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Nonketotik hiperglisinemi (NKH), glisin ensefalopatisi olarak bilinen otozomal resesif
(OR) gegcisli bir amino asit metabolizma bozuklugudur. Glisin yikiminda rol alan
enzim bozuklugu sonucu klinik bulgular ortaya c¢ikar. Glisin pargalayici enzim
kompleksindeki bozukluktan dolayr glisin viicutta birikir. NKH glisin pargalayici
enzim sistemindeki dort enzimden herhangi birinin (P, T, H ve L proteinleri) eksikligi
ile olugabilir. Glisin, yikim iiriinlerine par¢alanamazsa viicutta birikir ve toksik etkileri
ortaya ¢ikar. NKH’nin prognozunu degistirecek uygun bir tedavi metodu heniiz kesin
olmamakla birlikte, mevcut tedavilerde viicutta glisin birikiminin Onlenmesi ve
atilmas1 hedeflenmektedir. NKH'ye neden olan glisin pargalayici enzimdeki dort
proteinden herhangi birindeki degisikliklerden kaynaklanan biyokimyasal patoloji iyi
anlasilmistir ancak literatiirde heniiz genotip-fenotip iliskisi bulunmamaktadir.

MikroRNA'lar (miRNA) gen ifadesinin transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi
diizenleyicileri olarak fonksiyon gdsteren, kiiciik kodlanmayan RNA'lardir.
Diizenleyici rolleri nedeniyle hastaliklarda tan1 ve tedavi bakimindan yeni bakis agilari

saglayabilirler. Hastalikla iliskili miRNA'lar1 ve ilgili hedeflerini belirlemek, hastaliga
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yeni molekiiler bakis acis1 saglayarak yeni terapdtik stratejilerin tasarlanmasini saglar.
Literatiirde pek cok kalitsal metabolik hastalik i¢in miRNA c¢alismast yapilmis
olmasina ragmen daha once NKH miRNA iliskisini inceleyen bir arastirma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda, NKH hastalig1 ve miRNA’lar ile ilgili daha
once elde ettigimiz bilgi birikimimizi kullanarak NKH’deki miRNA’larin roliinii
aragtirmay1 amagliyoruz. Bu tez ¢alismasinin amact NKH'de miRNA'larin ifadesinin
hasta ve kontrol grubu arasinda karsilastirilmasidir. Calismada NKH hastalar1 ve
saglikli bireylerden olusan kontrol grubuna ait kandan izole edilen miRNA'lar
karsilastirthp biiylik 6lgekli miRNA profillemesi gergeklestirildi. Elde edilen
miRNA'larin ifadesi analiz edilerek ve elde edilen sonuglara gore kontrol ve hasta
grubu arasinda ifadesi onemli derecede farklilik gosteren miRNA'lar segilerek RT-
qPCR analizi ile dogrulandu.

Calismamizda NKH ile iligkili oldugu biyoinformatik yontemlerle belirlenen 16
miRNA RT-qPCR ile hastalarda ve kontrol grubunda dogrulanmistir. RT-qPCR
verileri sonucunda hsa-miR-4503 icin hem sekans analizi hem de RT-qPCR sonuglari
birbiri ile uyumluydu ve sonuglar istatistiksel olarak anlamliydi. Calismamiz
literatiirdeki ilk NKH-miRNA calismasidir ve ¢alisma sonucunda iki adet miRNA nin
NKH ile iligkili olabilecegi RT-qPCR metodu ile dogrulanarak gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nonketotik hiperglisinemi, Glisin, Epilepsi, Hipotoni, Gelisim
geriligi, miRNA, GLDC, AMT, GCSH, GCSL.
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ABSTRACT

Doctor of Philosophy
DETERMINATION OF EFFECTIVE MICRORNAS IN THE EVALUATION OF
GENOTYPE-PHENOTYPE RELATIONSHIP IN NONKETOTIC
HYPERGLYCAEMIA PATIENTS

Harun BAYRAK

TOBB University of Economics and Technology
Institute of Health Sciences
Molecular Medicine Science Programme

Supervisor: Asst. Prof. Parisa SHARAFI
Date: April 2025

Nonketotic hyperglycinemia (NKH), also known as glycine encephalopathy, is an
autosomal recessive (AR) inherited amino acid metabolism disorder. Clinical
manifestations arise due to an enzymatic defect involved in glycine degradation. As a
result of a defect in the glycine cleavage enzyme complex, glycine accumulates in the
body. NKH can occur due to a deficiency in any of the four enzymes in the glycine
cleavage enzyme system (P, T, H, and L proteins). If glycine cannot be broken down
into its degradation products, it accumulates in the body, leading to toxic effects. While
a definitive treatment method to alter the prognosis of NKH is not yet available, current
therapies aim to prevent and eliminate glycine accumulation in the body. Although the
biochemical pathology resulting from alterations in any of the four proteins of the
glycine cleavage enzyme causing NKH is well understood, no genotype-phenotype
correlation has yet been identified in the literature.

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that function as regulators of gene
expression at the transcriptional and post-transcriptional levels. Due to their regulatory

roles, they can provide new perspectives in the diagnosis and treatment of diseases.
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Identifying disease-associated miRNAs and their respective targets offers a molecular
understanding of the disease and paves the way for the design of novel therapeutic
strategies. Although numerous miRNA studies have been conducted on inherited
metabolic diseases, no prior research has investigated the relationship between NKH
and miRNAs.

In this thesis, we aim to investigate the role of miRNAs in NKH by leveraging our
prior knowledge of NKH and miRNAs. The objective of this study is to compare the
expression of miRNAs in NKH patients and a control group. miRNAs isolated from
the blood of NKH patients and healthy individuals in the control group were compared,
and large-scale miRNA profiling was conducted. The expression of identified
miRNAs was analyzed, and those showing significant expression differences between
the control and patient groups were validated using RT-qPCR analysis.

In our study, 16 miRNAs identified through bioinformatics methods and associated
with NKH were validated in patients and the control group using RT-qPCR. Based on
RT-gPCR data, both the sequence analysis and RT-qPCR results for hsa-miR-4503
was consistent, and the results were statistically significant. Our study represents the
first NKH-miRNA study in the literature, demonstrating that two miRNAs may be
associated with NKH and validating these findings using the RT-qPCR method.

Keywords: Nonketotic hyperglycinemia, Glycine, Epilepsia, Hypotonia,
Developmental delay, miRNA, GLDC, AMT, GCSH, GCSL.
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SiIMGE LiSTESI

Bu c¢alismada kullanilmis olan simgeler agiklamalari ile birlikte asagida sunulmustur.
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1. GENEL BIiLGILER

Nonketotik hiperglisinemi (NKH), glisin yikiminda rol alan ‘glisin parcalayict enzim’
(glycine cleavage enzyme) kompleksi veya ‘glisin yikim’ sistemindeki aktivite
eksikligine bagl olarak gelisen otozomal resesif (OR) gegisli bir metabolik hastaliktir.
Glisin kan, idrar, beyin omurilik sivist (BOS) ve diger viicut sivilarinda birikir. Bu

hastalikta glisin beyinde biriktigi i¢in ‘glisin ensefalopatisi’ olarak da anilir [1,2].

NKH, glisin parcalayict enzim sistemindeki dort enzimden herhangi birinin (P, T, H
ve L proteinleri) eksikligi ile olusur. Bu enzimatik bozukluk OR gecis gosteren genetik
bir hastaliktir. Glisin, yikim {irlinlerine pargalanamazsa viicutta birikir ve toksik
etkileri ortaya ¢ikar. NKH’de ilk bulgular genellikle dogumda ya da ilk haftalarda
meydana gelir. Glisinin beyin sap1 ve medulla spinalisde inhibitor etkisi ile hipotoni,
apne, hickirik ataklari; beyinde eksitator etkisi ile nobet, zihinsel gerilik ve gesitli
serebral disfonksiyon bulgular1 olusur [3]. Beyindeki eksitatér etki, ndronlarin
aktivasyonunu artirir ve glutamat gibi uyarici ndrotransmiterlerin araciligiyla sinaptik
iletimi kolaylastirirak etki eder. Eksitasyon; 6grenme, hafiza ve hareket gibi birgok
beyin fonksiyonu icin gereklidir. Ancak, asir1 eksitasyon norotoksisiteye yol agar ve
norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde rol alir. Bu nedenle, eksitator ve
inhibitor sistemler arasindaki denge, saglikli bir beyin fonksiyonu i¢in kritik 6neme

sahiptir.

NKH’nin kesin tanisi, lenfositlerde ya da karaciger biyopsi orneklerinde enzim
aktivitesinin 6l¢iimii ya da molekiiler genetik analiz yontemleri ile genetik degisikligin
saptanmasi ile konulur [2]. Dogru tani, hastanin dykiisiiniin dikkatli yorumlanmasina,
1y1 bir ndrolojik muayene ve giivenilir laboratuvar bulgularina baghdir. Genellikle
NKH’de BOS/plazma glisin orani 0,08’in lizerindedir ve normal oran <0,02 (bazi
kaynaklarda <0,04) olarak kabul edilmektedir. Ancak BOS’da hiicre saptanmasi
durumunda yalanci pozitiflik olabilir [4]. NKH nin prognozunu degistirecek uygun bir
tedavi metodu heniiz kesin olmamakla birlikte, mevcut tedavilerde viicutta glisin
birikiminin 6nlenmesi ve atilmasi hedeflenmektedir. Bunun i¢in; proteinden kisith

beslenme, oral sodyum benzoat ile glisin fazlasinin atilmasi, folinik asit, piridoksin



gibi vitamin destegi ile glisin pargalayict enzim kompleksinin aktivasyonu ve

dekstrometorfan ile glisin ekzotoksisitesi sinirlandirilmaya ¢alisilir [4,5].

Tamimlayici nitelikte olan bu galismada, Saghk Bilimleri Universitesi Ankara Dr.
Sami Ulus Kadin Dogum, Cocuk Saglhigi ve Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma
Hastanesi’ne bagvuran ve izlemde ‘Nonketotik hiperglisinemi’ kesin tanisi ile izlenen

hasta popiilasyonu incelenmistir.

1.1 Nonketotik Hiperglisinemi Hastahg:

NKH, diger adiyla glisin ensefalopatisi, OR gecisli bir aminoasit metabolizma
bozuklugu olarak tanimlanir. Bu hastalik, glisinin yikiminda goérev alan glisin
pargalayict enzim kompleksi veya glisin yikim sistemindeki aktivite eksikliginden
kaynaklanir. NKH, temel olarak iki ana grupta siniflandirilir: klasik NKH ve variant
NKH. Klasik NKH, genellikle GLDC, AMT, GCSH ve GCSL genlerinde meydana
gelen mutasyonlardan kaynaklanir. Bu form, klinik belirtilerine gore agir ve hafif
olmak ftizere ikiye ayrilir. Agir formda psikomotor gelisim ciddi sekilde etkilenir,
tedaviye direngli epilepsi gozlenir ve gelisim basamaklarinda neredeyse hig ilerleme
olmaz. Hafif formda ise psikomotor gelisim daha iyi bir seyir izler; ancak dikkat
eksikligi, hiperaktivite, kore ve epizodik letarji gibi belirtiler goriilebilir. ‘Variant
NKH’, daha once ‘atipik NKH’ olarak bilinen bir alt gruptur ve lipoat sentezi ile
transportunda gorev alan LIAS, BOLA3, NFUI, GLRXS, ISCA2, IBA57, LIPTI ve
LIPT2 gibi genlerdeki mutasyonlarla iligkilidir. ‘Variant NKH’de klasik formun
belirtilerine ek olarak 16koensefalopati, optik atrofi, kardiyomiyopati ve laktik asidoz
ataklar1 gibi mitokondropati bulgular1 eslik edebilir. NKH, baslangi¢ yasina gore ii¢
alt gruba ayrilir: neonatal (<2 hafta), infantil (2 hafta- 3 ay) ve gec¢ baslangicli (>3 ay).
Neonatal donemdeki klasik NKH vakalarimin %85°1 agir fenotipte, %15’1 hafif
fenotipte goriiliirken, infantil baslangigh klasik NKH vakalarinin yarisi agir, diger
yaris1 hafif fenotipte seyreder. Geg baslangi¢li vakalarin tamamu hafif fenotipte izlenir.
Neonatal baslangicl klasik NKH, klinik olarak en ciddi seyirli tiptir. Dogumdan
sonraki ilk giinlerde emmeme, hipotoni, letarji ve apne gibi semptomlarla baslar ve

hizla komaya ilerleyebilir. Bu form siklikla 6liimle sonuglanir [1,2].

Diinyada NKH goriilme sikliginin yaklasik 250.000 canli dogumda bir oldugu tahmin
edilmektedir [3]. Bu nadir hastaligin sikligi, belirli bolgelerde yapilan arastirmalarla

daha ayrintil1 olarak incelenmistir. Ornegin, kuzey Finlandiya, NKH’nin en yiiksek



oranda tespit edildigi bdlge olup, burada goriilme siklig1 12.000 canli dogumda bir
olarak rapor edilmistir. Genel olarak Finlandiya’da ise bu oran 55.000 canli dogumda
bir olarak bildirilmistir [4]. Avustralya’da yapilan genetik bir ¢alismada sekiz yil
boyunca izlenen 733.527 bebegin dokuzunda NKH tespit edilmistir. Bu bebeklerin
iiclinde, yasamin ilk 72 saati i¢inde glisin seviyelerinin yiiksek oldugu belirlenmistir
[5]. Ulkemizde ise NKH prevelansi veya insidansini degerlendiren bir calisma
bulunmamaktadir. NKH nadir bir hastalik olup, goriilme siklig1 farkli etnik gruplar
arasinda degisiklik gosterebilmektedir [6,7].

