

basamaklari i¢in Labcycler (Sensoquest, Almanya) cihazi kullanild.

Tablo 1. RT i¢in reaksiyon icerigi

5x mIRCURY RT Reaction Buffer 2 ul
RNase-free water 5ul
10x miRCURY RT Enzyme Mix 1 ul
RNA 2ul
Toplam hacim 10 pl

Tablo 2. RT sicaklik protokolii

RT Basamagi 60 dk 42 C°
Reaksiyonun  Inaktive 5 dk 95 C°
Edilmesi

Orneklerin Saklanmasi © 4 C°
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GERCEK ZAMANLI (Real Time)-PCR METODU

Gen ekspresyon miktarini belirlemede altin standart olan kantitatif reverse
transkriptaz gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR), diisiik diizeyli
miRNA miktarlarini da belirlemede siklikla kullanilan bir yontemdir. Ayni1 zamanda
mikroarray ile genom profilleme analizlerinin onaylanmasi1 amaciyla da kullanilir. Gen
ekspresyonlarinin farkliliklarinin belirlenmesinde, SNP analizinde yiiksek oranda
uygun ve giivenli degerlendirme saglayan ¢ok duyarli ve 6zgiil bir yontemdir. Ayni
anda birden fazla miRNA 6l¢iimii yapabilmesi yontemin avantajlarindandir. Hizl,
basit, ucuz, veri analizi kolay, duyarli ve 6zgiil olmasiyla rutin laboratuvarlarda
kullanilabilir bir yontemdir. Klinik pratikte erken tani, hastaliklarda progresyon tayini,
kanser smiflandirmasi, hastaliktan sorumlu RNA’larin belirlenmesi, tedavi

etkinliginin takibinde ¢ok yardime1 bir yontemdir.

Real-time PCR hedef RNA’nin kendi ¢cDNA’sina revers transkripsiyonu ile
baslar. Daha sonra gen spesifik primerler kullanilarak ¢cogaltilan RNA miktar1 6lgiiliir.
Revers transkriptaz enzimi hedefin poli A kuyrugu iizerinden ters transkripsiyona
baslar. cDNA’nin sentezlenmesinden sonra TagMan prob ya da SYBR Green yontemi
ile analiz gergeklestirilir. Fakat miRNA’larda poli A kuyrugu yoktur. Bunun i¢in stem-
loop (kok-halka) yontemi kullanilir. Bu yontemde primerler 5’ ucunda miRNA’nin 3’
ucuna baglanabilecek stem-loop yap1 igerirler. Primerler miRNA’nin 3’ ucuna
baglanir ve kendi yapisindaki stem loop sekli ile 3> ucunun uzamasini saglar ve revers

transkripsiyonu baglatir (49-51).
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Sekil 9. TagMan ve SYBR Green RT-PCR basamaklari (49)

Tagman prob kullanan yontem “dual labeled probe” veya “5' nuclease probe”
olarak da adlandirnlir. TagMan probe yontemi c¢ogaltilmak istenen DNA’ya
komplementer olan ve floresanla isaretlenmis tek zincirli prob igerir. Floresan isaretli
probun 5' ucunda “fluorophore” ve 3’ ucunda “quencher” boya vardir. 3’ ugtaki
baskilayici boya 5' ugtaki florofor boyanin sinyal olugturmasini engeller. Prob hedef
DNA’ya baglanma durumunda bile floresan sinyal Sl¢iimii diisiiktiir. Cogaltilma
sirasinda hedef niikleik asit dizisi lizerinde baglanma bolgelerine primerler ve TagMan
problar baglanir. Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincir olusmaya baslar.
Probun bagli oldugu bolgeye gelindiginde Taq DNA polimeraz enzimi 5'—3’ niikleaz
aktivitesi ile florofor boyayi probdan ayirir. Serbest hale gegen florofor sinyal
olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongilide iiriin arttikga
floresans da ona bagli olarak artmaya devam eder. TagMan probe ydnteminde
polimorfizm tespiti ile birlikte sayisal degerlere de ulasilabildiginden arastiricilar igin

avantaj saglar. Bu yontem standart bir protokolle, kolay bir dizaynla ve ¢ok az bir
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optimizasyonla gergeklestigi icin hem allelik diskriminasyon hem de ekspresyon

profilinin ¢ikartilmasinda kolaylikla kullanilir (52).

SYBR Green kullanan yontemde 6nce miRNA, 3’ ucuna poli A polimeraz ile bir
poli A kuyrugu eklenerek uzatilir. Bu tek zincir, universal oligo dT primerler
kullanilarak revers transkripsiyona ugrar. Sonugta olusan cDNA her bir miRNA’ya
0zel bir forward primer ile universal revers primer kullanilarak ¢ogaltilir
(amplifikasyon). Amlifikasyon sonrasi olusan ¢ift zincirli DNA’lar arasina giren
SYBR Green boyasinin floresans miktar1 ile miRNA miktar1 tayin edilir. Burada
kullanilan forward primerler LNA (locked niikleik asit) kullanilarak hazirlanmis
kimyasal yapilarindaki degisiklikler ile hedefe ¢ok spesifik baglanabilen, yeni bir sinif
oligoniikleotid yapida RNA analoglaridir (50).

GENOTIPLEMESI YAPILACAK SNP SECIMI

AAM patofizyolojisinde yer aldigi diisiiniilen sinyal yolaklarindaki fonksiyon
degisikliklerinin altinda yatan mekanizma olan adrenerjik yolaktaki sinyal iletiminde
azalma ve kolinerjik yolaktaki sinyal iletimindeki artistan sorumlu olabilecegi
diisiiniilen adrenerjik reseptor proteinini kodlayan ADRB3 geninde daha onceki
calismalarda da degerlendirilen Trp64Arg rs4994 T/C polimorfizmi ile, muskarinik
reseptorlerle aktive olan ve diiz kas kasilmasimi indiikleyen Rho-Rho kinaz sinyal
yolaginda aktivasyon artisina sebep olabilecegi diisiiniilen, erigkin AAM hastalarinda
daha 6nce degerlendirilmemis, diiz kas kasilmasindaki patogenezden kaynakli diger
hastaliklarda ¢alisilmig, Rho-kinaz proteinini kodlayan ROCK2 geninde Thr431Asn
rs2230774 G/T polimorfizmi ve Rho proteininin aktivasyon diizenleyicisi olan GEF
proteinlerini kodlayan ARHGEF10 geninde Arg338Thr rs4376531 C/G polimorfizmi

hasta ve kontrol grubunda genotipik olarak karsilastirilmak {izere secildi.

EKSPRESYON ANALIZi YAPILACAK MIiRNA SECIMi
AAM hastalarinda yapilan miRNA c¢alismalar1 sinirli sayida oldugundan,
ADRB3, ARHGEF10, ROCK2 gen bolgelerini hedef alan miRNA'lar targetscan,

mirtarbase, microrna.org ve mirDB veri tabanlarinda tarandi ve yliksek skora sahip,
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hedefleri belirtilen genler olabilecek, tiim sonuglar iginden iki veya ii¢ veri tabaninda
da bulunan, bu genlerle iliskisi en yiiksek diizeyde olabilecegi kabul edilebilecek 12
miRNA seg¢ildi. Calisilacak miRNA'lar ADRB3 gen bolgesi i¢in hsa-let-7b-5p, hsa-
miR-98-5p, hsa-miR-4458 ve hsa-miR-4500; ROCK2 gen bolgesi igin hsa-miR-124-
3p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-142-3p ve hsa-miR-200c-3p; ARHGEF10 gen bolgesi
icin hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-302a, hsa-miR-302b ve hsa-miR-367-3p olarak
belirlendi. Plazma miRNA ekspresyon seviyelerini normalize etmek igin referans

miRNA olarak hsa-miR-30e-5p kullanildu.

mirtarbase targetscan
miR-98-5p
hsa-let-7b-5p
hsa-miR-4458
hsa-miR-4500
hsa-miR-139-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-124-3p
hsa-miR-200c-3p
hsa-miR-302a
hsa-miR-302b
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-367-3p

mirDB microrna.org

GENOTIP ANALIZI

Real-Time PCR Genotipleme analizi i¢in TagMan SNP Genotyping Assays
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, ABD ) kullanildi. Reaksiyon Fast
Probe Master Mix (Biotium, ABD) ‘in kosullarina gore Step One Plus Real-Time PCR
cihazi (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
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gerceklestirildi. Allele 6zgiin tasarlanan hibridizasyon problarinin her bir reaksiyon
dongiisiindeki floresan 1s1masi olgiilerek farkli allelleri tasiyan oligoniikleotidlerin
amplifikasyon miktarlar1 belirlendi. Reaksiyon kosullari, 10 pL 2X Fast Probe Master
Mix, 0,5 uL prob, 1 uL DNA, 8,5 uL. DNaz free water seklinde gergeklestirildi (Tablo
3). PCR sartlari, 95°C’de 5 dakika 1 dongii, (95°C’de 15 saniye / 60°C’de 60 saniye )
40 dongii olacak sekilde reaksiyon kuruldu (Tablo 4).

Tablo 3. Genotipleme i¢cin PCR icerigi

2X Fast Probe Master Mix 10 pl
Problar 0,5 ul
DNA 1 ul

DNase-free water 8,5 ul
Toplam hacim 20 pl

Tablo 4. Genotipleme i¢in PCR reaksiyon kosullari

Enzim Aktivasyonu 5 dk 95 C?
Denatiirasyon 15 sn 95 C°

40 déngu
Baglanma 60 sn 60 C°

GENOTIiPiK DEGERLENDIRME

StepOne™ Software v2.3 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
ABD) yazilimi ile logaritmik ¢izelgede Real-Time PCR cihazi ile elde edilen gergek
zamanli amplifikasyon egrilerinin analizi TagMan SNP Genotyping Assays (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, ABD) Kiti prosediiriine gore yapilarak
genotipler belirlendi. Buna gore polimorfik allelleri tasiyan ve 5’ ucunda prob baglh

DNA oligoniikleotidinin floresan 1s1ma miktarinin birim PCR termal dongiisline gore
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artis egrisinin sigmoidal olmas1 beklenir. Cilinkii DNA ¢ift zincirli molekiiler yapiya
sahip oldugundan her bir dongii sonunda DNA miktar1 iki katina ¢ikar ve bunun
sonucu olarak tissel bir fonksiyon grafigi elde edilmesi gerekir. Ancak reaksiyon

sonunda ortamdaki PCR bilesenleri tiikeneceginden egri plato evresine girer ve yatay

seyreder.

floresans

130,000
120.000
110,000
100.000 1
90,000
80,000
70.000
60,000
50,000
40,000

A -
30,000 | = —

20.000
10,000
1]
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siklus

[- Fam I ROX I VIC |

Sekil 10. Homozigot Atasal Genotip

Polimorfik olmayan allel yesil renkli floresans olusturan VIC florofor boyast ile
yesil renkteki sigmoidal egriyi olustururken, mavi renkli sigmoidal egri ise polimorfik
olan allelin FAM florofor boyasi i¢eren primerleri ile amplifikasyonu sonucu olusur.
Yani polimorfik olmayan atasal allel yesil VIC, polimorfik allel mavi FAM boyasi ile
isaretlenir. Kirmiz1 renkli yatay ¢izgi ise ROX pasif referans boyasini temsil eder.
ROX, analiz sirasinda floresan 1simanin normalize edilebilmesi i¢in gerekli referans
1s1may1 yapar. ROX 1s1masina bagl olarak da her deneysel plan kendine otomatik bir
bazal seviye belirler. Allel ayriminda grafikte esik degeri gegebilen 1simalar g6z
oniinde bulunduruldu (Sekil 10, 11, 12).
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Sekil 11. Heterozigot Polimorfik Genotip
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Sekil 12. Homozigot Polimorfik Genotip

Allelleri tanimlamada allelik diskriminasyon grafigi kullanildi.  Allelik
diskriminasyon grafiginde mavi isaretliler homozigot polimorfik genotipler, kirmiz
renkli olanlar ise homozigot atasal genotipler olarak degerlendirildi. Yatay eksen
atasal allelli ve diisey eksen polimorfik alleli temsil etmekteydi. Ortada bulunan yesil

renkli grup ise hem atasal hem polimorfik allel i¢eren heterozigot polimorfik genotipi

temsil etmekteydi (Sekil 13).
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Sekil 13. Allelik Diskriminasyon Grafigi

MIRNA EKSPRESYON ANALIZI

miRNA’larin ekspresyon analizleri Step One Plus Real-Time PCR cihazinda (
Thermo Fisher Scientific, ABD) gergeklestirildi. Syber Green (miRCURY LNA
SYBR Green PCR Kit, Qiagen, ABD Kat. N0:339347) ile isaretlenmis cDNA dizisine
analiz edilecek miRNA primerleri baglanmasi sonucunda cihaz tarafindan syber green
boyasinin floresan 1s1ma miktar1 saptanmast ile gergeklestirildi. RNA primerleri olarak
MIRCURY LNA™ miRNA PCR Assays kullanildi. Reaksiyon kosullar; 5 uL 2X
mMiRCURY SYBR Green Master Mix, 0,5 uL. ROX referans boyasi, 1 pL primer mix,
3 uL cDNA (1/30 diliisyonlu), 0,5 uL RNaz free water seklinde gergeklestirildi (Tablo
5). PCR sartlari; 95°C’de 10 dakika 1 dongii, (95°C’de 10 saniye / 60°C’de 10 saniye
) 40 dongii seklinde kuruldu (Tablo 6) ve en son 55°C-90°C arasi 0,1°C hassasiyette

melting curve analizi yapildi. Normalizasyon i¢in hsa-miR-30e-5p kullanildi.
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Tablo 5. MiRNA ekspresyon analizi icin PCR icerigi

2X miRCURY SYBR Green Master Mix Sul

ROX referans boyasi 0,5 ul

Primer mix Il

cDNA 3 uL (1/30 diliisyonlu)
RNase-free water 0,5 ul

Toplam hacim 10 ul

Tablo 6. MiRNA ekspresyon analizi icin reaksiyon sartlari

Enzim Aktivasyonu 10 dk 95 CY
Denatiirasyon 10 sn 95 CY

40 dongu
Baglanma 60 sn 60 C°

StepOne™ Software v2.3 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
ABD) yazilimi ile logaritmik ¢izelgede Real-Time PCR cihazi ile elde edilen gergek

zamanli amplifikasyon egrileri ile ekspresyon diizeyleri belirlendi (Sekil 14).

100

ARN
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251

6 8 10 12 W ¥ ©®¥ A 2 A X A Y R ¥ ¥ ¥ L

siklus

Sekil 14. Logaritmik RT-PCR ekspresyon egrileri
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Analizlerin sonunda ekspresyonu tespit edilebilen her miRNA igin birer Ct
(cycle thereshold/esik siklus=olusan her logaritmik egride, miRNA ekspresyon
miktariin esik degeri gectigi ilk siklus sayisi) degeri elde edildi. Tiim 6rneklerde her
gen igin ayr1 ayr1 Act (Act=ilgili genin Ct degeri - normalizator genin Ct degeri) degeri
hesaplandi. 22¢t formiilii kullanilarak goreceli miRNA ekspresyon degerleri
hesaplandi. Hasta ve kontrol grubuna ait sonuglar ortanca 22t degerleri oranlanarak

kat degisimi seklinde verildi (53).

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS 24.0 (Chicago, ABD) paket programiyla analiz edildi. Siirekli
degiskenler ortalama + standart sapma, ortanca (minimum ve maksimum degerler) ve
kategorik degiskenler say1 ve yiizde olarak ifade edildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile incelendi. Calisma grubundaki bir drnegin
Hardy-Weinberg esitligindeki toplumdan rastgele alinan orneklerden biri olup
olmadigini test etmek igin Ki-kare uygunluk testi uygulandi. Parametrik test
varsayimlari saglandiginda bagimsiz grup farkliliklarinin
karsilastirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi (ikili incelemeler i¢in Tukey testi) ve
Iki Ortalama Arasindaki Farkin Onemlilik testi kullanild1. Parametrik test varsayrmlari
saglanmadiginda ise bagimsiz grup farkliliklarinin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis
Varyans Analizi (ikili incelemeler i¢in Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U
testi) ve Mann Whitney U testi kullanildi. Kategorik degiskenler arasindaki
farkliliklar ise Ki kare analizi ile incelendi. Degiskenlerin tanisal performans
incelemesi i¢in ROC analizi yontemi kullanildi. ROC analizi ile degiskenler igin uygun
kestirim noktalari, duyarlilik ve oOzgiilliik degerleri ve egri altinda kalan alanlar

incelendi (53). Tiim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

HASTA VE KONTROL GRUPLARINA AIT KiSISEL VERILERIN
DEGERLENDIRILMESI

Caligmaya katilan 60 hasta ve 60 kontrol birey arasinda yas, boy, kilo, BMI
(Body Mass Index) agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Hasta
grubun yas ortanca degeri 60, kontrol grubunun 58,5 idi. Boy ortanca degerleri hasta
grupta 1,56 m, kontrol grubunda 1,6 m idi. Hasta grubun ortanca kilo degeri 72,8 kg
iken kontrol grubunun ki 70 kg idi. BMI ortanca degerleri hasta grupta 30,3, kontrol
grubunda 28,1 olarak hesaplandi (Tablo 7).

Tablo 7. Hasta ve kontrol gruplarinda yas, boy, kilo, bel cevresi ve

BMI degerleri

Ozellikler Grup Mean=SD Ortanca Min  Max p degeri

Yas kontrol 55,8+11,8 58,5 27 76 0,483
hasta 56,6+15,1 60 23 83

Boy kontrol 1,59+0,07 1,60 1,40 1,72 0,080
hasta 1,57+0,64 1,56 1,39 1,70

Kilo kontrol 72413 70 50 112 0,525
hasta 73,9+16.4 72,8 40 125

BMI kontrol 28,6+5,05 28,1 19,2 43,8 0,101
hasta 30+6,17 30,3 17,8 45,9
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GRUPLARIN POLIMORFIiZMLERE AiT GENOTIP VE ALLEL
DAGILIMININ DEGERLENDIRILMESI

81,7 68,3
100 ’
26,7
18,3 28 3 43, 36 7
20 1’ 6 7.
0
T cc cG
rs4994 rs4376531 rs2230774
ADRB3 ARHGEF10 ROCK2

B Kontrol M Hasta

Sekil 15. Genotip dagilim yiizde verileri grafigi

10,8

125=

rs4994 rs4376531 rs2230774

50,8 49,2
58,3
175 4? i

ADRB3 ARHGEF10 ROCK2

W Kontrol M Hasta

Sekil 16. Allel dagilim yiizde verileri grafigi

Beklenen degerler ile gozlenen degerler arasinda hasta ve kontrol grubunda

Hardy-Weinberg esitliginden anlamli sapma goriilmedi (p>0,05).