NKH, metabolik blokaj nedeniyle biriken toksik metabolitlerle karakterize bir
hastaliktir. Bu durum, mitokondriyal glisin parcalayict enzim kompleksindeki aktivite
eksikliginden kaynaklanir. Bu kompleks, piridoksal fosfat bagimli P proteini (GLDC
geni), tetrahidrofolat gerektiren T proteini (AMT geni), enzime hidrojen tasiyan H
proteini (GCSH geni) ve lipoamid dehidrogenaz olan L proteini (GCSL veya DLD
geni) gibi dort spesifik proteinden olusur [2] (Sekil 1.1). Kompleksin proteinlerinden
herhangi birindeki veya kofaktorlerindeki eksiklik ya da aktivite kaybi, dokularda
glisin yikimi engeller. Bunun sonucunda 6zellikle beyin dokusunda biriken glisin,
toksik etkiler yaratarak hastaligin klinik belirtilerine yol agar [8]. BOS glisin
seviyelerinin belirgin sekilde arttigi goriiliir [1]. Glisin, viicuttaki en basit yapili
aminoasitlerden biridir ve non-esansiyel bir aminoasit olarak sentezlenebilir. Birgok
proteinin yapisinda yer alir ve viicuda alian glisinin yaklasik yarisi protein sentezinde
kullanilir. Bu siire¢ genellikle serin ve treonin aminoasitleri araciligiyla gerceklesir.
Glisin, 6zellikle beyinde bir ndrotransmitter olarak gorev yapmasinin yani sira ¢esitli

biyokimyasal reaksiyonlarda 6nemli bir rol oynar [9] (Sekil 1.2).

Glisin, beyinde ¢esitli bolgelerde hem eksitator hem de inhibitor etkiler gosterebilir.
Korteks, serebellum ve bazal ganglionlarda, N-metil-D-aspartik asit (NMDA)
reseptorleri araciligiyla eksitator; beyin sapi ve medulla spinaliste ise glisin
reseptorleri tizerinden inhibitor etkiler meydana getirir. Glisinin inhibitdr etkisi, glisin
reseptorlerinde klor kanallarini agarak hiicre membranini hiperpolarize etmesiyle
gerceklesir. Bu reseptor, striknin tarafindan inhibe edilebilir. Bununla birlikte, hayvan
deneyleri gostermistir ki glisin reseptorleri erken beyin gelisimi sirasinda, GABAa
reseptorlerine benzer sekilde eksitator bir rol istlenir [11,12]. Eksitator etkisini,
NMDA reseptorleri yoluyla glutamatin eksitator etkisini artirarak gosteren glisin, asiri

aktivite durumunda glutamatin ekzotoksik etkisiyle noronal hiicre Sliimiine yol



acabilir. Bu durum, yenidogan doneminde NKH tanist konan bebeklerde NMDA
reseptorlerinin etkisiyle direncli ndbetlerin goriillmesine neden olur. Bu bulgu, glisinin

merkezi sinir sistemindeki eksitator ve norotoksik etkilerini agiklamaktadir [9,13].
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Sekil 1.1 : Glisin pargalayict enzim kompleksi (glisin yikim sistemi) [10].
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Sekil 1.2 : Glisin metabolizmasi. Kisaltmalar: 3PGA: 3-fosfogliserat, THF:
Tetrahidrofolat, NH3: Amonyak, CO2: Karbondioksit [9].

Glisinin beyin sap1 ve medulla spinalisteki inhibitor etkisi ise hipotoni, apne ve
higkirik gibi semptomlarla sonuglanir. Glisinin yikiminda mitokondriyal glisin

parcalayict enzim kompleksi temel bir rol oynar. Bu enzim kompleksi, glisini



karbondioksit (CO2), amonyak (NHs3) ve karbon atomuna (Ci) parcalayarak
metabolize eder. Glisin, viicudun o©nemli bir karbon atomu saglayicisidir ve
tetrahidrofolat yardimiyla serin-hidroksimetil transferaz enzimi araciligiyla serin-
glisin donligiimiinde gorev alir. Bu doniisiim, glisin sentezinin ana kaynagidir. Bu
nedenle, diyetle alman glisinin NKH tedavisindeki etkisi olduk¢a smirlidir. Ayrica
glisin; piirin, glutatyon ve porfirin gibi molekiillerin yapisinda bulunur. Glisin
parcalayict enzim kompleksi, karacigerde, plasentadaki sinsityotrofoblastlarda ve

beyinde glisin metabolizmasinda aktif bir rol oynar [12].

1.2 Nonketotik Hiperglisinemi Hastahiginin Genetik Temeli

Glisin pargalayict enzim, mitokondride bulunan ve dort protein kompleksinden olugan
bir enzimdir (Cizelge 1.1). Bu dort proteinden biri, GLDC geni tarafindan kodlanan
piridoksal fosfat bagimli P-proteini (glisin dekarboksilaz) iken, digeri AMT geni
tarafindan kodlanan tetrahidrofolat bagimli T-proteini (aminometil transferaz) olarak
bilinir. GCSH geni tarafindan kodlanan lipoik asit hidrojen tasiyict H-proteini ve
GCSL (DLD) geni tarafindan kodlanan NAD bagimli lipoamid dehidrogenaz L-
proteini de bu kompleksi olusturan diger proteinlerdir. Klasik NKH, GLDC ve AMT
genlerinde olusan mutasyonlarla iliskilendirilirken, ‘variant NKH’ ise LIAS, BOLA3,
GLRXS5, NFUI, ISCA2, IBA57, LIPTI ve LIPT2 genlerindeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Ancak, H-proteinini kodlayan GCSH ve L-proteinini kodlayan
GCSL (DLD) genlerinde bugiine kadar anlamli bir mutasyon rapor edilmemistir. Otuz
hastay1 iceren bir ¢alismada, klasik NKH vakalarinin %87°sinde genetik

mutasyonlarin P-proteininde bulundugu saptanmistir [14].

Cizelge 1.1 : Glisin pargalayici sistemi komponentleri [3].

Komponentler Kisaltma | Gen Ekzon | Aminoasit Kromozom
Sayisi Sayisi
Glisin dekarboksilaz P-protein | GLDC 25 1020 aa 9p24
Aminometil transferaz T-protein | AMT 9 403 aa 3q21
Hidrojen tastyic1 protein H-protein | GCSH 5 173 aa 16924
Dihidrolipoamid dehidrogenaz | L-protein | GCSL 14 509 aa 7q31




1.3 NKH’de Tan1 Yontemleri

Glisin pargalayict enzim sisteminin bilesenlerini kodlayan GLDC ve AMT
genlerindeki biallelik patojenik varyantlar veya muhtemelen iiglincii bir gen olan
GCSH’deki olas1 patojenik varyantlar nedeniyle klasik NKH, asagida belirtilen klinik,

laboratuvar ve norolojik belirtileri gdsteren bireylerde degerlendirilmelidir [15].

1.3.1 Klinik bulgular

Yenidoganlarda hipotoni, apne, asir1 uyku hali, koma ve elektroensefalografide (EEG)
burst supresyon paterninin varligi goriilir. Bebeklerde asir1 uyku egilimi, kas
tonusunda azalma, nobetler, yetersiz beslenme ve gelisim basamaklarinda gecikmeler
olur. Cocuklarda gelisimsel ilerlemede gerilik, kolik ya da kolik dis1 hiperaktivite ve
belirti donemlerinde kétiilesmeler izlenir. Ozellikle hiperaktivite, gelisimsel gerilik,
ndbetler ve/veya bunlardan herhangi biriyle birlikte izole edilmis yiiksek plazma glisin

seviyeleri olan bireyler oldugu gozlenir [15].

1.3.2 Laboratuvar bulgular

Plazma ve BOS'da es zamanli yapilan kantitatif aminoasit analizinde izole edilmis
yiiksek glisin seviyelerinin bir kombinasyonu ve artmis BOS/plazma glisin orani,
NKH ihtimalini artirir. Ancak, taninin kesinlesmesi i¢in dogrulayici testlerin yapilmasi
gereklidir (Cizelge 1.2). Artmis BOS/plazma glisin orani, 6zellikle BOS'daki glisin
seviyelerinin yiikseldigi durumlarda tan1 agisindan belirleyicidir. Idrar organik asit
analizinin genellikle normal sonuglanmasi beklenir. Ancak, birden fazla agilglisin

esterinde hafif artislar gézlemlenebilir [16].

Cizelge 1.2 : Nonketotik hiperglisemi’de BOS ve plazma glisin konsantrasyonu
[ortanca (en diisiik-en yiiksek) degerler] [16].

NKH Fenotipi .
Normal Seviyeler
. . (umol/L)
Siddetli (nmol/L) | Zayif (nmol/L)
BOS glisin konsantrasyonu 228 (40-510) 99 (41-230) <20
Plazma glisin konsantrasyonu | 1133 (342-2363) | 822 (342-1590) 125-450
BOS/plazma glisin oram 0.22 (0.09-0.45) |0.13 (0.04-0.22) <0.02




1.3.3 Beyin manyetik rezonans goriintiileme (MRG)

NKH tanist alan bireylerde, yasamin ilk {i¢ ayinda goriilen klinik belirtilerle birlikte,
diftizyon agirlikli goriintiilemelerde tutarli anormallikler rapor edilmistir. Tan1 konan
tim bebeklerde, internal kapsiiliin arka boliimii, 6n beyin sapi, arka tegmental yollar
ve serebellumda difiizyon kisitlamasi tespit edilmistir [16, 17]. Bu alt bolgelerdeki
diftizyon kisitlamasi ii¢ aylik donemin ardindan azalirken, genellikle motor kortekse
dogru ilerler. 3 ila 14 ay arasinda supratentoryal beyaz maddede yaygin bir difiizyon
kisitlamas1 gozlenmesi olagandir. Korpus kallozumda kismi atrofi ve incelme
gortlebilir. Bebeklerde genislemis retroserebellar kistik alanlarla birlikte hidrosefali
olusumu meydana gelebilir. Atrofi, agir formdaki NKH'li bireylerde ileri yaslarda

sikca goriiliirken, hafif formdaki bireylerde genellikle izlenmez [16].

1.3.4 Beyin manyetik rezonans spektroskopisi (MRS)

Kisa eko zamaninda (TE = 35 ms) yapilan beyin MRS'de, 3,55 ppm’deki glisin sinyali
myoinositol ile drtiismektedir. Ancak, ara eko zamaninda (TE = 135 ms), glisin sinyali
3,6 ppm’de herhangi bir ¢akisma olmaksizin tespit edilebilir. Agir form NKH'li
hastalarin ¢ogunda belirgin bir glisin piki bulunurken, hafif form NKH’de glisin piki
daha zay1f oldugundan tespiti daha zordur [17, 18].

1.4 NKH Tamnisal Testleri

NKH’nin kesin tanisi, lenfositlerde veya karaciger biyopsisi Orneklerinde enzim
aktivitesinin 6l¢iilmesi ya da genetik mutasyonun veya degisikligin molekiiler diizeyde
gosterilmesiyle konulur [2]. Bunun yani sira, glisin degisim reaksiyon testi (glycine
exchange assay), P ve H proteinlerinin T protein aktivitesine bagimli olmadan
kombine islevselligini degerlendirmek i¢in kullanilabilir [15]. Bu testte, P veya H
protein kusurlarinda reaksiyon eksikligi goriiliirken, T protein kusurlarinda reaksiyon
normal seyreder. Ayrica, Ci3-Glisin nefes testi, NKH hastalarinda Ci3-CO2
seviyelerinin azaldigini ortaya koymaktadir [18]. Laboratuvar tanisi, plazma ve BOS
glisin seviyelerinin ol¢limiiyle baglar. Bu analizler es zamanli olarak yapilmali ve BOS
orneginin kanla kontamine olmamasima dikkat edilmelidir, ¢linkii kontaminasyon
aminoasit sonuclarmi etkileyebilir. BOS/plazma glisin oraninin >0,08 olmasi NKH
icin tan1 koydurucudur. Daha hafif etkilenmis hastalarda bu oran genellikle 0,04-0,1

arasinda degisir. Bu nedenle 0,04-0,08 arasi1 bir oran, ‘ara deger’ olarak degerlendirilir.