1. ADRB3-rs4994 Polimorfizmine Ait Genotip ve Allel Dagiliminin
Degerlendirilmesi

ADRB3 geninde degisim gdzlenmemis homozigot bireyler TT, heterozigot
polimorfik bireyler TC, homozigot polimorfik bireyler CC genotipine sahipti. 60 hasta

ve 60 kontroliin degerlendirmeye alinmasi sonucu hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
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genotip dagilim1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Hasta
grubunda TT genotipi %80, TC genotipi %18,3 ve CC genotipi %1,7 oraninda
goriiliirken, kontrol grubunda TT genotipi %81,7, TC genotipi %11,7 ve CC genotipi
%6,7 idi (Tablo 8). ADRB3 geni igin hasta grubunda T alleli %89 ve C alleli %11
oraninda goriliirken, kontrol grubunda T alleli %87,5 ve C alleli %12,5 idi. Kontrol
ve hasta gruplar1 arasinda allelik dagilim agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi (Tablo 9).

2. ARHGEF10-rs4376531 Polimorfizmine Ait Genotip ve Allel Dagiliminin
Degerlendirilmesi

ARHGEF10 geninde degisim gézlenmemis homozigot bireyler CC, heterozigot
polimorfik bireyler CG, homozigot polimorfik bireyler GG genotipine sahipti.
ARHGEF10 geni i¢in 60 hasta ve 60 kontrol 6rnegi degerlendirildi. Hasta grubunda
CC genotipi %68,3, CG genotipi %28,3 ve GG genotipi %3,3 oraninda, kontrol
grubunda CC genotipi %61,7, CG genotipi %33,3 ve GG genotipi %5 oraninda
bulundu (Tablo 8). Hasta ve kontrol gruplart arasinda genotip dagilimi1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Hasta grubunda C alleli %82,5 ve G alleli
%17,5 oraninda goriiliirken, kontrol grubunda C alleli %78 ve G alleli %21,7 idi.
Kontrol ve hasta gruplari arasinda allelik dagilim acisindan istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmadi (Tablo 9).

3. ROCK2-rs2230774 Polimorfizmine Ait Genotip ve Allel Dagiliminin
Degerlendirilmesi

ROCK2 geninde degisim gozlenmemis homozigot bireyler GG, heterozigot
polimorfik bireyler GT, homozigot polimorfik bireyler TT genotipine sahipti. ROCK2
geni icin 60 hasta ve 60 kontrol verisi arasinda genotip dagilimi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Hasta grubunda GG genotipi %28,3, GT
genotipi %45 ve TT genotipi %26,7 iken, kontrol grubunda GG genotipi %20, GT
genotipi %43,3 ve TT genotipi %36,7 idi (Tablo 8). ROCK2 geni i¢in hasta grubunda
G alleli %50,8 ve T alleli %49,2 iken, kontrol grubunda G alleli %41,7 ve T alleli
%58,3 idi. Kontrol ve hasta gruplar1 arasinda allelik dagilim agisindan istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmadi (Tablo 9).
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Tablo 8. ADRB3, ARHGEF10, ROCK2 genleri i¢cin genotip

dagilimlar

Gen Adi  Major/Minor Genotip  Kontrol Hasta X2 p degeri
Allel N(%0) N(%0)
TT 49(81,7)  48(80)

ADRB3 T/C TC 7(11,7)  11(18,3) 2,834 0,242
rs4994 CC 4(6,7) 1(1,7)
N=60 N=60
CC 37(61,7) 41(68,3)

ARHGEF10 CIG CG 20(33,3) 17(28,3) 0,65 0,722
rs4376531 GG 3(5) 2(3,3)
N=60 N=60
GG 12(20) 17(28,3)

ROCK2 GIT GT 26(43,3) 27(45) 1,828 0,401
rs2230774 TT 22(36,7)  16(26,7)
N=60 N=60

Tablo 9. ADRB3, ARHGEF10, ROCK2 genleri icin allel dagilimlari

Kontrol Hasta
Gen Ad1 Major/Minor Allel Major/Minor Allel p degeri
N N
(%) (%)
T/C T/IC
ADRB3 105/15 107/13 0,69
87,5/12,5 89,2/10,8
CIG CIG
ARHGEF10 94/26 99/21 0,42
78/21,7 82,5/17,5
GIT GIT
ROCK?2 50/70 61/59 0,16
41,7/58,3 50,8/49,2
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HASTALARDA GENOTIPIK DAGILIMA GORE AAM SEMPTOM
SKORU DEGERLENDIRMEST

ADRB3 geni i¢in AAM semptom skoru degerlendirildiginde, TT genotipinde
olanlarin AAM semptom skoru ortalamasi 29,14+9,28 bulunurken, benzer sekilde TC
genotipinde olanlarin ortalamasi 28,5+8,9 idi. Bu gen i¢in farkli genotipler arasinda
AAM semptom skoru agisindan anlamli bir farklilik bulunmadi. Bu gen i¢in CC
genotipinine sahip hasta sayisi 1 oldugu icin istatistiksel degerlendirmeye alinmadi ve

toplam say1 59 iizerinden hesaplandi (Tablo 10).

ARHGEF10 geni i¢in CC genotipine sahip hastalarin AAM semptom skoru
ortalamas1 28,7£8,88 ve CG genotipinde olan hastalarinki ise 33,3+4,94 idi. AAM
semptom skoru agisindan CG genotipindeki hastalarin ortalama degerleri yiiksek
olmasina ragmen CC ve CG genotipine sahip olmak istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olusturmadi. Bu gen i¢in GG genotipine sahip hasta sayis1 2 oldugu igin
istatistiksel degerlendirmeye alinmadi ve toplam say1 58 {izerinden hesaplandi (Tablo

10).

ROCK2 geni i¢in 60 hasta degerlendirilmeye alind1 ve genotipler arasinda AAM
semptom skoru acisindan istatistiksel olarak anlamli fark gézlendi (p=0,044). GG
genotipine sahip hastalarin AAM semptom skor ortalamasi 29,5+8,25 bulunurken, GT
genotipi i¢in bu say131,3+9,01 idi. TT genotipi i¢in ise AAM semptom skor ortalamasi
24,34£8,76 idi. Bu veriler dogrultusunda AAM skoru agisindan GG-TT ve GG-GT
(homozigot atasal ile homozigot polimorfik ve homozigot atasal ile heterozigot
polimorfik) genotipleri arasinda anlamli fark bulunmazken, GT-TT (heterozigot ve
homozigot polimorfik hastalar) genotipine sahip olanlar arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulundu (p=0,039). Heterozigot polimorfik genotipe sahip olanlarin AAM
skoru homozigot polimorfik genotipinde olanlardan anlamli olarak yiiksekti (Tablo
10).
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Tablo 10. Hastalarin genotiplerine gore AAM semptom skorlari

AAM Semptom
Gen Ad1 Genotip Skoru p degeri
ort=SD
TT 29,1+£9,28
ADRB3 TC 28,5+8.9 0,717
N=59
CcC 28,7+8,88
ARHGEF10 CG 28,9+10 0,916
N=58
GG 29,5+8,25
ROCK2 GT 31,3+9,01 0,044
TT 24,3+8,76
N=60

MIRNA’LARIN EKSPRESYONLARININ DEGERLENDIRILMESI

Hasta ve kontrol plazmalarinda hsa-let-7b-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-98-5p,
hsa-miR-139-5p, hsa-miR-142-3p ve hsa-miR-200c-3p miRNA’larina ait ekspresyon
diizeyleri tespit edilirken; hsa-miR-124-3p, hsa-miR-302a, hsa-miR-302b, hsa-miR-
367-3p, hsa-miR-4458 ve hsa-miR-4500 miRNA’larina ait ekspresyon diizeyleri
analiz sirasindaki teknik sebeplerden dolayr tespit edilemedi. Tespit edilemeyen

miRNA’lar i¢in 6rnek PCR plate goriintiisii sekil 17°de verilmistir.
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Sekil 17. AAM hastalarinda plazmada tespit edilemeyen miRNA'lar

icin ornek PCR plate goriintiisii
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Analiz sirasindaki teknik sebeplerden dolayr hsa-let-7b-5p i¢in 4 hasta, 1

kontrol, hsa-miR-92a-3p i¢in 10 hasta, 8 kontrol, hsa-miR-98-5p i¢in 7 hasta, 7
kontrol, hsa-miR-139-5p i¢in 7 hasta, 2 kontrol, hsa-miR-142-3p i¢in 4 hasta, 1 kontrol

ve hsa-miR-200c-3p igin 16 hasta, 9 kontrol 6rneginin plazmalarinda ekspresyon tespit

edilemediginden degerlendirmeye alinmadi.

Hastalardaki goreceli miRNA ekspresyonlari ile AAM skorlari arasinda anlamli

bir korelasyon saptanmazken analizi yapilan tim miRNA’larin goreceli ekspresyon

diizeyleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gosterdi (Tablo 11).