Artmig BOS/plazma glisin oran1 6zellikle BOS glisin seviyesinin belirgin sekilde
yiikseldigi durumlarda anlamlidir. BOS’un kan veya serumla kontamine oldugu
durumlarda, Ornegin travmatik bir lomber ponksiyon sirasinda, BOS glisin ve
BOS/plazma glisin oranlar1 yiikselmis olarak olgiilebilir. Bu durumu BOS protein
diizeylerinin artig1 gdsterebilir. Plazma ve BOS glisin seviyelerindeki artis ve yiiksek
BOS/plazma glisin orani, valproat tedavisinin bir sonucu olarak da ortaya ¢ikabilir.
Ilging bir sekilde, valproat tedavisinde yalnizca BOS glisin seviyelerinin yiikseldigi
durumlar da gozlenebilir. Valproat, bu etkisini glisin parcalayici enzim aktivitesini
azaltarak yapar. Propiyonik asidemi ve metilmalonik asidemi gibi organik asidemiler,
karacigerde glisin parcalayici enzim aktivitesini diisiirerek hiperglisinemiye yol
acabilir. Metabolik asidoz varliginda da glisin parcalayici enzim aktivitesinde azalma
meydana gelir. Ek olarak, dalli zincirli aminoasitlerin ¢esitli metabolitleri de bu
enzimin aktivitesini baskilayabilir. Nadir durumlarda, hafif NKH vakalarinda BOS
glisin orani normal araliklarda kalabilir. ‘Variant NKH’ hastalarinin ¢cogunda plazma
ve BOS glisin seviyeleri hafif diizeyde artar. Bunun yam sira, plazma alanin, serum
laktat, pirlivat ve idrar organik asit analizinde 2-ketoglutarat diizeylerinde artis
goriilebilir. NFUI gen mutasyonu olan bireylerde ayrica 2-aminoadipik asit ve 2-
ketoadipik asit diizeyleri de yiikselebilir. Enzim analizlerinde, glisin parcalayici enzim
aktivitesindeki azalmaya ek olarak piriivat dehidrogenaz (PDH) aktivitesinde diisiis ve
demir-siilfiir kiimesi sentez bozukluklar1 (NFUI, ISCA2, IBA57, BOLA3) nedeniyle
OXPHOS (oksidatif fosforilasyon) zincirinin kompleks 1 ve 2 aktivitelerinde azalma
goriilebilir. NKH tanisinda altin standart yontem, karacigerdeki glisin parcalayici
enzim kompleksi ve bilesenlerinin aktivitesini O6lgmektir. Eksik proteinin
tanimlanmasi, iliskili gendeki mutasyon analizini miimkiin kilar. Mutasyonun
belirlenmesi, taniy1 desteklemenin yani sira genetik danigsma ve prenatal tani
siireclerinde de biiyiik 6nem tasir. EEG ve diger goriintiileme yontemleri genellikle
spesifik anormallikler gostermediginden, ‘variant NKH’ tanisina sinirhi katki saglar.
Beyin MRS, glisin konsantrasyonunu girisimsel olmayan bir yontemle degerlendirmek

icin kullanilabilir [19].

1.4.1 NKH’de molekiiler genetik testler

Glisin pargalayici enzime katilan genlerde yapilan mutasyon analizi, NKH tanisinda
en kesin yontemdir. Prenatal tan1 amaciyla, ailesel mutasyon tespit edildikten sonra

ilgili gendeki mutasyon analizine basvurulabilir. Ayrica, glisin pargalayict enzim



aktivitesi, karaciger veya plasenta dokularindan o6lgiilebilir. Ancak, bu enzimatik
analiz yontemi ailede mutasyonun bilinmedigi durumlarda prenatal tani igin
kullanilabilse de, %1 oraninda yalanci negatif sonug verebilecegi i¢in tercih edilmesi
onerilmez [15]. GLDC ve AMT genleri, biallelik patojenik varyantlarin neden oldugu
klasik NKH ile iliskili iki ana gendir (Cizelge 1.3). Ote yandan, GCSH genine ait iki
homozigot varyant: tagiyan bireyler bildirilmis olmasina ragmen, bu degisikliklerin
patojenitesine dair heniiz yeterli kanit bulunmamaktadir. GCSH geninde mutasyon

tespit edilen bagka bir NKH vakasi ise bugiine kadar tanimlanmamustir [15].

Cizelge 1.3 : Klasik NKH’de kullanilan molekiiler genetik testler [16].

Tespit Edilebilen Patojen Varyantlarin Genetik
G NKH’deki Patojen Analiz Metoduna Gore Oranlari
en
Varyantlarin Oram .. . .| Gen hedefli delesyon / duplikasyon
Dizi analizi . .
analizi
AMT %20 >%99 Bilinmiyor
GLDC %80 %80 %20

1.5 NKH Klinik Semptomlari

NKH klinik bulgulari, glisin parcalayici enzim kompleksindeki defektin tam veya
kismi olmasina bagli olarak degiskenlik gosterir. En sik goriilen form olan neonatal
NKH, genellikle yasamin ilk birka¢ giiniinde (6 saat-8 giin) ortaya ¢ikar.
Yenidoganlarin iigte ikisinde semptomlar ilk 48 saat i¢inde baslar. Klinik belirtiler
arasinda beslenme zorlugu, emmeme, letarji, nobet, hipotoni, apne, stupor, koma ve
Olim yer alir. Glisinin zarar verici etkileri, nérotransmitter olarak oynadigi rolle
iliskilidir. Solunum tiizerinde inhibitor etkisi ile baskilayici bir etki gdstererek hipotoni
ve giigsiizliik olustururken, eksitator etkisi ile nobetlere neden olur. Nobetler genellikle
myoklonik tipte ya da higckirik seklinde goriiliir ve hickirik, NKH i¢in belirleyici bir
klinik bulgu olarak kabul edilir [20]. Cogu vakada mekanik ventilasyon destegi
gereklidir. Yenidogan doneminde vakalarin en az %90’inda anormal EEG bulgular1
saptanir. EEG’de genellikle burst supresyon paterni izlenir. Bu patern, NKH’de sik
goriilen bir EEG 6zelligidir ve erken myoklonik ensefalopati ile benzerlik tasir [15,20].
Klasik NKH’de klinik ¢izelge genellikle agir seyirlidir ve vakalarin %30-35’1
yenidogan doneminde kaybedilir. Hayatta kalanlarin biiyiik bir kisminda ciddi

norogelisimsel gerilik ve ndbetler goriiliir [8].



Glisin, zararli etkisini ndronal gelisimi bozarak ve miyelin yikimma yol agarak
gosterir. Bu siireg, miyelin dokuda vakuolizasyon ve kayiplara neden olur. Beyindeki
amino asitlerin anormal artisi, protein sentezinin bozulmasina ve dolayisiyla miyelin
sentezinde aksamalara yol acar. Beyin goriintiilemelerinde hipomiyelinizasyona bagl
anormal beyaz cevher yapilar1 ve korpus kallozum hipoplazisi ya da agenezisi siklikla
goriiliir. Korpus kallozum anomalileri, beyin MR goriintiileme ile en iyi sekilde tespit
edilir ve NKH tanis1 alan yenidoganlarin yaklasik %50’sinde goriiliir. Daha nadir
olarak serebral kortikal atrofiye rastlanabilir [21]. Diflizyon agirlikli beyin MR
goriintiilemede, hipomiyelinizasyona bagli beyaz cevher kayb1 nedeniyle beyin sapi,
serebral pedinkiiller ve internal kapsiiliin posterior kisminda sinyal artig1 izlenir. Beyin
MR spektrometride (MRS), beyindeki glisin seviyesinin belirgin sekilde arttigi
gdzlemlenir. Bu bulgu, glisin pargalayici enzim kompleksindeki enzimatik bir defektin

varhigini isaret eder [21].

1.6 NKH Takip ve Tedavisi

Onlem, birinci trimesterde koryon villus érneklemesi ile saglanabilir. Bu testte glisin
parcalayict enzim aktivitesinin azalmasi ya da yoklugu taniyr dogrular. Erken tani,
yenidogan doneminde tedavi imkani sunar ve norodejenerasyonun erken evrede
engellenmesini saglar. NKH tedavisinin ii¢ ana hedefi vardir: dokulardaki glisin
seviyelerini diisiirmek, ndbetleri kontrol altina almak ve NMDA reseptoriiniin neden
oldugu toksisiteyi azaltmaktir. Klasik NKH tedavisinde ilk adim, 250-750 mg/kg/giin
(3-6 doz) sodyum benzoat ile plazma glisin seviyelerini azaltmaktir. Sodyum benzoat,
glisin ile bir amid bag1 olusturarak hippurik asit meydana getirir ve bu bilesik idrarla
atilir. Sodyum benzoat, plazma glisin seviyesini diisiirmekle birlikte BOS glisin
seviyesinde genellikle etkili degildir. Ancak, yiiksek dozlarda sodyum benzoat BOS
glisin seviyesini ve ndbet sikligini azaltabilir; bu durum literatiirde beyin MRS ile de
desteklenmistir [22]. Hafif form NKH vakalarinda 250-500 mg/kg/giin, agir form
NKH vakalarinda ise 500-750 mg/kg/giin doz uygulanabilir. Tedavi sirasinda plazma
glisin diizeyinin diizenli olarak kontrol edilmesi gereklidir (hedef <300 pmol/L).
Glisin seviyesi diistiigiinde, sodyum benzoat diizeyleri de takip edilmelidir (toksik
olmayan seviye <2,5 mmol/L). Sodyum benzoat tedavisinde, bir saat sonra plazma
glisin seviyesi Olgiilerek bir diisiis beklenir. Yan etkileri arasinda tadinin kotii olmasi

nedeniyle uyumsuzluk yer alabilir; bu durum nazogastrik sonda kullanimini
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gerektirebilir. Gastrit ve 6zofajit gibi yan etkiler de ortaya ¢ikabilir, bu nedenle proton
pompast inhibitorleri ile birlikte kullanilmas1 6nerilir. Yiiksek doz sodyum benzoat
alimi bulanti, kusma, letarji, koma, ndbetler, hipokalsemi, asidoz, hipernatremi,
hipokalemi, karnitin eksikligi ve 6liim gibi toksisite belirtilerine yol acabilir. Bu
nedenle karnitin destegi saglanmalidir. 750 mg/kg/giin iizerindeki dozlarda bobrek
yetmezligi riski artabilir. Agir form NKH hastalari, glisin ve serin kisitli 6zel bir
diyetten yarar saglayabilir. Sodyum benzoat nébet sikligini azaltir ve uyaniklig1 artirir,
ancak agir form NKH’de norolojik gelisim iizerine etkisi sinirhidir [23]. Hamosh ve
calisma arkadaslari, erken donemde baglanan sodyum benzoat (ilk doz 500 mg/kg/giin,
sonra 750 mg/kg/giin) ve dekstrometorfan tedavisinde hem olumlu hem de basarisiz
sonuglar bildirmistir. Tedaviye verilen yanitlarin degiskenligi, hastalifin genetik
heterojenitesine igaret eder. NKH’li hastalarin ¢ogu yasamin ilk haftasinda

kaybedilirken, bu donemi atlatanlarda ciddi zihinsel gerilik gelisir [24].

Eksitator aminoasit antagonistleri arasinda en yaygin kullanilanlar dekstrometorfan ve
ketamindir. Dekstrometorfan, NMDA reseptoriindeki glutamat baglanma yerini bloke
ederek nobetleri azaltir ve uyanikligi artirir. Giinliik 3-15 mg/kg dozunda etkili
olabilir. Hafif form NKH’de erken baslanan tedavi, kognitif gelisimde olumlu sonuglar
saglar ve dikkat artis1 ile okul basarisini iyilestirir. Ancak agir form NKH’de daha az
etkili veya etkisizdir. Ayrica, oksiirigli azaltmasi nedeniyle tekrarlayan pnomonilere
neden olabilecegi bildirilmistir. Ketamin, oral yolla yenidoganlarda 15 mg/kg/giin,
infantlarda ise 9 mg/kg/giin (1-32 mg/kg/glin) olarak uygulanabilir ve hafif NKH’de
kognitif fonksiyonlarin diizelmesine katki saglayabilir. Ketaminle intravendz olarak (8
mg/kg/giin, dort doz) ndrolojik semptomlar ve EEG’de kismi iyilesme
gozlemlenmistir. Sodyum benzoat, dekstrometorfan ve ketojenik diyetle nobet
sikliginda azalma saglandigi rapor edilmistir. Striknin, glisinin merkezi sinir
sistemindeki etkilerini hedef alir. Glisin reseptdriinde inhibitor etkisini gosterir ancak
NMDA reseptoriine etkisizdir. Bu nedenle tedavide yeterli yanit alinamaz. Baz1 apneik
yenidoganlarda ekstiibasyon oranlarini artirdig bildirilmistir [25]. Benzodiazepinler,
GABA reseptoriinii aktive ederek nobetlerin sikligini azaltabilir ancak norolojik
gelisime etkisi bulunmamaktadir. Yenidoganlarda miyoklonik nobetler i¢in en etkili
tedavilerden biri benzodiazepinlerdir (klonazepam, klobazam). Cocuklarda
levatirasetam, topiramat ve fenobarbital sik¢a kullanilir. Felbamat, direngli nobetlerde

etkili olabilir ancak yan etkileri nedeniyle kullanimi sinirlidir. Vigabatrin, GABA artis1
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nedeniyle agir form NKH hastalarinda ani kotiilesmeye yol agabilir ve bu nedenle
kullanilmamalidir. Valproik asit ise NKH tedavisinde kontrendikedir; bu ilag, plazma

ve BOS glisin seviyelerini artirir ve ensefalopatiye neden olabilir [26].

Ketojenik diyet tedavisi, plazma ve BOS glisin seviyelerini diisiirebilir, nobetleri
azaltabilir ve hastalarda dikkat siiresini artirabilir. Ancak EEG lizerindeki etkisi ¢esitli
olup, hipsiaritmi tamamen diizelmemistir. Hiperaktivite ve davranig problemleri i¢in
psikoterapiler faydali olabilir. Skolyoz ve kalgca ¢ikigi ig¢in Onleyici tedbirler
alinmahdir. ileri ddnemde solunum yetmezligi ve tekrarlayan akciger enfeksiyonlari
icin destek tedavisi onemlidir. GLDC ve AMT gen mutasyonlar1 olan hastalar,
piridoksin ve folinik asit tedavisinden fayda gorebilir. Ancak lipoat sentez
bozukluklar1 ile iligkili vakalarda bu tedaviler etkisizdir ve sodyum benzoat ya da

dekstrometorfan fayda saglamaz [27].

1.7 NKH Prognozu

NKH’de kotli prognozu isaret eden baslica faktorler arasinda, yiiksek BOS glisin
seviyesi (>230 umol/L) ve beyin MR goriintiilemelerinde malformasyonlarin
bulunmasi yer alir. Hafif form NKH i¢in olumlu prognoz gostergeleri arasinda diisiik
BOS/plazma glisin oran1 (<0,08), hastaligin gec¢ baslangicli olmasi (>4 ay) ve
epilepsinin bulunmamasi sayilabilir. Sik tekrarlayan hickirik, EEG’de burst supresyon
paterni ve hipsiaritmi, kotli prognozu isaret eden bulgular arasinda degerlendirilebilir.
Klasik NKH’de genotip-fenotip iliskisi géz Oniine alindiginda, rezidiiel enzim
aktivitesinin varlig1 1yi bir prognoz gostergesi olarak kabul edilir. Rezidiiel aktivitesi
bulunmayan iki mutasyonun varligi her zaman agir form NKH’yi isaret ederken,
mutasyonlardan birinin enzimde kismi rezidiiel aktiviteye yol agmasi hafif form NKH
ile iliskilendirilir. Iki mutasyonun da rezidiiel enzim aktivitesine neden oldugu
durumlar ise genellikle en iyi norokognitif sonuglarla iligkilidir. Agir form NKH’de
yasam siiresi birkag ay ile iki dekad arasinda degisirken, hafif formlarda yasam siiresi

genellikle daha uzundur [1].

1.8 MikroRNA (miRNA) Genel Bilgiler

Genetik materyalin ifade edilen kisimlarini (ekzon) ve transkripsiyonun diizenlenmesi

ile kontrol altina almak amaciyla birden fazla RNA tiirii evrimlesmistir. Argonaute
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(Ago) ailesi proteinleriyle olan iligkili bu RNA’lar 3 grupta degerlendirilir. Bunlar
siRNA, PIWI etkilesimli RNA (piRNA) ve miRNA’dir [28]. miRNA'lar, tipik olarak
yaklasik 19-25 niikleotid uzunlugunda, sa¢ tokasi seklinde, DNA’dan iiretilen kisa
kodlanmayan RNA molekiilleri olup, ¢esitli tiirlerin genomlarinda dogal olarak
kodlanmistir. Hem transkripsiyonel, hem de post-transkripsiyonel diizeylerdeki hedef
mRNA'larinin gen ifadesini diizenlemede kilit roller oynarlar [29]. Gen ifadesini
diizenleyerek mesajct RNA (mRNA) stabilitesini ve translasyonunu etkileyerek
hiicresel diferansiyasyon, proliferasyon, anjiyogenez ve apoptoz gibi genig bir
biyolojik siire¢ yelpazesine etki ederler. i1k kez 1993 yilinda miRNA’lar birbirinden
bagimsiz olan iki ¢calismada, Caenorhabditis elegans (C. elegans)’ta gen ifadesinin
post-transkripsiyonel diizenleyicisi olarak kesfedilmistir [30]. Embriyonik gelisimin
uygun zamanlama ile ilerlemesi i¢in /in-4 isimli protein kodlamayan bir genin islevinin
gerekli oldugu gosterilmistir. Lee ve ark. yapilan ¢alismalarda bu hipotezin gercekligi
kanitlanmig ve /in-4'lin bir antisens RNA-RNA etkilesimiyle /in-/4 mRNA'nin 3’ UTR
baglanarak /in-14 gen ifadesini negatif olarak kontrol ettigi gosterilmistir [31]. /in-4
arttk miRNA olarak isimlendirilen riboniikleik asit (RNA) grubunun kurucu tyesi
olarak smiflandirilmaktadir. Bu kesifler, cesitli organizmalarda farkli miRNA'larin
kesfiyle sonuglanmaya baglamistir [32]. miRNA’larin post transkripsiyonel
diizenleyici rolleri mRNA’nin 3> UTR bolgesine miRNA’nin baglanmasiyla
gerceklesir ancak miRNA’larin 5° UTR boélgeleri, ekzon dizileri ve gen promotdrleri

gibi bolgelerle de etkilesime girdigi bildirilmistir [33].

RNA interferansinin (RNA1) kesfinden sonra miRNA’lar ilgi odag: haline gelmistir.
Caligmalarda bakteriler, Okaryotlar ve biitiin hayvan sistemlerinde miRNA’lar
belirlenmis ve bazit miRNA’larm tiirler arasinda olduk¢a korunmus bolgeleri oldugu
gosterilmistir [34, 35]. miRNA'lar, sayisiz protein kodlayan RNA'y1 baglama ve
ifadelerini degistirme yetenekleri nedeniyle genomun ana diizenleyicileri olarak kabul
edilirler [36]. Bu nedenle, tek bir miRNA, hedef mRNA'lara baglanma yetenekleri
nedeniyle potansiyel olarak farkli mRNA'lar1 diizenleyebilir [37]. Biyoinformatik
analizler, tek bir miRNA'nin ¢esitli fonksiyonlara sahip, transkripsiyon faktorleri,
reseptorler ve daha fazlasi gibi 200'den fazla farkli gen hedefine potansiyel olarak

baglanabilecegini gostermektedir [38].

Genomun %1-2’lik kisminda ekzonlarin oldugu bilinmesine ragmen, miRNA genleri

memeli, sinek ve solucan genlerinin sadece %1-2’sini olusturmaktadir. miRNA'lar
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cesitli dokularda, ve farkli gelisimsel asamalarda farkli ifade desenleri sergilerler. Su
anda insan hiicrelerinde yaklasik 2588 olgun insan miRNA's1 bulundugu tahmin
edilmektedir ve her birinin benzersiz bir zamanlama ve doku bagimli ifade deseni
vardir [39]. Bu miRNA'larin, insan gen ifadesinin %60'indan fazlasini kontrol ettikleri
tahmin edilmektedir ve c¢esitli fizyolojik siire¢lerdeki 6nemli diizenleyici rollerini
gostermektedir. Tek bir miRNA'nin birden fazla genden sorumlu olabilmesi nedeniyle,
bircok miRNA islevsiz hale geldiginde bir¢cok hastaligin gelisimine neden olabilir
[40]. miRNA’larla ilgili ilk ¢alismalarda insan genomunda yaklagik 250 miRNA’nin
varligi tespit edilmistir [41]. Fakat, giincel miRNA veri tabanlarinda 271 canli tiiriinde
38589 hairpin prekiirsorii ve 48860 olgun miRNA ’nin gen ifadesi bulunmaktadir [42].
Glinlimiizde yeni miRNA’lar kesfedilmekte ve yeni gen diizenlemeler
tanimlanmaktadir. DNA Elemanlarinin Ansiklopedisi (ENCODE) projesi ile genomun
geri kalan kisminin, proteinlere g¢evrilmese de, yaygin bir sekilde kodlamayan
RNA'lara (ncRNA'lar) transkribe edildigini ve bu RNA'larin gelisim ve hiicre
fizyolojisi siireclerinde gen ifadesini diizenlemede rol oynadigini ortaya koymustur
[43]. En cok calisilan ncRNA siniflarindan biri, miRNA'lar olup, transkriptomun ana
diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikmistir. Metabolitler de tipki RNA’lar gibi bilgi
akisindaki  adimlarla baglantili  molekiiler mekanizmalarin = substratlar1  ve
iirlinleridirler. Hiicre mekanizmasindaki molekiiler modiilasyon olduk¢a karmasik ve
birbiri ile iliski igerisindedir. Cevresel stres, diyet, ilaglar, toksinler ve diger ekzojen
kaynaklardan gelen uyarilar konak¢1 organizmanin her asamasina etki edebilir ve bu

etki genomu, transkriptomu, proteomu ve metabolumu etkileyebilir [44] (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3 : Santral dogma, miRNA'larin ve eksojen faktorlerin 6nemi.
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1.8.1 miRNA sentezi

miRNA’larin, mRNA iizerinde diizenleyici rolleri mevcuttur ancak tek bir miRNA'nin
hiicredeki 6neminin belirlenmesi zor olmustur. Belirli miRNA'larin bastirilmasi veya
asirt ifadesi ile miRNA islevlerini arastiran c¢aligmalar, bazen islev kaybi1
modellerinden elde edilen bulgularla gelisebilecek veriler iiretmistir [45]. Ornegin; C.
elegans'ta yapilan caligmalar, sistemik miRNA silinmelerini igeren, miRNA'larin
normal gelisim veya canliligin bireysel olarak gerekli oldugunu 6ne siiren ¢alismalar,
miRNA'larin yalnizca %10'undan azinin normal gelisim ve canlilik i¢in gerekli
oldugunu 6ne slirmektedir ve bu durum farelerde de benzer sonuglar vermistir [46].
RNAI diziye 6zgii olan bir gen susturma islemidir ve post transkripsiyonel bir siirectir.
Bu islem, ¢ift zincirli RNA’larin olusmasiyla (dsRNA) baslatilir. RN A1 mekanizmasi
miRNA ile gerceklesmesinin avantaj1 hiicrelerin kendi igerisinde gen diizenlenmesini
saglayabilmesidir. miRNA’lar sa¢ tokasi seklinde katlanip dsRNA’y1 olusturarak
RNAi mekanizmasini baglatmaktadirlar [47]. Cogu miRNA, hiicrede genoma dagilmis
haldedir ancak bazi miRNA’lar kiimeler halinde bulunmaktadir ve beraber
transkripsiyona ugramaktadirlar. Memeli miRNA’lar1 oncelikle pri-miRNA (primer-
miRNA) olarak bilinen 80 nt’lik bir dizinin sap-ilmek (stem-loop) yapisindaki pargasi
olarak transkribe edilir. miRNA 0Onciilleri genomun farkli bolgelerinde kiimelenmis
haldedir, c¢ogunlukla genler aras1 (intergenik) bolgelerde bulunur. Insan
miRNA'larinin ¢ogu tek basina bulunurken, hsa-miR-15a ve hsa-miR-16-1 gibi
bazilar1 birlikte bulunmaktadir. Hedef mRNA ile eslesmesi i¢cin miRNA’larin
5’ucunda  tanima-eslesme (tohum dizisi) bolgeleri bulunmaktadir. Post-
transkripsiyonel asamada miRNA’lar, tohum dizisi bolgeleri ile, hedef mRNA’larin 3’
UTR bolgesindeki miRNA taniyict kisimlara eslesme yapar [48]. miRNA kontrollii
gen diizenlemesinin, hedef mRNA'larin 3'UTR iizerinde etkili oldugu iyi
bilinmektedir, bazi miRNAlar nadiren kodonlarin yakininda veya protein kodlama
dizisi (CDS) icinde non-kanonik baglanma sergiler [49]. Bununla birlikte, hedef
mRNA'nin 3'UTR'sine baglanma, miRNA hedef bdlgelerinin tahmini igin ana kriter
olarak kalmaktadir ve genellikle stop kodonundan yaklasik 15 niikleotid uzakliktaki
bolgeye daha segici ve etkilidirler [50].

miRNA'lar iki farkli asamada iiretilir; 6nce niikleer kesim, sonra sitoplazmik kesim
gergeklesir. Bu iki adimin ilkinde miRNA geni, pri-miRNA'y1 olusturmak igin
transkribe olur. Pri-miRNA’da 5’-7-metilguanozin sapka ve 3’ poli (A) kuyrugu
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bulunur. Bu sayede miRNA’larin RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilirler.
RNA polimeraz II'nin aracilik ettigi transkripsiyondan sonra sa¢ tokasi yapisinda uzun
bir miRNA (pri-miRNA) olusturulur [51]. RNAase III enzimi Drosha ve onun
kofaktorii DiGeorge kritik sendrom bdolgesi 8'den (DGCRS, Pasha) olusan
mikroislemci, sa¢ tokasmi keser. Sonug¢ olarak 60-70 niikleotidlik pre-miRNA
olusturulur. Bu silire¢ niikleer kesim olarak bilinmektedir. Pre-miRNA’da iki
niikleotitlik serbest 3° uzantis1 bulunur ve Ran/GTP/Exportin 5 (Exportin 5 niikleo-
sitoplazmik tasima faktorii proteinlerinden olan karyoferin ailesinin tiyesidir)
kompleksi ile ¢ekirdek disma tasinir [52]. Cekirdekten sitoplazmaya exportin 5
(XPO)) tarafindan tagindiktan sonra, oncii sa¢ tokasmin sitoplazmaya transferine
aracilik eder ve burada Dicer (RNAase III enzimi) tarafindan 21-24 niikleotidlik
dubleks miRNA formuna doniistiiriiliir. Dicer; helikaz, bir PAZ domaini, ¢ift sarmali
tantyan RNA baglama domaini ve bir RNA III domaini boliimlerine sahiptir. PAZ
domaini 3" UTR bélgesini tanimaktadir PAZ domaini, miRNA'min 3’ ucunda iki
niikleotid tespit ettiginde, Dicer enzimi, pre-miRNA ile birlesir. Olgun miRNA ipligi
RNA kaynakli susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex-RISC)’de
bulunan Ago proteinine yiiklenir ve birlesir. Eksik bir baz ¢ifti oldugunda miRNA,
RISC ile etkilesime girerek translasyonu baskilar veya mRNA'y1 bozar. Bu siireg
sitoplazmik kesim olarak bilinmektedir [53]. Insanda, dort tane Argonaute proteini
(Ago 1-4) etrafinda merkezi bir sekilde birlesmis sekiz sinif RISC vardir. Bu dort
proteinden sadece Ago 2 proteini gen susturulmasinda islev goriir ve mRNA’nin
kesilmesini katalizler. Etkin hale ge¢mis olan RISC, olgun miRNA ipligi ve hedef
mRNA’nin 3’UTR bdlgesi arasinda Watson-Crick baz eslesmesiyle hedef mRNA’ya
baglanmay1 saglamaktadir [54] (Sekil 1.4).