Tablo 11. AAM'li hastalar ve kontrol grubunda miRNA ekspresyon

diizeyleri (2°4¢t)
Degiskenler ~ Grup/N Ort+SD Ortanca  Min Maks b
degeri
hsa-let-7b-  Kontrol/59  0,7130+1,07733  0,2551 0,00001 5,51 0.021
o5p ’
Hasta/56  0,6658+0,54605  0,5285 0,08 3,4
hsa-miR-  Kontrol/52 50,1271+27,44103 47,1900 566 106,52
92a-3p 0,046
Hasta/50 62,13344+31,98943 49,9400 27,13 154,88
hsa-miR- Kontrol/53  0,1602+0,23988  0,0758 0,01 1,08
98-5p 0,0001
Hasta/53 0,3214428,330 0,2224 0,06 1,35
hsa-miR- Kontrol/58  0,3418+0,34718  0,2222 0,05 1,92
139-5p 0,039
Hasta/53  0,2600+0,28018  0,1517 0,02 1,23
hsa-miR- Kontrol/59  3,6599+3,68592  2,3817 0,06 18,78 0011
142-3p ’
Hasta/56  5,9820+6,13991  3,5433 054 3254
hsa-miR-  Kontrol/51  0,1132+0,18419  0,0565 0,01 1,04
200c-3p 0,004
Hasta/44 0,2621+0,30472 0,1147 0,01 1,03
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1. Hsa-let-7b-5p Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 59, hasta grubunda 56 birey degerlendirmeye alindi. Kontrol
grubunda goreceli ekspresyon diizeyi 24t = 0,2551, hasta grubunda 24t = 0,5285 idi.
Ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubu degerleri kontrol grubuna gore 2,07 kat
artmist1 (Sekil 18A). Hsa-let-7b-5p ekspresyon diizeyleri hastalarda anlamli olarak
yuiksekti (p=0,021) (Sekil 18B).

A. B.
hsa-let-7b-5p hsa-let-7b-5p
0.55 7] 4.5 7] [} P - 0021
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0.20 e .... ° 0®
0.15 7] o ........
0.10 107 ®e00 ...... °®
0.05 ] 0.5 L)
0.00" 0.0 Y

Kontrol Hasta

Sekil 18. AAM’li hastalarda ve kontrol grubunda hsa-let-7b’ye ait
goreceli ekspresyon degerleri A) Ortanca Degerleri B) Ekspresyon
dagilimlan
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2. Hsa-miR-92a-3p Ekspresyonlarimin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 52, hasta grubunda 50 birey degerlendirmeye alindi. Kontrol
grubunda goreceli ekspresyon diizeyi 274 = 47,1900, hasta grubunda 24t = 49,9400
idi. Ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubu degerleri kontrol grubuna gore 1,05
kat artmist1 (Sekil 19A). Hsa-miR-92a-3p ekspresyon diizeyleri hastalarda anlamli
olarak yiiksekti (p=0,046) (Sekil 19B).
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50 160
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40 ()
10 00. 0 00....00
00, .0 00
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0 T T
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Sekil 19. AAM’li hastalarda ve kontrol grubunda hsa-miR-92a-3p’ye
ait goreceli ekspresyon degerleri A) Ortanca Degerleri B) Ekspresyon
dagilimlar:
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3. Hsa-miR-98-5p Ekspresyonlarimin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 53, hasta grubunda ise 53 birey degerlendirmeye alindi.
Kontrol grubunda goéreceli ekspresyon diizeyi 24t = 0,0758, hasta grubunda 24t =
0,2224 idi. Ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubu degerleri kontrol grubuna
gore 2,93 kat artmistt (Sekil 20A). Hsa-miR-98-5p ekspresyon diizeyleri hastalarda
anlamli olarak yiiksekti (p=0,0001) (Sekil 20B).
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Sekil 20. AAM’li hastalarda ve kontrol grubunda hsa-miR-98-5p’ye
ait goreceli ekspresyon degerleri A) Ortanca Degerleri B) Ekspresyon
dagilimlan
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4. Hsa-miR-139-5p Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 58, hasta grubunda ise 53 birey degerlendirildi. Kontrol
grubunda goreceli ekspresyon diizeyi 24t = 0,2222, hasta grubunda 22t = 0,1517 idi.
Ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubu degerlerin kontrol grubuna gore 1,46
kat azalmist1 (Sekil 21A). Hsa-miR-139-5p genine ait ekspresyon diizeyleri hastalarda
anlamlr olarak diistiktii (p=0,039) (Sekil 21B).

hsa-miR-139-5p hsa-miR-139-5p
0.24 2.09
. P =0.039
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Sekil 21. AAM’li hastalarda ve kontrol grubunda hsa-miR-139-5p’ye
ait goreceli ekspresyon degerleri A) Ortanca Degerleri B) Ekspresyon
dagilimlar:
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5. Hsa-miR-142-3p Ekspresyonlarimin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 59, hasta grubunda ise 56 birey degerlendirmeye alindi.
Kontrol grubunda goéreceli ekspresyon diizeyi 274t = 2,3817, hasta grubunda 24t =
3,5433 idi. Ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubu degerleri kontrol grubuna
gore 1,49 kat artmust1 (Sekil 22A). Hsa-miR-142-3p ekspresyon diizeyleri hastalarda
anlamli olarak yiiksekti (p=0,011) (Sekil 22B).
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Sekil 22. AAM’li hastalarda ve kontrol grubunda hsa-miR-142-3p’ye
ait goreceli ekspresyon degerleri A) Ortanca Degerleri B) Ekspresyon
dagilimlar:
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6. Hsa-miR-200c-3p Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 51, hasta grubunda ise 44 birey degerlendirildi. Kontrol
grubunda goreceli ekspresyon diizeyi 24t = 0,0565, hasta grubunda 24t = 0,1147 idi.
Ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubu degerleri kontrol grubuna gore 2,03 kat
artmistr (Sekil 23A). Hsa-miR-200c-3p genine ait ekspresyon diizeyleri hastalarda
anlamli olarak yiiksekti (p=0,004) (Sekil 23B).
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Sekil 23. AAM’li hastalarda ve kontrol grubunda hsa-miR-200c-3p’ye
ait goreceli ekspresyon degerleri A) Ortanca Degerleri B) Ekspresyon
dagilimlan

MIRNA’LARIN ROC DEGERLENDIRMESI

Ekspresyonlart degerlendirilen her bir miRNA i¢in yapilan ROC analizi, hsa-
let-7b-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-98-5p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-142-3p ve hsa-
miR-200c-3p’de anlamli bulundu (Tablo 12). Bu miRNA’lardan bekledigimiz yonde
diizey degisikligi bulunan 3 tanesinin tanisal performanslart ikili ve {iglil
kombinasyonlar seklinde degerlendirildi. Hsa-let-7b-5p+hsa-miR-98-5p, hsa-miR-
98-5p+hsa-miR-139-5p, hsa-let-7b-5p+hsa-miR-139-5p ve hsa-let-7b-5p+hsa-miR-
98-5p+hsa-miR-139-5p  kombinasyonlarmin  ROC  egrilerine  gore tanisal
performanslar1 karsilagtirildi. Hsa-let-7b-5p+hsa-miR-98-5p, hsa-miR-98-5p+hsa-
miR-139-5p ve hsa-let-7b-5p+hsa-miR-98-5p+hsa-miR-139-5p kombinasyonlarinin
ROC analizleri anlamli idi (Tablo 14).
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Tablo 12. MiRNA'larin ROC egrilerine gore AUC ve p degerleri

miRNA’lar AUC (%95 GA) P Degeri
hsa-let-7b-5p 0,625 (0,520-0,729) 0,021
hsa-miR-92a-3p 0,615 (0,504-0,725) 0,046
hsa-miR-98-5p 0,799 (0,710-0,889) 0,0001
hsa-miR-139-5p 0,614 (0,508-0,719) 0,039
hsa-miR-142-3p 0,637 (0,536-0,738) 0,011
hsa-miR-200c-3p 0,625 (0,520-0,729) 0,004

Hsa-let-7b-5p i¢gin AUC (Area Under Curve: ROC egrisinin altinda kalan
alan)=0,625 (%95 Giiven Araligi (GA): 0,520 — 0,729; p=0,021) ve kestirim degeri
olan 0,2568’de, duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla % 78,6 ve % 50,8 idi (Sekil 24 A).

Hsa-miR-92a-3p i¢in AUC=0,615 (%95 GA: 0,504 — 0,725; p=0,046) ve
kestirim degeri olan 33,37’de, duyarlilik ve 6zgiillikk sirasiyla % 92 ve % 38,5 idi
(Sekil 24 B).

Hsa-miR-98-5p i¢in AUC=0,799 (%95 GA: 0,710 — 0,889; p=0,0001) ve
kestirim degeri olan 0,1091°de, duyarlilik ve 6zgiilliikk sirasiyla % 94,3 ve % 62,3 idi
(Sekil 24 C).

Hsa-miR-139-5p i¢in AUC=0,614 (%95 GA: 0,508 — 0,719; p=0,039) ve
kestirim degeri olan 0,1772°de, duyarlilik ve 6zgiillikk sirasiyla % 62,3 ve % 63,9
idi(Sekil 24 D).

Hsa-miR-142-3p i¢in AUC=0,637 (%95 GA: 0,536 — 0,738; p=0,011) ve
kestirim degeri olan 2,7983’te, duyarlilik ve 6zgiilliik sirastyla % 71,4 ve % 55,9 idi
(Sekil 24 E).

49



Hsa-miR-200c-3p i¢in AUC=0,625 (%95 GA: 0,520 — 0,729; p=0,004) ve
kestirim degeri olan 0,0326°da, duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla % 86,4 ve % 45,1 idi
(Sekil 24 F).

‘EA. hsa-let-7b-5p I:% hsa-miR-92a-3p

| C. hsa'mli:"'u;8'5p D. hsa-mi:lg-Sp
-E o I
n Sekllb;lk ;\A‘ill'NA'larln R=0C Egjlx’i;:f:m:‘ve isaretlenmis Kestirim
Degerleri
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Tablo 13. MiRNA'larin ROC egrilerine gore duyarhhik (%), ozgiilliik
(%) ve kestirim degerleri

miRNA’lar Duyarhhk Ozgiilliik Kestirim Degeri
hsa-let-7b-5p 78,6 50,8 0,2568
hsa-miR-92a-3p 92 38,5 33,37
hsa-miR-98-5p 94,3 62,3 0,1091
hsa-miR-139-5p 62,3 63,9 0,1772
hsa-miR-142-3p 71,4 55,9 2,7983
hsa-miR-200c-3p 86,4 45,1 0,0326
10 m
. mirgs
mir200c
0,84 _H mir92a
——mir142
mir7b
. mir139

L

Duyarhlik

T T
04 06 08 10
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Sekil 25. MiR98, miR200c, miR92a, miR142, miR7b, miR139 i¢in
ROC Egrileri
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Tablo 14. MiRNA kombinasyonlarinin ROC egrilerine gore AUC, p,
duyarhhik (%) ve ozgiilliik (%) degerleri

Kombinasyonlar AUC (%95 GA) PDegeri  Duyarhbk Ozgiilliik
hsa-let-7b-5p 0,801 (0,711- 0.0001 925 66
hsa-mir-98-5p 0,891) ’ ’

hsa-mir-98-5p 0,839 (0,750- 0.0001 84 86,5
hsa-mir-139-5p 0,929) ’ |
hsa-let-7b-5p 0,578 (0,471- 0.157 67.9 65,2
hsa-mir-139-5p 0,686) ’ ’ '
hsa-let-7b-5p 0,836 (0,746- 0.0001 84 85,6
hsa-mir-98-5p 0,926) ’ ,

hsa-mir-139-5p

Hsa-let-7b-5p+hsa-miR-98-5p kombinasyonu igin AUC=0,801 (%95 GA:
0,711 -0,891; p=0,0001; Duyarlilik= %92,5, Ozgiilliikk= %66) idi ( Tablo 14, Sekil 26
A).

Hsa-miR-98-5p+hsa-miR-139-5p kombinasyonu i¢in AUC=0,839 (%95 GA:
0,750 —0,929; p=0,0001; Duyarlilik= %92,5, Ozgiilliik= %66) idi ( Tablo 14, Sekil 26
B).

Hsa-let-7b-5p+hsa-miR-139-5p kombinasyonu i¢in ROC egrisi analizi
anlamsizdi (AUC=0,578) ( Tablo 14).

Hsa-let-7b-5p+hsa-miR-98-5p+hsa-miR-139-5p kombinasyonu icin
AUC=0,836 (%95 GA: 0,746 — 0,926; p=0,0001; Duyarlilik= % 84, Ozgiilliik= %
85,6) idi ( Tablo 14, Sekil 26 C).
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TARTISMA

AAM’li hastalarda, gevsemeden sorumlu ADRB3 reseptor genini hedef alan
miRNA’larin diizeylerinde artis beklenir. Calismamizda AAM hastalarinda bu geni
hedef alan hsa-let-7b-5p ve hsa-miR-98-5p goreceli ekspresyon diizeylerinde kontrol
grubuna gore anlamli yiikseklik bulundu. Hastalarin AAM skorlart ile hsa-let-7b-5p

ve hsa-miR-98-5p goreceli ekspresyon diizeyleri arasinda korelasyon saptanmadi.

AAM’li hastalarda bu miRNA’larin diizeylerini aragtiran ¢alisma olmamakla
birlikte hsa-let-7b-5p ile ilgili Goto ve ark. yaptiklar1 derlemede prostat kanserli
hastalarda, Knyazev ve ark. prostat kanserli hastalarin plazmalarinda benign prostat
hiperplazisi olan hasta plazmalarina oranla, Kara ve ark. fibroadenomlu ve meme ca’l
hastalarin doku 6rneklerinde, Vishnubalaji ve ark. kolorektal kanserli hastalarin doku
orneklerinde, Zhang ve ark. abdominal aort anevrizmasi olan hastalarin plazmasi ile
yaptiklart ¢alismalarda hsa-let-7b-5p ekspresyonunun saglikli kisilere oranla
azaldigini bildirmislerdir (54-58). Slattery ve ark. kolorektal kanserli hastalarin doku
orneklerinde hsa-let-7b-5p ekpresyonunu sagkalim ve hastalik evresi ile

iliskilendirmislerdir (59).

Hsa-miR-98-5p ile yapilmis ¢aligmalarda miR-98 ailesinin kanserli hastalarda
genel olarak ekspresyonunun azalmasi {izerinde durulmustur. Wang ve ark. miR-98
ailesinin Dicer 1 enzimini kodlayan mRNA’nin 3’UTR bdlgesini hedef alarak onun
ekpresyonunu baskiladigi dolayis1 ile miRNA sentezinde inhibitor etkili oldugunu
ortaya koymuslardir (60). Zhau ve ark. kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarin
dokularinda hsa-miR-98-5p ekspresyon azalmasi ile progresyon arasinda iliski ortaya
koymuslar, Fu ve ark. pankreas kanserli hastalarin doku orneklerinde hsa-miR-98-
Sp’nin ekspresyonunun azalmasinin tiimor gelisimini tetikledigi ve tedavi hedefi
olarak kullanilabilecegini savunmuslardir (61, 62). Buna karsin Matin ve ark. prostat
kanserli hastalarda hsa-miR-98-5p ekspresyonunun arttigini ve prostat kanserinin

erken tanisinda kullanilabilecek yeni bir biyobelirte¢ olabilecegini ileri siirmiislerdir
(63).

Bulgular degerlendirildiginde ADRB3 reseptér genini hedef alan miRNA
diizeylerindeki yiikseklik, hedef gen inhibisyonu sonucu AAM semptomlarini ortaya
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cikarabilir. AAM hastalarindaki ADRB3 reseptor aktivasyonundaki azalma
mekanizmasini hsa-let-7b-5p ve hsa-miR-98-5p diizeylerindeki anlamli yiikseklikle
iliskilendirebiliriz. AAM patogenezinde etkili oldugu diisiiniilen B3 adrenerjik
reseptorlerin  fonksiyonunu molekiiler diizeyde etki gostererek diizenleyen
miRNA'larn diizeylerindeki degisiklikler, klinik durumu degerlendirme ve molekiiler

hedefe yonelik tedavi gelistirilmesi agisindan yararli olabilecektir.

AAM hastalarinda ARHGEF10 genini hedef alan miRNA’larin ekspresyon
diizeylerinde azalma beklenirken, ¢alismamizda bu geni hedef alan hsa-miR-92a-3p
ekspresyon diizeylerinde hasta grubu degerlerinin kontrol grubuna gore 1,05 kat artmis
oldugu bulundu. Hastalarin AAM skorlar1 ile hsa-miR-92a-3p ekspresyon diizeyleri

arasinda korelasyon saptanmadi.

Hsa-miR-92a-3p ile AAM iligkisini arastiran ¢alisma bulunmamakla birlikte,
yapilmis ¢aligmalara bakildiginda Marques ve ark. kalp yetmezligi hastalarinda hsa-
miR-92a-3p ekpresyonunda saglikli kontrollere oranla 3 kat azalma bulmuslar ve kalp
yetmezligi tanisinda etkili bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini savunmuslardir
(AUC: 0,833) (64). Zang ve ark. abdominal aort anevrizmali hastalarin plazmalarinda
kontrollere gore hsa-miR-92a-3p ekpresyonunda azalma saptarken, Kim ve ark.
sistemik  lupus eritemetozuslu  hastalarin  plazmalarinda  hsa-miR-92a-3p
ekpresyonunda artma saptamislardir (58, 65). Rong ve ark. Kawasaki hastalarinin
serumlarindaki hsa-miR-92a-3p ekpresyonundaki artisin koroner arter lezyonlari ile
yiiksek iliskili oldugunu bildirmisler ve Kawasaki hastaliginda hsa-miR-92a-3p
ekspresyon diizeyinin tanisal bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini ileri
stirmiiglerdir (AUC: 0,858) (66). Calismamizda AAM hastalarinda hsa-miR-92a-3p
ekspresyon diizeylerinin artmis olmasi, gen ve miRNA etkilesiminde molekiiler
diizeyde ek bir inhibitdr mekanizma ya da miRNA nin etkisini engelleyerek telafi eden
baska bir mekanizmanin varlig: ile agiklanabilir. MiRNA ve ARHGEF10 arasindaki
molekiiler sinyal yolaklarinin aydinlatilmasi i¢in farkli 6rneklemlerde daha kapsaml

caligmalara ihtiyag vardir.

AAM hastalarinda kolinerjik yolak iizerinde duruldugunda ROCK2 geninin
ekspresyonunu diizenleyen miRNA’larin seviyelerinde azalma beklenir. Bu hipoteze

uygun olarak caligmamizda ekpresyonunu degerlendirdigimiz hsa-miR-139-5p’in
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ekspresyon diizeylerinin hastalarda kontrol grubuna gore 1,46 kat azalmis oldugu
bulundu. Hsa-miR-139-5p genine ait goreceli ekspresyon diizeyleri hastalarda
sagliklilara oranla anlamli olarak diisiiktii. Buna karsin hsa-miR-142-3p ekspresyon
diizeyleri hastalarda kontrollere oranla 1,49 kat artmisti. Hastalarda kontrollere gore
hsa-miR-142-3p ekspresyon diizeyleri anlamli olarak yiiksekti. Hsa-miR-200c-3p’nin
ekspresyon diizeyleri hastalarda kontrol grubuna oranla 2,03 kat artmisti. Hsa-miR-
200c-3p goreceli ekspresyon diizeyleri hastalarda sagliklilara oranla anlamli olarak
yiiksekti. Hastalarin AAM skorlar ile hsa-miR-139-5p, hsa-miR-142-3p ve hsa-miR-

200c-3p ekspresyon diizeyleri arasinda korelasyon saptanmadi.