Yapilan in vitro c¢aligmalarda Ago proteinlerinin bir kisminin endoniikleaz
aktivitesinin goriilmesi onlara ‘slicers” denmesine yol agmistir. Drosophila'da Agol ve
Ago2 slicer aktivitesi bulunurken insanda ise yalnizca Ago2 slicer aktivitesi
gorlilmektedir. Agol miRNA-guided boliinmede gorev alirken Ago2 de bu fonksiyon
siRNA'lar tarafindan yonetilmektedir [55]. Ago protein ailesi hem transkripsiyon hem
de post-transkripsiyon doneminde gen susturma siirecinin igerisine yer almaktadir.
Ago proteinleri, hedeflenen spesifik RNA’larin ya degradasyon ya da translasyonun
inhibisyonu yoluyla baskilanmasini miRNA’lar ya da siRNA’lar araciligryla yapabilir.
Memelilerde miRNA'lar veya siRNA'lar Ago proteinlerinin RNA'y1 parcaladigi
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tamamlayici hedef bdlgelerine kaynakli  susturma kompleksinin  (RISC),
yonlendirilmesine aracilik eder. RISC’in yiliklenmesinde RNA dubleksinin genellikle
5’ ucuna baglanir. 5’ ucu termodinamik ac¢idan kararli degildir. Bu “asimetri kural1”
olarak bilinir. 5> ucunda daha az kararli baz eslesmesinin olmasi miRNA zinciri
“kilavuz” olarak secilir; 5’ ucu daha kararl olan “yolcu” miRNA’lar ise pargalanir.
RISC, protein kodlayan hedef mRNA ’lar1 translasyonunu engelleyerek durdurur veya
keserek parcalar ve baskilar. Hedef mRNA kesildikten sonra miRNA bozulmadan
kalarak bagka mRNA’larin taninmasini veya yikilmasini saglamaktadir [56- 62].
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Pri-miRNA !. P =miRNA
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Inhibition of translation @ storage and/or
degradation

Sekil 1.4 : miRNA sentez mekanizmasi (BioRender.com’da 7 Ekim 2024 tarihinde
olusturulmustur).

1.8.2 miRNA hiicresel rolleri ve fonksiyonlari

Molekiiler biyolojinin temelinde yatan dogmanin “tek gen, tek protein” goriisii insan
genomunun biliyllkk bir boliimiinii  islevsiz kilmasina ragmen, giliniimiizde
transkripsiyonun ¢ok daha karmasik oldugu, islevsiz olarak tanimlanan genomun
%98’lik kisminin uzantilariin gen aktivitesinin tizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu
ortaya ¢ikmistir. Tanimlanan bu kodlanmayan RNA’larin hastalik siireglerinde yeni
bir alan agmasi klinik aragtirmalar tizerinde yol gdsterici olmustur. miRNA'larin kesfi,
cesitli hastaliklardaki rollerinin belirlenmesi konusunda biiyiik ilgi gérmesine sebep

olmustur. miRNA’lar onemli hiicresel siireclere (sinyal iletim yollari, apoptoz,

17



metabolizma, farklilasma gibi) biyolojik mekanizmalar ile dahil olarak etki gdsterirler.
Bu mekanizmalarin kesfedilmesi ile viicuttaki cesitli sistemlerde gergeklestirilen
miRNA c¢aligmalar1 hiz kazanmistir [63]. miRNA alanindaki arastirmalarin ¢ogu,
diizensiz miRNA'larin ve belirli bir hastaligin mekaniksel iliskisinin anlagilmasina
odaklanmistir. Bu arastirmalar, patofizyolojide dogrudan veya dolayli rol
oynayabilecek spesifik hedef mRNA'lara odaklanmakta ve miRNA'larin biyobelirteg
olarak klinik yararliligii arastirmaktadir. Metodoloji iyi bir sekilde kurulmus olup,
farkli analitik platformlar1 kapsamakta ve gesitli biyoinformatik, in vitro ve in vivo

araclar1 kullanmaktadir [64] (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 : miRNA izolasyon, proliferasyon ve tahmin basamaklari.

1.8.3 miRNA, kalitsal metabolik hastahiklar ve NKH

miRNA caligsmalar1 pek¢ok hastalikta calisilmaktadir fakat literatiirde en cok calisilan
alan kanserdir. miRNA genlerinin %50’den daha fazlasi, kanserle iliskili
amplifikasyon, delesyon ve translokasyon bolgelerinde yer alir. miRNA’larin anormal
ifadesinin kanserde rol oynadigini gésteren pek ¢cok kanit bulunmaktadir. miRNA'larin
degistirilmis ifadesi, bircok hastaligin patogenezinde elde edilen ek bir molekiiler

mekanizma olarak ortaya ¢ikmistir ve dogal bagisiklik, otoimmiinite ve otoimmiin
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hastaliklar, viral enfeksiyonlar, akut hepatit, depresyon, anksiyete, Alzheimer
hastalig1, Huntington hastaligi (HD), metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet
ve bir¢ok kanser tiirlinii igerir. Sonug¢ olarak, bu miRNA'lar bir patolojik durumun
varligin1 gosterebilirken, ayni zamanda patolojik durumunun evresi, ilerlemesi veya
genetik iliskileri hakkinda da bilgi saglayabilir [65- 70]. Devam eden arastirmalar,
kanserde miRNA biyosentezi ve anormal ifadeyi yonlendiren molekiiler
mekanizmalar hakkinda yeni bilgiler ortaya ¢ikarmaya devam etmektedir. Ornegin,
genetik silinmeler veya amplifikasyonlar, miRNA genomik lokuslarinin epigenetik
metilasyonu ve transkripsiyon faktorleri tarafindan birincil miRNA'larin (pri-miRNA)
diizenlenmesini etkileyen degisiklikler gibi cesitli faktorlerin, miRNA ifadesinde ve
fonksiyonunda sayisiz kanser tiirtinde degisikliklere yol actifi genis bir kabul
gormektedir. Tek bir miRNA yiizlerce mRNA’y1 hedefleyebildigi i¢in ortaya ¢ikan
anormal miRNA ifadeleri kanserle ilgili sinyal yolaklar1 iistiinde biiyiik etkisi olan ¢ok
sayida transkripti etkileyebilir. 2005 yilinda Lin He ve ark., miRNA gen kiimesinin
ifadesindeki artisin biyolojik onemini arastirmak i¢in, B hiicre lenfomal1 bir fare
modeli olusturmustur. Transgenik fareler, kontrol grubundaki farelerle karsilastirilmas.
Bu farelerde kanser gelisme oraninin belirgin olarak arttigr (%30’dan %100’°¢e)
goriilmiistiir. Bu c¢alisma ile ifadesi degisen spesifik miRNA genleri kanserin
baslamasina ve ilerlemesine katkida bulunduklari gosterilmistir [71]. miRNA
ifadesindeki degisiklerin hastaliklar tizerinde etkili oldugu ve bu durumun hastaliklarin
tanisinda, takibinde ve hatta tedavisinde kullanilabilecegi fikrini diisiindiirmiistiir.
Sonug olarak, tek bir miRNA, benzer hiicresel siirecler ve yolaklarla iligkili hedefleri
diizenleyebilir ve bu da hiicresel yaniti artirarak hastalik fenotiplerinde goriilen
bozulmus hiicresel fonksiyonlar1 geri kazandirmak i¢cin miRNA'lar1 gii¢lii terapdtikler
haline getirebilir. Tersine, belirli bir mRNA; ayn1 anda veya baglamsal bir sekilde, bir
dizi miRNA'nin hedefi olabilir, bu da ortak bir baskilama etkisine yol acabilir [72, 73].
miRNA’larin  Onlimiizdeki gilinlerde daha sik tan1 ve tedavide kullanilacag:
diisiiniilmektedir. miR-21 meme kanseri, miR-210 paraganglioma, miR-214 prostat
kanseri, miR-221 hepatoseliiler kanser (HCC), miR-451a akciger kanseri, miR34a
melanom, miR-122 hepatit C virus enfeksiyonu (HCV), miR-155 kronik lenfositik
l6semi (KLL), miR-21 hipertansiyon, miR455-3p Alzheimer hastalifi gibi
hastaliklarin tan1 ve tedavisinde yol gostericidir [74- 76]. Bu durum bizlere metabolik
hastaliklarda miRNA’larin  daha sik  kullanilabilecegini  diisiindiirmektedir.

miRNA'larin metabolik olarak dokularin fizyolojik durumunu diizenledikleri, glikoz
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ve lipid metabolizmasina katildiklar1 bilindigi i¢in, diyabet hastalifi ve diger
metabolik hastaliklarda umut verici biyobelirtecler oldugu diistiniilmektedir [77].
Kalitsal metabolik hastalik-miRNA iliskisi ile ilgili ¢aligmalar literatiirde olduk¢a az
sayida olmasina ragmen son yillarda sikliginda artis goriilmektedir. Kalitsal metabolik
hastalik-miRNA iliskili ilk ¢aligma 2005 yilinda akcaagac surubu idrar hastalig
(maple syrup urine disease, MSUD) ile miR-29b iliskisi incelenmis. miR-29b’nin dalli
zincirli alfa ketoasit dehidrojenaz enzim kompleksi hedefi oldugu gosterilmistir [78].
Bir tiir lizozomal depo hastaligi olan Niemann-Pick tip C’de (NPC) miR-196a, miR-
196b ve miR-296’da anlamli artis gosterilmis, hastalik tan1 ve tedavisinde
kullanilabilecegi bildirilmistir [79]. Metilmalonik asidemide olusan metilmalonatin
indiikledigi santral sinir sistemi hasarini, miR-9-1 néronal apopitozisi baskilayarak
azaltmaktadir. miR-9-1’in metilmalonik asidemi tani ve tedavi takibinde biyobelirte¢
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir [80]. Baska bir ¢alismada tirozinemi tip-1
hastalarindan izole edilen lenfosit ve serumda miRNA profillemesi yapilmis ve hsa-
miR-15a, hsa-miR-1225-3p ve hsa-miR-1228’in tirozinemi tip-1 hastaliginda
bozulmus olan fumarilasetoasetat hidroksilaz enziminin mRNA’lann ile
etkilesebilecegini gostermislerdir [81]. Ailesel hiperkolesterolemide miR-27a’nin
tanida ve tedavide kullanilabilecegi gosterilmistir. Baska bir caligmada ailesel
hiperkolesterolemide, miRNA gibi benzer etkiye sahip siRNA bazli kolesterol
diisiiriicli bir ajan olan inclisiran’in faz 2 c¢alismalari tamamlanmis ve low-density
lipoprotein (LDL) seviyesinde kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalma
gorlilmiistiir. miRNA'larin ailesel hiperkolesterolemide yeni bir tedavi metodu
olabilecegi diistiniilmektedir [82- 84]. Bir lizozomal depo hastalig1 olan Gaucher
hastaliginda bozulan glukoserebrozidaz enziminin diizenlenmesinde miR-127-5p,
miR-16-5p ve miR-195-5p’nin rol oynadig1 gosterilmis ve Gaucher hastalig1 tani ve
tedavisinde etkili olabilecegi bildirilmistir [85]. Hiperiirisemi ile giden ve bir
metabolik hastalik olan Lesch-Nyhan sendromunda miR-181a ve miR-17 ailesinin

tanida kullanilabilecegi belirtilmistir [86].

Son yillarda glikojen depo hastaligi, multipl siilfataz eksikligi, MELAS sendromu,
propiyonik asidemi, Fabry hastalig1 ve pek ¢ok metabolik hastaliga yonelik yapilan
miRNA c¢alismalarinda potansiyel tan1 ve tedavide kullanilabilecek miRNA’lar
belirlenmistir. Son yillarda kalitsal metabolik hastalik miRNA c¢alismalar1 giderek
artmaktadir [78- 97] (Cizelge 1.4). Genetik gecisli olan ve biriken toksik metabolitler
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ile hiicre patogenezini bozan hastaliklarda miRNA’larin tan1 ve tedavideki rolleri
giderek artmaktadir. Kan, tiikiiriik, idrar, BOS ve siit dahil olmak iizere ¢esitli viicut
stvilarinda miRNA'lar kararli bir sekilde bulunmaktadir. Mikrovezikiillerde veya
eksozomlarda bulunan miRNA'lar, hedef hiicrelerin reseptdrleri tarafindan hiicre i¢ine
alinabilir, boylece hiicre dis1 haberciler olarak gorev yapabilirler [98, 99]. Bu sekilde
miRNA'larin, hormonlar ve diger sinyal molekiillerininkine benzer biyolojik islevlere
sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, nispeten az sayida miRNA-hedef
etkilesiminin fenotipte tespit edilebilir katkilar yapmasi muhtemeldir [100].
Dolasimdaki miRNA'larin biyobelirte¢ olarak kullanimlar1 sayesinde; hizli miidahale
icin bir hastalifin erken evrelerini tespit etmek, bdylece patolojiyi Onlemek,
tyilestirmek veya yavaglatmak, benzer etiyolojilere sahip patolojileri ayirt etmek,
prognozu tahmin etmek ve tedaviye yanitin izlenmesinde faydali olacagi

diistiniilmektedir [101].