Hsa-miR-139-5p ekspresyon diizeyini degerlendiren ¢alismalarda Zhang ve ark.
abdominal aort anevrizmasi olan hastalarin plazmalarinda 5,5 kat azalma saptamislar,
Ratert ve ark. ile Yonemori ve ark. da yaptiklari iki ayr1 ¢aligmada da mesane kanserli
hastalarda hsa-miR-139-5p ekspresyon diizeylerinde saglikli kontrollere gore anlamli
azalma bulmusglar ve bu miRNA’nin migrasyon ve invazyon iizerindeki etkisi ile
metaztaz acgisindan kanser seyrinde iyi bir prognostik biyobelirte¢ olabilecegini
savunmuglardir (58, 67, 68). Wong ve ark. bizim ¢alismamizdaki hedef gen tizerinden
yaptiklar1 arastirmada hsa-miR-139-5p’in, bir¢ok kanser tiiriinde tiimér baskilayici
roliiniin oldugunu, hepatoseliiler kanserli dokularda ROCK2 inhibisyonu ile kanser

hiicrelerinin metaztaz potansiyellerini artirdigini gostermislerdir (69).

Hsa-miR-142-3p ekspresyonu igin ¢alismalarda ¢eligkili sonuglar bildirilmistir.
Urquidi ve ark. 61 mesane kanserli hastanin idrar 6rneklerinde sagliklilara oranla 3 kat
artmis ekspresyon diizeyi saptarken, Menguel ve ark. 181 hastanin idrar 6rneginde
sagliklilara oranla 4 kat azalmig ekspresyon diizeyleri bildirmislerdir (70, 71). Toro ve
ark. artmis hsa-miR-142-3p ekspresyon diizeyleri ile ailesel dilate kardiyomiyopati
patofizyolojisinin iligkili oldugunu ve tanida destekleyici bir biyobelirteg¢ olabilecegini
One sirmislerdir (AUC: 0,764) (72). Calismamizda hsa-miR-142-3p goreceli
ekspresyon diizeylerinin beklenin aksine hasta grupta artmis olmasi, hastalarda AAM
tablosuna sebep olabilecek polimorfizm ya da ROCK2 genini hedef alan miRNA’larin
degisimi disinda farkli molekiiler mekanizmalarin da olabileceginin diislindiiriir. Bu

miRNA farkli molekiiler diizenleme mekanizmalari ile fonksiyon goriiyor olabilir.
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Bibi ve ark. ile He ve ark. derlemelerinde hsa-miR-200c-3p’nin proliferasyon ve
invazyon iizerindeki inhibitdr etkisi ile bir¢ok kanser tiirlinde hasta dokularda
ekspresyonunun azaldigini bildirmislerdir (73, 74). Liu ve ark. ile Zhou ve ark.
yaptiklar1 iki ayr1 ¢alismada da mesane kanserli hastalarda hsa-miR-200c-3p
ekpresyon diizeyi kontrollere oranla azalmis olarak bulunmustur (75, 76). Zhang ve
ark. abdominal aort anevrizmasi olan hastalarin plazma degerlendirilmesinde
ekspresyonda azalma tespit etmislerdir (58). Aksine Goto ve ark. derlemelerinde
prostat kanserli hastalardaki artmis hsa-miR-200c-3p ekspresyon diizeylerine dikkat
cekmislerdir (54). Calismamizda buldugumuz hipotezimizin aksi sonuglar AAM
hastalarinda hsa-miR-200c-3p regiilasyon bozuklugunun altinda yatan farkli
molekiiler mekanizmalarin arastirilmasina dncii olabilir. ROCK2 disinda gen hedefleri

ya da ek mekanizmalarin aydinlatilabilmesi i¢in ¢alismalar genisletilmelidir.

Bir gen tek bir miRNA tarafindan hedef alinmadig1 gibi, her miRNA’nin da
birden fazla hedef geni vardir (12). ROCK2 ve ARHGEFI10 genlerini diizenleyen
farkli miRNA’lar ya da bizim degerlendirdigimiz miRNA’larin farkli genleri de
hedefleyip diizenlemesi sonucu AAM hastalarinda klinik bulgular farkli molekiiler
etkilesimlere bagli ortaya ¢ikiyor olabilir.

AAM tedavisinde farkli tedavilere farkli yanitlar alinmasi bize bu hastalarda
kolinerjik sistemi farkli yollarla etkileyen ya da bu sistemden bagimsiz
mekanizmalarin da hastalik klinigine sebep olabilecegini gosterir. Hastalarda
diizeylerinin azalmis olmasini bekledigimiz miRNA’larin artmis bulunmasi, hasta
grubumuzun c¢ogunlukla antikolinerjik tedaviye de yanitsiz kalacak grupta

olabilecegini diigiindiiriir.

AAM patofizyolojisinde rol alabilecek miRNA’lar1 aragtiran az ¢aligma vardir.
MiRNA etkilerini inceleyen ¢alismalarda miR-21, miR-24, miR-25, miR-26a, miR-
146a ve miR-155"in diiz kas hiicre farklilasmasi ve kontraktil proteinlerin sentezi ve
diizenlenmesinde etkin gérev alan miRNA’lar olduklar1 gosterilmistir (77). Diiz kasta
etkili diger miRNA’lar aragtirildiginda, Chiba ve ark. miR-133a’nin diiz kasta RhoA
ekpresyonu iizerinden kasilmayi diizenlemesi rolii ile astim gibi patogenezinde
hiperkontraktile olan hastaliklarda yeni bir tedavi segenegi olabilecegini One

stirmiislerdir (78). Kashyap ve ark. AAM’li rat modellerinde miR-132 ve miR-221’nin
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regiilasyonunun bozuldugunu bulmuslar, AAM’li ratlarda miR-132de asir1
ekspresyon gozlemislerdir. Mesane hipertrofisi ve disfonksiyonunda bu miRNA’nin
etkili oldugunu savunmuslardir (79). Zhang ve ark. ¢alismasi AAM hastalarinin
mesane dokularinda artmis miRNA ekspresyonunu bildiren ilk ¢alismadir. AAM
hastalarinin mesane dokularinda saglikli kontrollere kiyasla hsa-miR-34a artist
bulmuslardir. Ayrica siklofosfamid ile olusturulan Dicer (miRNA isleme i¢in gerekli
RNaz III enzimi) enzim defektli AAM’li farelerde miR-34a ifadesini incelemisler,
miR-34a'nin, purinerjik sinyal yolagini diizenleyerek AAM’ye yatkinligi artirdigi
sonucuna varmiglardir (80). J. Chermansky ve ark. AAM’li hastalarda azalmis miR-
221 ekpresyon seviyelerinin NGF etkisini bozarak mesane bosalmasini azalttigini,
yiiksek miR-125b ekspresyon diizeylerinin de inflamatuvar ve fibrotik aracilarin
ekspresyonunu azaltarak mesane bosalmasinin bozulmasinda molekiiler etkilerinin
olabilecegini savunmuslardir (81). Cordes ve ark. diiz kas hiicrelerinde yaptiklar
calismada diiz kas hiicre farklilasmasinda ana role sahip miRNA’lar olarak kabul
edilen miR-143 ve miR-145’in miyokardin proteininin ekspresyonunu artirarak diiz
kas tonusunu diizenledigini gdstermisler, Imamura ve ark. da mesane diiz kasinda
yiiksek oranda bulunan miR-1’in, miR-1-miyokardin yolag: ile diiz kas kasilmasini
azaltmasi rolii ile AAM’de yeni bir tedavi hedefi olabilecegini savunmuslardir (82,
83). Yapilan hayvan caligmalar1 ve klinik aragtirmalar, miRNA'lar1 AAM tedavisi i¢in

potansiyel biyobelirtecler olarak incelemeye olan ilgiyi artirmistir.

Calismamizda, hsa-let-7b-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-98-5p, hsa-miR-139-
5p, hsa-miR-142-3p ve hsa-miR-200c-3p ‘nin ROC analizleri anlamli ¢iktig1 i¢in bu
miRNA’larin AAM tanisinda yardimci parametreler olarak kullanilacileceklerini
sOyleyebiliriz. ROC egrilerine gore tanisal potansiyelin en yliksek oldugu, ADRB3
genini hedef alan hsa-miR-98-5p, tek basina AAM hastalarin1 saglikli kontrollerden
ayirmada iyi bir etkinlik saglayabilir (AUC: 0,799). Hsa-miR-98-5p’in tanisal
performansi kabul edilebilir araliktadir (23) Hsa-miR-98-5p’in tek basina bu tanisal
performans: tatmin edici olmakla birlikte hsa-miR-98-5p+hsa-miR-139-5p
kombinasyonu tanisal yeterlilikte daha yiiksek performans gostermektedir (AUC:
0,839).
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AAM tanisi i¢in kandaki miRNA diizeyi ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir.
NGF, ATP, BDNF gibi biyokimyasal biyobelirteclerle ilgili yapilan ¢alismalarda da
tutarli sonuglar gdzlenmemistir (84-86). Duyarlilik egrisi olarak da bilinen ROC egrisi,
yaygin olarak tani testinin degerlendirme yontemi olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda
degiskenlerin duyarliligini ve 6zgiilliigiinii yansitan bir gostergedir. AUC degeri testin
tan1 amagli kullanilabilme potansiyeli ile orantilidir (87). Gilinlimiizde AAM tanisinda
en fazla kullanilan yontem olan AAM semptom skoru i¢in AUC degeri, Fei-Chi ve
ark. son yaptiklar1 ¢calismada 0,842, Aribillaga ve ark.’nin ¢calismasinda da 0,78 olarak
bulunmustur (23, 88). Hali hazirda AAM tanisi i¢in kullanilmakta olan AAM semptom
skoru ile hsa-miR-98-5p’nin tanisal performanslari benzerdi. Hsa-miR-98-5p+hsa-
miR-139-5p kombinasyonu tanisal yeterlilikte daha yiiksek performans
gostermektedir (AUC: 0,839, Duyarlilik: %84, Ozgiillik: %86,5). AAM tanis1 i¢in
kullanilabilecek diger yardimci tanisal parametrelerle ilgili kabul edilebilir AUC
degerleri Lopes ve ark. calismasinda BDNF i¢in 0,78, Suh ve ark. ¢calismasinda NGF
icin 0,741, Ramos ve ark. ¢alismasinda ATP i¢in 0,741 bulunmustur (84-86). Hsa-
miR-98-5p’nin tanisal potansiyeli bunlardan yiiksektir. Bu sonuglara gére plazma hsa-
miR-98-5p goreceli ekspresyon diizeyleri AAM tanisinda 0,1091 kestirim degeri i¢in
% 94,3 duyarlilik ve % 62,3 6zgiilliik ile etkili bir tanisal performans gosterir. Bulgular
degerlendirildiginde tek basina hsa-miR-98-5p ya da hsa-miR-98-5p+hsa-miR-139-5p

kombinasyonu AAM tanisinda etkili yardime1 parametreler olarak kullanilabilir.