miRNA'larm ifadelerinin diizenlenmesi hem akademiden hem de endiistriden biiyiik
ilgi gormektedir ve kilit bir arastirma alan1 olarak durmaktadir. Bu odak, hastalik
biyolojisini anlamaya ve onlarin tanisal biyobelirtegler olarak potansiyel
uygulamalarini kesfetmeye kadar uzanmaktadir. Ayrica, miRNA'lar potansiyel ilag
hedefleri veya terapotik ajanlar olarak kullanilmasi son yillarda ilgi ¢cekmektedir.
miRNA'lar, c¢esitli biyolojik ve gelisimsel siiregleri etkileyen giiclii genetik
diizenleyiciler olarak genis bir sekilde taninirken, ayni1 zamanda c¢esitli hastaliklarin
patogenezinde de kilit bir rol oynamaktadirlar. Son zamanlarda Diener ve arkadaslar
tarafindan detayli olarak tartisildigi gibi, miRNA tabanl terapétik yaklasimlar icin
onemli zorluklar, miRNA’larn yiizden fazla gen ve yolak {izerindeki ¢ok ¢esitli
etkilerinden kaynaklanmaktadir. Bu zorluk, tek bir miRNA'nin bir¢ok hedef genle
etkileserek biitiin hiicresel yolaklar1 diizenleme yeteneginden kaynaklanmaktadir.Bu
nedenle, terapdtik amacglar i¢in aday miRNAlarm kapsamli bir fonksiyonel
karakterizasyonu onemlidir. Bu karakterizasyon, bir miRNA'nin gercek bir miRNA
olarak dogrulanmasi, miRNA hedef tahmin algoritmalarmin gelistirilmesi ve biiyiik
miktarda miRNA hedefinin etkin bir sekilde dogrulanmasini saglayan deneysel

stratejilerin uygulanmasi gibi bir dizi sorunun iistesinden gelmeyi igerir [102].
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Cizelge 1.4 : Kalitsal metabolizma hastaliklarinda miRNA'lar ile ilgili ¢aligmalar.
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1.8.4 miRNA ve tedavi olanaklari

Tek bir miRNA sadece bir tiim yolag1 ve ¢cok sayida mRNA hedefini diizenlemekle
kalmaz, ayn1 zamanda her mRNA’da birden fazla miRNA tarafindan hedef alinabilir.
miRNA’larin genis diizenleyici etkisinin, miikemmel eslesme olmaksizin bile hedef
mRNA’lara baglanma yeteneklerinden kaynaklandigi one siiriilmiistiir. Bu 6zellik, bir
miRNA’nin benzer hiicresel siireclere dahil olan ¢ok sayida hedefi diizenlemesine
olanak tanir, bodylece hiicresel yanitt artirir. Tek bir miRNA'nin bir¢ok geni inhibe
etmesi miimkiin olsa da, her gen iizerindeki etkisi genellikle orta siddettedir, ve birden
cok miRNA bir genin ifadesini diizenleyebilir, bu da hiicresel yanit1 daha da arttirir.
Tek bir miRNA'nin, her biri ¢esitli islevlere sahip 200 kadar hedef mRNA'ya baglanma
potansiyeli oldugundan, bir miRNA veya miRNA kiimesi araciligiyla biitiin sinyal
yollar1 tek bir miRNA tarafindan diizenlenebilir. Ancak, miRNAlarin birden ¢ok genin
diizenlenmesindeki rolii ve gen aglardaki genis etkileri, miRNA terapdtikleri i¢in
onemli zorluklar olusturur. Bu nedenle, miRNA tabanli terapotiklerin basarili bir
sekilde gelistirilmesi, her bir miRNA'nin molekiiler etkilerinin kapsamli bir sekilde
islevsel karakterizasyonunu ve dogrulamasini gerektirir. Her bir miRNA'nin iglevsel
karakterizasyonu; gercek bir miRNA olarak hastalikla ilgili olup olmadiginin
dogrulanmasi, miRNA hedef tahmin algoritmalarinin iyilestirilmesi ve ilgili 6n klinik
modellerdeki amaglanan hedefler iizerindeki etkilerinin deneysel olarak dogrulanmasi
gibi birka¢ temel adimi gerektirir. Bu sayede belirlenen miRNA ilgili hastalikta tedavi
ajan1 olarak kullanilabilmektedir. RNA hedefli tedavi ajanlari, miRNA benzeri
molekiillerin islevlerini artirip ya da azaltarak, bir miRNA’nin ifadesinde degisiklik
yapar ve miRNA'nin hedefleri ile etkilesimini inhibe etmek i¢in kullanilir. Son yillarda
yapilan calismalar ile miRNA'lar basta kanser olmak {izere pek ¢ok hastaligin tani ve
tedavisinde etkili olarak kullanilmaktadir ve glinlimiizde yeni miRNA bazli tedavi
metotlar1 giderek artmaktadir. FDA tarafindan onay almis bir miRNA tedavisi yoktur
ancak faz caligmalar1 devam etmekte olan miRNA bazli tedavi ajanlar1 bulunmaktadir.
Kanser, viral enfeksiyon, noérodejeneratif hastalik, lipit bozuklugu gibi pekgok
hastalikta miRNA c¢aligmalar1 devam etmektedir [103]. miRNA terapétikleri,
viicuttaki belirli endojen miRNA'larin aktivitesini hedefleyen ve modiile eden bir tiir
RNA tabanl terapdtiktir. Ciinkii miRNA'lar saglikli ve patolojik kosullar altinda gen
ifadesini diizenlemede kritik bir rol oynarlar, belirli miRNA'lar1 hedefleyerek ve

manipiile ederek, miRNA terapotikleri ¢esitli hastaliklari tedavi etmeyi amaglar, bu da
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miRNA ifade kaliplarini onararak (miRNA taklitleri) veya diizelterek (antagomir veya
antimiR) gercgeklesir. Literatlirde tartisildigi gibi, miRNA terapotiklerinin kesfi ve
gelistirilmesi yolculugu, hedef belirleme ve hasta 6rneklerinin analizi yoluyla miRNA

kesfi ile baslar.

miRNA taklitleri, karsilik gelen miRNA dizisine uygun olan sentetik c¢ift sarmalli
kiiciik RNA molekiilleridir ve bu nedenle hastaliklarda kaybedilen miRNA ifadesini
yeniden saglamay1 amaglarlar. Buna karsilik, antagomiR'ler tek sarmallidir ve ilk nesil
antisens oligoniikleotidler (ASO'ler) temel alinarak tasarlanmistir. AntagomiR'ler,
mRNA'lar1 hedefleyen ve ‘locked’ niikleik asitler (LNA'lar) ile modifiye edilen
antisens oligoniikleotidlerdir. Bu sentetik kiigiik RNA molekiilleri, inhibe edilmek
istenen miRNA'ya komplementer bir diziye sahiptir ve bu miRNA'nin islevini gii¢li
bir sekilde baglanarak engellerler. AntagomiR'ler, yapisal olarak ASO'lere benzerdir.
AntagomiR'ler, hedeflenen miRNA'nin olgun sarmalina dogrudan baglanacak sekilde
tasarlanmistir ve bdylece islevsel bir blokaj olusturur. Ister miRNA taklitleri olsun,
ister antagomiR’ler olsun bir hastaligin tedavisinde kullanilirken hedeflenen amac,
belirlenen miRNA’nin saglikli gruptakine benzer diizeyde tutulmasidir [104] (Sekil
1.6).

Endojen miRNA miRNA mimikler antagomiR’ler

Gen regulasyonu Gen regllasyonu miRNA inhibisyon

X

Sekil 1.6 : miRNA’nin mRNA iizerindeki etki mekanizmalari.

1.8.5 miRNA’larda giincel tedaviler

miRNA tabanli tedavilerin gelistirilmesi, miRNAlarin kesfinden bu yana kisa siirede
hizla ilerlemistir. Baz1 basarili faz I denemeleri ve devam eden faz II denemeleriyle

birlikte klinik uygulamaya gegmistir. i1k klinik gelisme, HCV tedavisinde kullanilan



LNA miravirsen (SPC3649) adli 15 niikleotidlik bir antagomiR etkili tedavi
prensibidir. Bu tedavi, sistemik olarak verilen miR-122'ye karst olan bu
oligoniikleotidin karacigerde dogal olarak birikmesinden yararlanir. Miravirsen, HCV
hastalarinda viremiyi azaltmada 6nemli bir etki gdstermistir, bu da bir¢ok faz II klinik
denemeye yol agmistir (NCT01200420, NCTO01872936, NCT02031133,
NCT02508090) [105, 106]. Lademirsen (RG-012), bir antagomiR-21 tedavisidir.
Alport sendromunun (fibrotik bobrek hastaligi) tedavisi i¢in Regulus Therapeutics
tarafindan gelistirilmistir. miR-21'in  Alport sendromunda ifadesinin arttig1
gosterilmistir. Preklinik ¢alismalar, anti-miR-21'in bobrek fibrozisinin ilerleme hizim
azaltarak bobrek yetmezligini 6nemli dl¢lide hafiflettiini gdstermistir. Rubel ve ark.
yaptiklar1 caligmada antagomiR-21 ile tedavi edilen Alport sendromlu farelerde
proteiniirinin azaldigim1 ve kronik bdbrek yetmezligine gidisin yavasladigini
bildirmislerdir [107]. Lademirsen ile tedavi edilen Alport sendromlu hastalarda bébrek
fonksiyonlarindaki azalma oraninda anlamli bir iyilesmenin gozlenmedigi
bildirilmigtir (NCT02855268, NCT03373786). RGLS4326, miR-17 ailesinin tohum
dizisine tam uyum saglayan bir ASO'dir. RGLS4326, OD polikistik bobrek
hastaliginda (ODPKBH) miR-17 ailesinin patolojik fonksiyonlarini inhibe etmek
lizere Ozel olarak gelistirilmistir [108]. AMT-162, mutant SOD/ formuna spesifik
gelistirilen bir antagomiR ’dir, amiyotrofik lateral skleroz (ALS) tedavisinde alternatif
tedavi yontemidir. Maymunlarda, anti-SOD1 miRNA iceren adeno-associated viriis
rh10'un intratekal inflizyonu (AAV-miR-SOD1), SODI mRNA'sin1 pargalayarak
spinal kordda SOD! genin ifadesini baskilar. AAV-miR-SOD]1 infiizyonunun ALS'ye
neden olan SOD/ mutasyonlarina sahip iki hastada giivenligini test edilmis, ALS
hastalig1 ve SOD1'1 hedefleyen bir miRNA kodlayan adeno associated viriis ile tek bir
intratekal inflizyon uygulanarak tedavi edilmistir. Hastalikta, tedavi edilmemis SOD/
ile iliskili ALS'li hastalardaki ve saglikli kontrol grubundaki karsilik gelen seviyelerde
mutant SOD/ ifadesini daha diisiik bulunmustur [109, 110]. OD gegisli bir baska
hastalik olan HD’de miRNA tedavileri faz I asamasindadir. HD i¢in klinik gelistirme
asamasinda olan bu tedavilerin ¢ogu, huntingtin (H77) transkriptinin belirli bolgelerini
hedefleyen ASQO'ler kullanilarak gergeklestirilir ve bu sekilde H7T mRNA ve protein
ifadesi azaltilir. Bu tedavi yaklasimi, hiicre dis1 hedeflenmemis etkiler olmaksizin in
vitro modellerde ve kiiciik ve biiylik hayvan ¢alismalarinda etkinlik ve giivenilirlik
gostermistir ve klinik arastirmaya gecisi desteklemektedir [111- 113]. Alport
sendromu, ODPKBH, ALS, HD gibi OD hastaliklarda mutant aleli baskilayarak
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hasarli mRNA ifadesini azaltmak ve saglam alelin ifade profilini artirmak alternatif
bir miRNA tedavi stratejisidir. Benzer yaklagimlar ailesel hiperkolesterolemi (LDLR,
PCSKY9, APOE), glukoz transport bozukluklar1 (GLUD1, GCK, HNF1A4), aminoasit
metabolizma bozukluklar1 (HWKS, SPTLC, IDH2, P5CS, SPGY94, GRIN),
noroferritinopatiler (F7L), mitokondriyal hastaliklar (CYCS, PPOX, DNM1L, GDAPI,
OPA3), vezikiil transport bozukluklar1 (VAMP2, DNAJC6, DNAJC10, SCNA, LRRK?2,
SYN2, STXIB), niikleik asit metabolizma bozukluklar1 (NUDT15, UMOD, IMPDH,
AICDA), ‘hem halkast’ sentez bozukluklar1 (UROD, HMBS, POX, PPOX), mineral
metabolizma bozukluklart (CNNM2, KCNAI, FXYD2), fosfolipid metabolizma
bozukluklar1 (PIK3RI, PTEN, FIG4, ITPRI) ve daha pek ¢cok metabolik hastalik i¢cin
tedavi stratejisi olarak kullanilabilir. Literatiirde pek¢ok hiperkolesterolemi-miRNA
calismas1 mevcuttur ve bu ¢alismalar metabolik hastaliklarin miRNA tedavileri igin
umut vaat edici durumdadir. Li ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, miR-148a-3p’nin mutant
LDLR aktivitesini baskilayarak hiperlipidemi tedavisinde kullanilabilecegini
bildirmislerdir [114].

Kanser tedavisinde miRNA taklitcilerine dayali en ileri ilag MRX34'tiir (Mirna
Therapeutics). MRX34 nanopartikiillerle tedavi edilen farelerdeki tiimorlerde miR-34
birikimi ve belirgin tiimor regresyonu gozlenmistir. MRX34, 2013 yilinda primer
karaciger kanseri, kii¢iik hiicreli akciger kanseri, lenfoma, melanom, multipl miyelom
veya bobrek hiicreli karsinomlu hastalarda ¢ok merkezli bir faz I tedavi denemesine
girmistir. Timor baskilayict miR-34a'nin, ¢esitli onkogenik yolaklara ve tiimoriin
bagisikliktan kagisinda rol alan genlere yayilan 30'dan fazla onkogenin ifadesini
azalttig1 gosterilmistir; ancak, ifade siklig1 bir¢ok kanser tiirtinde sikga kaybolur veya
azalir [115, 116]. Remlarsen (MRG-201), fibrozisi inhibe ettigi gdsterilen miR-29'u
hedefleyen ve aktive eden bir antagomiR’dir. Keloid ve skleroderma tedavileri i¢in faz
II denemesinde calismalar mevcuttur. Amag, cilt i¢indeki ekstraselliiler matriks ve
fibroplazinin ifadesini bastirmaktir (NCT02603224, NCT03601052). Remlarsen, skar
olusumunda rol alan kollajen ve diger proteinlerin ifadesini azaltarak fibrozisi
baskilamaktadir [117]. Cobomarsen (MRG-106), Miragen Therapeutics tarafindan
miR-155'in aktivitesini inhibe etmeyi amaglayan bir LNA tabanli antagomiR olarak
gelistirilmistir. miR-155"in yiikseldigi bir¢ok lenfoma alt tiirlinde, ayrica diffiiz biiyiik
B-hiicreli lenfomada etkilidir. Kutan6z T-hiicreli lenfoma (CTCL), KLL, diffiiz biiyiik

B-hiicreli lenfoma ve mycosis fungoides gibi belirli kanserleri tedavi etmek icin
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yapilmaktadir. Faz I denemesi tamamlanmis olmasma ragmen, faz II caligmasi
sonlandirilmistir  (NCT03713320) [118]. MesomiR-1, plevral mezotelyoma
hastalarinda miR-16 taklitleridir ve kapsiillenmis halinin giivenilirligi ve etkinligi test
edilmistir. miR-16 plevral mezotelyoma ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
hastalar1 icin tedavide faz I calismasi yapilmistir (NCT02369198). miR-16, plevral
mezotelyomada tiimor baskilayici olarak rol oynar [119]. Pekgok miRNA tedavi
ajanlar1 klinik ¢alismalarda kullanilmaya baslanmistir. Fakat heniiz faz I1I asamasina
gegen bir miRNA tedavi ajant bulunmamaktadir (Cizelge 1.5). miRNA ifadesinde
degisen seviyeler bircok kanserle iliskilendirildiginden, tiimor baskilayici
miRNA'larin iglevini geri kazandirmak i¢in miRNA taklitlerinin asir1 ifade edilmesi
veya tanitilmasi, bdylece nispeten normal fizyolojik seviyelere veya islevlere geri
doniilmesi veya agir1 ifade edilen onkogenik miRNA'larin antagomiR’ler veya miRNA
stingerleri ile inhibe edilmesi kanserde miRNA terapotiklerinin iki ana stratejisini
temsil eder. Bu tedavilerin hedefi ‘gain-of function’ kazanan genleri mRNA diizeyinde
susturmak ve genlerin ifade profillerini saglikli grup ile benzer diizeyde hedeflemektir.
Kalitsal metabolik hastaliklarda, fosfotidilserin sentetaz 1 (P7DSSI), glutamin
sentetaz yiliksek aktivitesi (GLS), ornitin dekarboksilaz siiperaktivite sendromu
(ODC1), XL protoporfiri (ALAS?2), ferroportin metabolizma bozuklugu (SLC40A41),
hiperiirisemiye neden olan fosforribozil pirofosfat sentetaz (PRPSI) aktivitesi artigi
gibi metabolik hastaliklara yo6nelik belirlenen miRNA’lar tedavi ajani olarak
kullanilabilir. Yapilan ¢alismalar umut verici olsa da, ilk sonuglar miRNA tabanli
tedavilerin tiim hastalarda etkili olmayabilecegini gostermektedir ve tedaviye yanit

gosterme olasilig1 en yiiksek olan hastalar1 segmek biiyiik bir zorluk olacaktir.

miRNA profillerindeki degisme sadece hastaliklarla ilgili degildir. Yas, gelisim,
beslenme, enfeksiyon, kullanilan ilaglar, ve bir¢ok cevresel kosuldan etkilendigi
diisiiniilmektedir. Bu durum miRNA’nin ifadesindeki degisikligin esas nedeninin
belirlenmesini zorlagtirmaktadir [120-124]. Kalitsal metabolik hastaliklarin ¢ogu
klinik olarak smiflandirildiginda baslica ii¢ gruba ayrilir. Bu ii¢ grup, hastaligin
baslangi¢ yas1 ve patolojik olan rezidiiel proteinin aktivitesindeki azalma ile iligkidir.
Klinik smiflamada; agir tip (infantil tip), orta tip (jiivenil tip) ve hafif tip (late onset
veya erigkin tip) olarak yapilan siniflamada ilgili rezidiiel enzim aktivitesi genellikle
agir tipte %0-5, orta tipte %5-15 ve hafif tipte %15-25/50 diizeyindedir. Ayn1 hastalik

ve ayni gendeki mutasyon, farkli yaslarda ve farkli fenotipte klinik bulgulara neden
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olabilmektedir. Kalitsal metabolik hastaliklarin ¢ogunda bu durumun nedeni tam
olarak bilinememektedir ve bu klinik farkliligin rezidiiel enzim aktivitesindeki azalma
oldugu sdylenmektedir [125- 129]. miRNA’larin yas ile degisen profilleri rezidiiel
enzim aktivitesini etkileyebilir ve hastaliklarin klinik siniflamasma, hastaligin
baslangic yasina etki ediyor olabilir. Kalitsal metabolik hastaliklardaki onemli
sorulardan birinin cevabt miRNA’larda sakl1 olabilir. Bir¢ok hastalikta, miRNA'nin
anormal bir sekilde ifade edildigi gbéz Oniline alindiginda, bunlar potansiyel
biyobelirtegler, terapotik hedefler ve terapotikler olarak ortaya ¢ikmustir. Ancak, her
miRNA'nin birden fazla hedefi diizenledigi ve her hedefin birden fazla miRNA
tarafindan diizenlendigi goriildiiglinden, miRNA terapdtiklerinin  hassasiyeti,
ozgiilligi, seciciligi ve iligkili olmayan gendeki hedef etkileriyle ilgili birgok sorun
bulunmaktadir, bu durum istenmeyen toksisiteye yol a¢makta ve tedavide
miRNA’larin kullanimlarmi simirlamaktadir. miRNAlarin bu 6zellikleri, onlar1 giiglii
bir tedavi araci olarak konumlandirsa da, klinik ¢alismalarda gézlenen yan etkileri
yonetmede onemli bir zorluk olusturur. Zhang ve ark. yaptiklar1 ¢calismada; miRNA
terapdtiklerinin  olusturdugu olumsuz etkilerin genis kapsamli miRNA etkilerine
baglanabilecegini énermistir [130]. Su anda, miRNA terapotiklerinin ¢ogu 6n klinik
veya erken insan klinik denemelerinin basglangi¢c asamalarindadir; bu nedenle, diger
miRNA terapotiklerinin insan klinik denemelerinde toksisite veya yan etki agisindan
nasil performans gosterecegi beklenmektedir. Literatiirde pek cok kalitsal metabolik
hastalikla ilgili miRNA calismasi yapilmis olmasina ragmen daha 6nce NKH-miRNA
iligkisini inceleyen bir arastirma bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda, NKH
hastalig1 ve miRNA’lar ile ilgili daha 6nce elde ettigimiz bilgi birikimimizi kullanarak

NKH’deki miRNA ’larin roliinii arastirmak hedeflenmistir.

1.9 miRNA Hastahk iliskisinin Belirlenmesi

Aday miRNA’larin fonksiyonlari, biyoinformatik analiz ve/veya in vitro deneyler
yoluyla degerlendirilebilir ve daha sonra preklinik hayvan modellerinde test edilmeden
once ilerleyebilir. Ayrica, her bir miRNA ile iliskilendirilmis hedeflerin tahmin
edilmesi i¢in birgok veritabani ve algoritma gelistirilmistir. Bir¢ok hesaplama araci
miRNA-gen etkilesimlerini tahmin etmek i¢cin mevcuttur. Baslangicta, TargetScan
veya miRanda gibi tek bir miRNA i¢in hedef tahmin eden algoritmalar gelistirilmistir.
TargetScan gibi algoritmalar, mRNA baglanmasi i¢in esas olan tohum dizisi

bolgelerine dayanarak miRNA hedeflerini tahmin eder.
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Cizelge 1.5 : Faz caligmas1 devam eden/tamamlanmis miRNAlar.

Klinik Deneme

Isim Terapotik Ajan Hedef Hastahk Faz NCT Numarasi Durum
NCT02031133
o . . NCT01872936
Miravirsen (SPC3649) AntagomiR-122 Hepatit C /11 NCT01200420 Tamamlandi
NCT02508090
. . NCT02855268
Lademirsen (RG-012) AntagomiR-21 Alport Sendromu v NCT03373786 Tamamlandi
. . N . N NCT02826525
RG-125/AZD4076 AntagomiR -103/107 Diyabet, Alkol Dis1 Yagl Karaciger Hastalig1 v NCT02612662 Tamamlandi
. . S . NCT03713320
Cobomarsen (MRG-106) | AntagomiR -155 Kutane T Hiicre Lenfomasi, Mikozis Fungoides /11 NCT02580552 Sonlandirildi
MRG-110 AntagomiR -92a Anjiyogenez/Iskemi I | NCT03603431 Tamamland1
. - . NCT02603224
Remlarsen (MRG-201) | miR-29 taklidi Skleroderma, Keloid /1 NCT03601052 Tamamlandi
MesomiR-1 miR-16 taklidi Mezotelyoma, Kiiclik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri | 1 NCT02369198 Tamamlandi
CDR132L AntagomiR -132 Miyokard Infarktiisii II | NCT05350969 Aktif
RGLS4326 AntagomiR -17 OD Polikistik Bobrek Hastaligt I NCT04536688 Tamamland1
MRX34 miR-34 taklidi Coklu Solid Tiimorler I NCT01829971 Sonlandirildi
. . y NCT04120493
AMT-130 rAAVS5-miHTT Huntington Hastalig1 I NCT05243017 Katilim Asamasinda
AMT-162 Yapay-miRNA (anti-SOD1) | Amyotrofik Lateral Skleroz VIl | NCT06100276 | <aulim Asamasinda

Degil
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TargetScan, bugiine kadar miRBase'de belgelenmis neredeyse tiim miRNA dizilerini
kapsar. Bu araclar, miRNA’larin genler iizerindeki etkilerini modellemek ve
dogrulamak icin temel olustururlar. Ancak, ger¢ek hedefleri tahmin etmede 6zgiinliik
veya duyarliliklart eksiktir. miRNAlarin genler ve yollar tizerindeki karsilikl etkilerini
modellemek i¢in daha kapsamli analiz araglar1 gelistirilmistir. Bu analiz araglari,
tahmin edilmis ve dogrulanmis hedeflerle birlikte ifade verileri ve/veya dizileme
bilgilerini kullanarak etkilesim aglar1 olustururlar. Ornegin; miRNet, miRNA-gen
etkilesimlerini gostermek igin istatistiksel analiz saglar ve miRNA-iligkili hastalik
etkilesim aglarmi kesfetmeye yardimer olur. Hedef tahminlerinin 6nceden
spesifikligini artirmak igin, yolak veritabanlar1 dahil edilebilir. Clinkii miRNA hedef
genleri tiim yolaklar diizenleyebilir, islevsel biyokimyasal aglarda hangi varsayilan
hedef genlerin zenginlestirildigi hakkindaki bilgilerin entegrasyonu, hedef
tahmincilerin dogrulama oranlarini énemli Olglide artirir. Son olarak, miRNAlarin
hedef genlerle veya tam tersi sekilde sistemik analizi i¢in, hem dogrulanmis hem de
tahmin edilen hedefler, hedef yolaklar1 ve diger bilgilerin entegrasyonu i¢in araclar
gelistirilmistir. Ornegin; miR TargetLink2 bu miRNA gen iliskilerini miRPathDB veya
mirDIP gibi veritabanlarint kullanir. Hedef tahminlerinin islevsel etkilerinin
spesifikligini artirmak i¢in, bu araglar genellikle mevcut uygulama programlama
araylizlerini kullanir, boylece miRNAlar ve etkilesim grafiginde bulunan hedef
genlerin in silico yolak analizleri i¢cin web hizmetlerine ve ¢evrimici araglara erisir.
Yiiksek tahminli taramalar ve hedef gen tahmini i¢in biyoinformatik araclardaki
ilerlemeler, miRNAlarin ¢alisilmasini ve olasi hedeflerinin ve biyolojik yolaklarinin

tahmin edilmesini 6nemli 6l¢iide kolaylagtirmistir.

Bu tez ¢alismasinin amact NKH'de miRNA'larin ifadesinin hasta ve kontrol grubu
arasinda karsilastirilmasidir. Calismada NKH hastalar1 ve saglikli bireylerden olusan
kontrol grubuna ait kanlardan izole edilen miRNA'lar karsilagtirilip biiyiik 6lcekli
miRNA profillemesi gergeklestirilmistir. Elde edilen miRNA'larin ifadesi analiz
edilerek ve elde edilen sonuglara gore kontrol ve hasta grubu arasinda ifadesi dnemli
derecede farklilik gosteren miRNA'lar segilerek RT-qPCR analizi ile dogrulanmustir.
Calismada, NKH iliskili oldugunu dogruladigimiz miRNA’lar bu hastaligin tanisinda

ve tedavisinde alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Hasta Gruplan

Bu tez caligmasinda; 2013 yilinda Brezilya’da giincellenmis Helsinki Deklarasyonu
kararlarina, Hasta Haklar1 Yonetmeligine ve lyi Klinik Uygulamalar Kurallarina
uygun olarak planlanmis ve TC Saghk Bakanlgi, Saghk Bilimleri Universitesi Dr.
Sami Ulus Kadin Dogum, Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Cocuk Metabolizma Hastaliklar1 Unitesi’ne basvuran klinik, radyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler genetik analizler ile NKH tanis1 alarak izlenen bes NKH
hastas1 (iki AMT ve li¢ GLDC genlerindeki mutasyonlar i¢in homozigot/birlesik
heterozigot olan) ile ti¢c AMT ve dort GLDC geni heterozigot olan tasiyicilarin
yakinlarindan alinan aydmlatilmis onam formu dogrultusunda elde edilmis ornekler
incelenmigtir. Kontrol grubu olarak; hastalar ile ayn1 yas ve cinsiyetteki saglikli
kisilerden alinmis olan 6rnekler aydinlatilmis onamlar1 alinarak incelenmistir. Alti

saglikl1 birey kontrol grubu olarak belirlenmistir.