Calismamizda hsa-let-7b-5p, hsa-mir-92a-3p, hsa-mir-139-5p ve hsa-mir-142-
3p icin bulunan AUC degerleri sirasiyla 0,625, 0,615, 0,614, 0,637 ve 0,625tir. Bu
miRNA’lar i¢in en diisiik duyarhilik degeri %71 (hsa-mir-142-3p i¢in) olmasina
ragmen AAM tanisinda ayirt edicilikleri zayiftir. Bu degerlere benzer sekilde NGF
icin Lopes ve ark. ile Viyaja ve ark. zayif ayirt edicilik degerleri saptamiglardir (84,
89). Suh ve ark. da ATP igin zayif ayirt edicilik potansiyeli bulmuslardir (85). Bu
sonuglara gore hsa-let-7b-5p, hsa-mir-92a-3p, hsa-mir-139-5p ve hsa-mir-142-3p
AAM mesane tanisinda zayif ayirt edicilik potansiyelleri ile kullanilabilirler, fakat

etkileri diigtiktiir.

Calismamizda altt miRNA ve AAM semptom skoru arasinda korelasyon

bulunmamistir. Tanida ayirt edicilikleri olmasina ragmen, miRNA goreceli
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ekspresyon diizeylerinin klinik bulgularin siddetiyle korelasyon gostermemesi

prognoz ya da tedaviye yanitin takibi ile ilgili bir yorum yapmamizi zorlastirir.

Calismamizda ADRB3 geninde Trp64Arg (rs4994) polimorfizmi %20 oraninda
saptandi1 fakat saglikli bireylerle karsilastirildiginda anlamli bir genotipik farklilik ya
da allel siklig1 bulunmadi. Ayni zamanda hasta grupta Trp64Arg polimorfizmi ile
hastaligin klinik siddetinin gosteren AAM semptom skoru arasinda korelasyon
saptanmadi. ADRB3 geninde Trp64Arg polimorfizmi Kafkas popiilasyonunda
yaklagik %8-10, Japon popiilasyonunda %20, Alaska Eskimolarinda ise % 40 siklikta
bildirilmistir (90). Bu polimorfizmin molekiiler etkileri bir¢ok hiicre kiiltiirii
calismasinda degerlendirilmis, polimorfik reseptoriin atasal tipe gére cAMP olusturma
kapasitesinin azalmis oldugu belirtilmistir (91, 92). Dolayisiyla s6z konusu molekiiler
etki klinikte saglikli kisilere gore daha az gevseme fonksiyonu olarak goriilebilir. Son
zamanlarda Trp64Arg polimorfizmi mesane kanseri gibi alt {iriner sistem hastaliklari
ile birlikte abdominal obezite, insiilin direnci, artmis beden kiitle indeksi, gestasyonel
diyabetes mellitus, hipertansiyon ve artmis kan basinci, tip 2 diyabet gibi ¢esitli
hastaliklarla da iliskilendirilmistir (93-99). Bununla birlikte Ferreire ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada da Brezilya popiilasyonunda Trp64Arg polimorfizmi ile AAM
sendromu arasinda iligski saptanmistir (4). Bunlarin aksine Teitsma ve ark. alt tiriner
sistem semptomlar1 olan 1000'den fazla erkek hastada 3 adrenerjik reseptor genindeki
genotip ve Urodinamik o&zellikler arasindaki iliskiyi incelemisler ve bulduklar
sonuglar, B3 adrenerjik reseptdr genindeki polimorfizmlerin mesane fonksiyonundaki
degisikliklerle iligkili oldugu hipotezini desteklememistir (9). Honda ve ark. B3
adrenerjik reseptor genindeki Trp64Arg polimorfizminin AAM sendromu ile zayif
fakat anlamli bir sekilde iliskili oldugunu gostermislerdir (7). H.C. Qu ve ark.
yaptiklart metaanalizde de 2 bagimsiz ¢alismadan toplam 149 AAM’li ve 270 saglikli
kontrol bireyini dahil etmisler ve Trp64Arg polimorfizmi ile AAM riski arasindaki
iliskiyi incelemisler ve oOnceki c¢alismalarin sonucglarina benzer sekilde, bu
polimorfizmin AAM riskini artirabildigini gostermislerdir (100). Serhat G. ve ark.’nin
Tiirk pediatrik AAM hastalarinda ayn1 polimorfizmi arastirdigi, hasta ve kontrol grubu
arasinda genotipik olarak fark saptamadiklari ¢aligmalari da polimorfik yapinin
popiilasyonlar arasinda farklilik gosterdigini destekleyen sonuglar ortaya koymustur

(35). Literatiir ve calisgmamiz birlikte degerlendirildiginde polimorfizme sahip olan
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saglikli kadinlarda mutasyona ugramig reseptorlerin neden olabilecegi yetersiz
gevsemeyi telafi etmek icin farkli mekanizmalar olabilecegini diisiinebiliriz.

Polimorfik yapilar farkli toplumlarda farkli siklik ve etkilere sahip olabilirler.

ARHGEF10 ve ROCK2 genlerindeki polimorfizmler kasilma fonksiyonunda

artisa ve AAM semptomlarina sebep olabilir.

Calismamizda ARHGEF10 geninde hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip
dagilimi ve allelik dagilim agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Aym
zamanda AAM semptom skoru ile ARHGEF10 genindeki rs4376531 polimorfizmi
arasinda korelasyon saptanmadi. AAM semptom skoru agisindan heterozigot
polimorfik genotipteki hastalarin ortalama degerleri yiiksek olmasina ragmen
polimorfik yapida olan ve olmayan hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. ROCK2 i¢in AAM hastalar1 ve kontrol grubu karsilastirildiginda genotipik
ve allelik dagilim agisindan fark bulunmadi. Heterozigot polimorfik genotipe sahip
olan hastalarin AAM skoru homozigot polimorfik genotipinde olanlardan anlamli

olarak ytiksekti.

GEF proteinini kodlayan ARHGEF10 geninin polimorfizmi viicuttaki birgok
patolojik olayda arastirllmig ve diiz kas kasilmasinda gorevli olmasi sebebiyle
ozellikle de iskemik inme iizerine odaklanilmistir (29, 31). Matsushita ve ark.
yaptiklar1 genis vaka-kontrol ¢aligmasinda aterotrombotik atak geciren 2775 olguyu
2839 kontrol olgusuyla karsilagtirmislar ve ARHGEF10 ile ilgili dort farkli SNP
degerlendirmislerdir. Bizim de ¢alistigimiz rs4376531 ARHGEF10 polimorfizminin
ARHGEF10 geninin transkripsiyonel aktivitesini etkiledigini ortaya koymuslardir.
Bunun sonucunda rs4376531°’in RhoA aktivitesini 6zellikle artirdigint ve diiz kas
kasilmasini artirarak dokuda iskemi yaratmasi sebebiyle iskemik inmenin insidansini
artirdigini tespit etmislerdir (31). Robert Y. ve ark. da 23,294 saglikli Kafkas kadimini
15 yil boyunca izlemis ve 323’tnde gelisen iskemik inme ile rs4376531
polimorfizminin iliskili olabilecegi sonucuna varmuslardir.?® Calismamiz
degerlendirildiginde ARHGEF10 genindeki polimorfik yap1 hastaligin klinik siddetini
cok belirgin olmasa da artirir. Bu gende polimorfizme sahip olan hastalarin

antikolinerjik tedaviye yanitlar1 degerlendirilip polimorfizm etkisi daha net ortaya
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konabilir. Calismalardaki farkli sonuglar polimorfizmlerin farkli etnik kdkenlerde ve

farkli hastaliklarda etkilerinin farkli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kandabashi ve ark yaptiklar1 hayvan caligmasinda hipertansif rat modeli
olusturarak ROCK2’nin artmis regiilasyonunu koroner spazm ortaya c¢ikmasi ile
desteklemislerdir (101). Diger yandan, ROCK2’nin medikal ajanlarla inihibisyonu
cesitli hipertansiyonlu hayvan modellerinde normotansiyona sebep olmustur (102,
103). Priyanka P. ve ark. Hindistan popiilasyonunda yaptiklar1 ¢alismada esansiyel
hipertansiyon ve ROCK2 rs2230474 polimorfizmi iliskisini arastirmis ve ikisi arasinda
yiiksek iliski saptamislardir (104). Lei Liu ve ark. Cin’li hastalarda yaptiklar
calismada ROCK2 polimorfizminin kan basinci ve hipertansiyon iizerine etkisi
olmadig1 sonucuna varmislar, etnik kokenin ¢alisma sonuglarini etkileyebilecegini
vurgulamislardir (105). Benzer sekilde Sang-Yong Yoo ve ark. Kore’li vazospastik
anginali hastalarda ROCK2 polimorfizminin patogenezde etkisinin olmadig1 sonucuna
varmiglardir  (106). ROCK2’nin  kasilmayla iliskisi ¢esitli  ¢alismalarda
degerlendirilmis ve oldukga celiskili sonuglar ortaya ¢ikmistir. Calisma sonuglarimiz
degerlendirildiginde ROCK2 genindeki rs2230474 polimorfizmi hastaligin ortaya
cikmasi ile degil hastaligin klinik siddeti ile iliskili olabilir. Heterozigot polimorfik
genotipte olmak hastaligin klinik siddetini artirmaktadir. Bu iki hasta grubunun
antikolinerjik tedaviye verecekleri yanitlar lizerine ¢alisilarak hastalarin gereksiz ilag
kullanim1 ve maruz kaldiklar1 yan etkiler Onlenebilir. Farkli genotipik yapidaki
hastalarin tedaviye verecekleri yanitlar ongoriilerek polimorfizm yapisina gore farkli

secenekler ile tadaviye yanit orani artirilabilir.

AAM hastalarinda az sayida ¢aligma yapilmis oldugundan mevcut kanitlar sinirlt
kalmaktadir ve ayn1 zamanda ¢alismamiz erigskin AAM hastalarinda tilkemizde yapilan
ilk polimorfizm ve miRNA arastirmasi olmasi sebebiyle bulunan sonuglarin etnik
koken, cinsiyet gibi faktorlerden etkilenebilecegini diislinmekteyiz. Ayrica
polimorfizmlerin  etkilerinin  kisiden kisiye degisebilecegi gbéz Oniinde
bulundurulmalidir. Bu nedenle, sonuglarimizi dogrulamak icin daha fazla sayida

ornekle ve standardize edilmis daha biiyiik caligmalara ihtiyag vardir.

Verilerimizin hastalarda antikolinerjik tedavi sonrasi degerlendirilmesi ve daha

bliyiilk orneklemlerle desteklenmesi yararli olacaktir. Bu sayede AAM
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fizyopatolojisindeki kolinerjik yolak ve bu yolaktan bagimsiz olast molekiiler sinyal
mekanizmalar1 aydinlatilabilecek ve antikolinerjik tedaviye yanit veremeyecegi
ongoriilebilecek olan hastalarin gereksiz antikolinerjik kullanimi ile bunlarin yan
etkilerine maruz kalmalarinin 6niine gegilebilecek, kisiye 6zel daha 6zgiil tedavi
stratejilerinin ~ ortaya  ¢ikmasinin, tedavi takibinde kullanilabilecek yeni
biyobelirteglerin kesfedilmesinin 6nii agilabilecektir. Bu konuyla ilgili gelecekteki
dogrulama adimlar1 asemptomatik saglikli toplumda referans aralik belirlemeye kadar
gidebilecektir. MiRNA'lar1 ve hedef genlerin baglantilarini belirlemek hastaligin
ilerleyisi, diiz kas dokusunun patolojik olarak yeniden sekillenmesinin dnlenmesi veya
tersine ¢evrilmesi i¢in yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesini amaglayan translasyonel

arastirmalar {lizerinde yiiksek etkiye sahip olacaktir.
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SONUCLAR

Calismaya katilan hasta ve kontrol bireyleri arasinda yas, boy, kilo, BMI agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmada.

ADRB3 geni i¢in hasta ve kontrol gruplar1 arasinda genotip dagilimi ve allelik

dagilim bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

ARHGEF10 geni i¢in hasta ve kontrol gruplar arasinda genotip dagilimi ve allelik

dagilim bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

ROCK2 geni i¢in hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip dagilimi ve allelik

dagilim bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmada.

ADRB3 geni i¢in farkli genotipler arasinda AAM semptom skoru acisindan

anlaml bir farklilik bulunmadi.

ARHGEF10 geni icin farkli genotipler arasinda AAM semptom skoru agisindan

anlamli bir farklilik bulunmadi.

ROCK2 geni i¢gin AAM skoru agisindan homozigot atasal ile homozigot
polimorfik ve homozigot atasal ile heterozigot polimorfik genotipleri arasinda
arasinda anlamli fark bulunmazken, heterozigot polimorfik genotipe sahip
olanlarin AAM semptom skoru homozigot polimorfik genotipinde olanlardan
anlamli olarak yiiksekti (p=0,039).

Hastalardaki goreceli miRNA ekspresyonlari ile AAM skorlar1 arasinda anlamli
bir korelasyon saptanmazken analizi yapilan tiim miRNA’larin goreceli
ekspresyon diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik gdsterdi.

Hsa-let-7b-5p goreceli ekspresyon diizeyleri hasta grupta kontrol grubuna gore
2,07 kat artmist1 ve anlamli olarak yiiksekti (p=0,021).

Hsa-miR-92a-3p goreceli ekspresyon diizeyleri hasta grupta kontrol grubuna gore
1,05 kat artmigt1 anlamli olarak yiiksekti (p=0,046).
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Hsa-miR-98-5p goreceli ekspresyon diizeyleri hasta grupta kontrol grubuna gore
2,93 kat artmist1 ve anlamli olarak yiiksekti (p=0,0001).

Hsa-miR-139-5p goreceli ekspresyon diizeyleri hasta grupta kontrol grubuna gore
1,46 kat azalmist1 ve anlamli olarak diisiiktii (p=0,039).

Hsa-miR-142-3p goreceli ekspresyon diizeyleri hasta grupta kontrol grubuna gore
1,49 Kkat artmigt1 ve anlamli olarak yiiksekti (p=0,011).

Hsa-miR-200c-3p goreceli ekspresyon diizeyleri hasta grupta kontrol grubuna gore
2,03 kat artmist1 ve anlamli olarak yiiksekti (p=0,004).

Her bir miRNA i¢in yapilan ROC analizi, hsa-let-7b-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-
miR-98-5p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-142-3p ve hsa-miR-200c-3p i¢in anlaml
idi.

Hsa-let-7b-5p i¢in AUC=0,625 (p=0,021) ve kestirim degeri olan 0,2568’de,
duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla % 78,6 ve % 50,8 idi.

Hsa-miR-92a-3p i¢in AUC=0,615 (p=0,046) ve kestirim degeri olan 33,37’de,
duyarhilik ve 6zgiilliik sirastyla % 92 ve % 38,5 idi.

Hsa-miR-139-5p i¢in AUC=0,614 (p=0,039) ve kestirim degeri olan 0,1772’de,
duyarhilik ve 6zgiilliik sirasiyla % 62,3 ve % 63,9 idi.

Hsa-miR-142-3p i¢in AUC=0,637 (p=0,011) ve kestirim degeri olan 2,7983’te,
duyarhilik ve 6zgiilliik sirasiyla % 71,4 ve % 55,9 idi.

Hsa-miR-200c-3p i¢in AUC=0,625 (p=0,004) ve kestirim degeri olan 0,0326’da,
duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla % 86,4 ve % 45,1 idi.

Hsa-miR-98-5p i¢in AUC=0,799 (p=0,0001) ve kestirim degeri olan 0,1091°de,
duyarlilik ve ozgiilliik sirastyla % 94,3 ve % 62,3 idi. Calisilan miRNA’lar
arasinda tek basina en etkili ayirt edicilik hsa-miR-98-5p i¢in saptandi.

Hsa-let-7b-5p+hsa-miR-98-5p kombinasyonu i¢gin AUC=0,801 (%95 GA: 0,711 —
0,891; p=0,0001; Duyarlilik= %92,5, Ozgiilliik= %66) idi.
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Hsa-miR-98-5p+hsa-miR-139-5p kombinasyonu i¢in AUC=0,839 (%95 GA:
0,750 — 0,929; p=0,0001; Duyarlilik= %92,5, Ozgiillik= %66) idi. En yiiksek

tanisal yeterlilik bu kombinasyonda bulundu.

Hsa-let-7b-5p+hsa-miR-139-5p kombinasyonu i¢in ROC egrisi analizi anlamsizdi
(AUC=0,578).

Hsa-let-7b-5p+hsa-miR-98-5p+hsa-miR-139-5p kombinasyonu i¢in AUC=0,836
(%95 GA: 0,746 — 0,926; p=0,0001; Duyarlilik= % 84, Ozgiilliik= % 85,6) idi.
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EK-1

EKLER

ASIRI AKTiF MESANE DEGERLENDIRME FORMU(QAB- V8)

Asagidakiler sizi ne 8lciide rahatsiz | fic | ok | Biraz | Epey | Cok | Cok
. az fazla
etmektedir?
Gundlz sik idrara cikma o 1 2 3 4 5
Rahatsiz edici bir idrar sikismasi 0 1 2 3 4 5
Ani, beklenmedik bir idrar sikigmasi 0 1 2 3 4 5
Kazara az miktarda idrar kagirma o 1 2 3 4 5
Gece idrara gitme 0 1 2 3 4 5
Gece idrar yapma ihtiyac ile uyanma o 1 2 3 4 5
Kontrol edilemez bir idrar sikismasi 0 1 2 3 4 5
Agin idrar yapma istegiile birlikte idrar kagirma o 1 2 3 4 5
TOPLAM PUAN:.....ov.

Eger cinsiyetiniz ERKEK ise toplam puana 2 puan
daha ekleyiniz

AAM Skoru:.......
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