NKH tanis1 ile takip edilen hastalarin; cinsiyeti, ebeveynler arasi akraba evliligi,
hastalik bulgularinin baslangic yasi, BOS/plazma glisin orani, klinik bulgulari,
mortalite, beyin MR goriintiileme ve MRS bulgulari, EEG bulgular1 kaydedilmistir.
Saglikli grup, NKH semptomlarin1 gostermeyen, muayene ve analizler sonucunda

NKH olmayan hastalardan olusmaktadir.

Calismamiza yonelik veri analizi i¢in gerekli en az hasta sayisini belirleyen bir gii¢
analizi; hastaligin olduk¢a nadir ve mortalitesinin yiiksek olmasindan dolay1
yapilamamaktadir. Kontrol grubunun calismaya dahil edilme kriterleri arasinda;
cocugun ve ebeveynlerinin ¢aligmaya katilmaya istekli olmasi; katilimecinin klinik,
radyolojik, biyokimyasal ve/veya molekiiler genetik analiz ile NKH tanisinin
olmamasi; katilimecinin 0-18 yas arasinda olmasi; ebeveynden ¢alismaya katilim igin
s0zlii ve yazili onam alinmis olmasi; NKH tanisi ile ¢aligmaya dahil edilen hastalarin
yas ve cinsiyetleri ayni yas ve cinsiyette olmasi bulunmaktadir. Caligmaya dahil

edilmeme kriterleri arasinda; ¢ocugun ve/veya ebeveynlerinin ¢alismaya katilmaya
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istekli olmamasi; katilimcinin 0-18 yas arasinda olmamasi; ebeveynden calismaya

katilim i¢in s6zIi ve yazili onam vermemis olmasi bulunmaktadir.

Hastalardan yas, cinsiyet, alinan drneklerin tiirii vb. bilgiler elde edilmistir. Bu tiir nitel
bilgiler bir “Excel” dosyasinda listelenip ¢izelge haline getirilmigtir. Ancak
calismadaki tiim hastalar birer numarayla kodlanmis ve bu hasta dokularindan elde
edilecek tiim nitel ve nicel veriler bu kodlamalar ile kaydedilmistir. Alinan 6rneklerden
ise yapilacak analizlere bagli olarak elde edilecek sayisal bilgiler hem tutulan
laboratuvar notlarinda hem de kullanilacak istatistik programinda (SPSS istatistikleri,
Stiriim 22.0) kayit altina alimmistir. Hastalardan alinan 6rnekler ve o6rneklerden elde
edilen biyolojik materyallerin arta kalanlar1 uygun sartlar altinda -80°C dolaplarda ve

azot tankinda saklanmistir.

Deneyler sona erdikten sonra artakalan 6rnekler -80°C’de uygun sartlar altinda 10 y1l
boyunca TOBB ETU Tip Fakiiltesi Morfoloji Laboratuvarida saklanip daha sonra
uygun sekilde imha edilecektir.

2.2 Ornek Temini

Hastalardan Cocuk Metabolizma Hastaliklar1 Unitesine basvuran NKH tanili
hastalardan ve NKH siiphesi olan yeni tanili hastalardan kontrol i¢in alinan kan
ornekleri NKH tanisinin dogrulugu ve prognozu i¢in hastanemizde rutin olarak
calisilmaktadir. Toplanan drnekler en geg 4 saat igerisinde TOBB ETU Tip Fakiiltesi
Morfoloji laboratuvarlarina gdnderilmis ve asagida belirtildigi gibi islem yapilmustir.
Kan o6rnekleri her hastadan EDTA igeren iki mor tlipte beser mL olarak alinmastir.
Ornekler laboratuvara geldiginde bir ornekten hemen RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Diger tiipteki 6rnek ise 1200xg’de 20 dk oda sicakliginda santrifiij
edilmis ve plazma kismi1 yeni bir tiipe aktarilarak tekrar 1200xg’de 20 dk santrifiij
edilmistir. Daha sonra kullanmak tizere 6rnekler 1 mL’lik tiipler igerisinde kiigiik

miktarlara boliinerek -20°C’de dondurulmustur.

Calisma planinda tiim hastalardan, heterozigot ve saglikli bireylerden tam kan, serum
ve idrar ornekleri toplandi. Ancak serum ve idrar Orneklerden izole edilen total
RNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklart RNA sekans analizi i¢in uygun kalitede
degildi. Bu nedenle sekanslama islemine alinmadilar. Calismamiza sadece

topladigimiz tam kan 6rnekleri ile devam edildi.
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2.3 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in NucleoSpin miRNA Plasma 50 preparat Kit LOT: 2302-001
REF: 740981.50 (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co., Diiren, GERMANY)
kullanilmistir. 11k NucleoSpin® miRNA Plazma prosediiriine baslamadan 6nce,
yikama tamponu MW2 (Konsantre) 25 mL’ye 100 mL %96—-100 etanol eklenmistir.
RNAse icermeyen bir sise rDNase (liyofilize) i¢in 3 mL reaksiyon tamponu
eklenmistir. RNase-free rDNase: rDNase i¢in belirtilen reaksion tampon hacmini (3
mL) rDNase sisesine eklenmis ve oda sicakliginda 1 dk inkiibe edilmistir. rDNase"
tamamen ¢6zmek i¢in flakon hafifce dondiiriilmiistiir. RNA izolasyonu sirasinda; 300
pL 6rnege 90 puL tampon MLP eklenmis ve 5 s vortekslenmistir. Oda sicakliginda (18—
25 °C) 3 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 30 uL tampon MPP eklenmis ve 5
sn vortekslenmistir. Proteini ¢oktiirmek icin 11.000 xg'de 3 dk santrifiijlenmistir.
Berrak siipernatant (iist faz) yeni bir toplama tiiptine (2 mL, kapak) aktarilmistir. 400
uL izopropanol eklenmis ve 5 sn vortekslenmistir. NucleoSpin® miRNA kolonunu
toplama tlipline (2 mL) yerlestirilmis ve numune kolona yiiklenmistir. Oda
sicakliginda (18-25 °C) 2 dk inkiibe edilmistir. 11.000 xg'de 30 sn santrifiijlenmistir.
Alt kismn atilmis ve kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir (300 uL'den fazla
plazma/serum kullanilmigsa, tiim numune kolona yiiklenene kadar bu adim
tekrarlanmistir). Birinci yikama NucleoSpin® miRNA kolonuna 700 pLL tampon MW2
eklenmis, 11.000 xg'de 30 sn santrifiijlenmistir. Alt kism1 atilmis ve kolon tekrar
toplama tiipiine yerlestirilmistir (Opsiyonel). Ikinci yikama i¢in NucleoSpin® miRNA
kolonuna 250 pL tampon MW?2 eklenmis, 11.000 xg'de 2 dk santrifiijlenmistir. Alt
kismi atmak gerekli degildir (Opsiyonel). DNA'y1 uzaklastirmak i¢in, 25 pL rDNase
dogrudan NucleoSpin® miRNA kolonunun silis zarina eklenmistir. Kapagi kapatilmis
ve oda sicakliginda (18-25 °C) 15 dk inkiibe edilmistir. Birinci yikama ig¢in
NucleoSpin® miRNA kolonuna 100 pL. tampon MW1 eklenmis, 11.000 xg'de 30 sn
santrifiijlenmistir. Alt kismi1 atilmis ve kolonu tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir.
Ikinci yikama i¢in NucleoSpin® miRNA kolonuna 700 pL tampon MW2 eklenmis,
11.000 xg'de 30 sn santrifiijlenmistir. Alt kismi1 atilmis ve kolon tekrar toplama tiipiine
yerlestirilmistir. 3. yikama da NucleoSpin® miRNA kolonuna 250 pL tampon MW2
eklenmistir. Membran1 tamamen kurutmak i¢in 11.000 xg'de 2 dk santrifiijlenmistir.
NucleoSpin® miRNA kolonu yeni bir toplama tiiptine (1,5 mL) yerlestirilmistir. 30

uL RNase icermeyen H20 dogrudan kolonun silika membranina eklenmistir. Oda
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sicakliginda (18-25 °C) 1 dk inkiibe edilmistir. Kapagi kapatilmis ve 1 dk 11.000 xg'de
santrifiijlenmistir. Izole edilen RNA &rnegi tiipiin filtre kaginda toplanmis ve analiz

yapmak tizere -80°C’de saklanmistir.

2.4 Yiiksek Ol¢ekli RNA Dizileme Analizi

Calismamizda yiiksek 6l¢ekli RNA dizileme analizi hizmet alimi1 ile BMLabosis BM
Lab. Sist. Ltd. Sti. (Ankara, Tirkiye) firmasinda yapilmistir. RNA'larin safligi,
NanoPhotometerVR spektrofotometresi [IMPLEN, Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)] ile test edilmistir. RNA'larin biitiinligii, Agilent Bioanalyzer 2100 sistemi
(Agilent Technologies, ABD) ile RNA nano 6000 test kiti kullanilarak
degerlendirilmis ve RNA biitlinliik numaras1 (RIN) degeri 4.0 ile 6.0 arasinda tespit
edilmistir. Saflig1, konsantrasyonu ve biitlinliigii uygun olan 6rneklere small RNA
sekans analizi ger¢eklestirilmistir. Yiiksek 6l¢ekli RNA dizileme analizi P1, P2, P3,
T1, T2, T3, T4, TS ve C1 bireylere yapilmistir. C1 (kontrol) 6rnegi i¢in alt1 kontrol
orneginden havuz yapilmistir. P4, P5, T6 ve T7 sekans analizine dahil edilememistir.
Yiiksek oOlcekli RNA dizileme analizi sayesinde, kodlanmayan RNA'lar1 igeren
ongoriilemeyen miRNA profili analiz edilebilmektedir. Bu amagla hastalardan alinan
orneklerin toplam miRNA profillerini arastirmak ve bunlarin analizi i¢in yiiksek

olgekli RNA dizileme yontemi kullanilmustir.

2.4.1 Yiiksek olcekli RNA dizileme analizi metod

RNA safligi NanoPhotometer spektrofotometre ile 6l¢iildii. RNA konsantrasyonu
hesaplandi. Hesaplama i¢in Qubit RNA assay Kit 2.0 flurometer kullanildi. RNA
saglamligi, biitlinliigli icin RNA Nano 6000 Assay Kit kullanildi. Safligi,
konsantrasyonu ve bitiinliigii uygun olan Orneklere small RNA sekans analizi
gerceklestirildi. Amag; miRNA’larin miktarini, dizisini ve varsa novel miRNA’lar

belirlemektir.

2.4.2 Transkriptom sekans analizi

Toplam miktar1 3 mikrogram olan total RNA o6rneginden small RNA kiitiiphanesi
hazirland1. Sekans kiitiiphanesi icin NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep Set
(Illumina, NEB, ABD) iiretici tavsiyelerine uygun olarak kullanildi. Kisaca; NEB 3’
SR adaptorii dogrudan spesifik 3° miRNA, siRNA ve piRNA u¢laria baglanmistir. 3’
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ligasyon reaksiyonu sonrasi, SR RT Primer 3' SR adaptdriiniin fazlasi hibritlenmis ve
tek sarmalli DNA adaptorii ¢ift sarmallt bir DNA molekiiliine doniistiiriilmiistiir. Bu
adim, adaptor-dimer olusumunu 6nlemek i¢in 6nemlidir ve sonraki ligasyon adiminda
5' SR adaptoriine baglanmay1 onler. 5’ adaptorler miRNA, siRNA ve piRNA 5’
uclarina baglanirlar ve sonrasinda ilk sarmal cDNA, M-MuLV Reverse Transkriptaz
(RNaz H-) kullanilarak sentezlenirler. PCR amplifikasyonu, LongAmp Taq 2X master
miks i¢cin SR primeri ve indeks primeri kullanilarak yapilmistir. PCR {iriinleri %8
poliakrilamid jel (100V, 80 dk) iizerinde saflagtiriimistir. 140-160 bp'ye karsilik gelen
DNA fragmanlar1 (small noncoding RNA ve 3' ve 5' adaptdrlerinin toplam uzunlugu)
tespit edilmis ve 8 uL eliisyon tamponunda ¢oziilmiistiir. Son olarak, DNA ytiksek
hassasiyetli ¢ipler kullanilarak Agilent Bioanalyzer 2100 sisteminde kiitliphane

kalitesi degerlendirilmistir.

2.4.3 Kiimeleme ve sekanslama

Indeks kodlu numunelerin kiimelenmesi, iireticinin talimatlarina goére TruSeq SR
cluster kiti v3-cBot-HS (illumina) kullanilarak bir cBot cluster kenerasyon sisteminde
yapilmistir. Kiime olugturma igleminden sonra, kiitliphane hazirliklari [llumina Hiseq

2500/200 platformunda sekanslanmis ve tek iplikli 50bp okumalar ile olusturulmustur.

2.4.4 Veri analizi

Fastq formatindaki ham veriler (ham okumalar) ilk olarak in-house olarak islenmis.
Bu adimda; ham veriden adaptdr iceren okumalar, ploy-N iceren okumalar ve diisiik
kaliteli okumalar ¢ikarilmis ve temiz okuma (clean reads) elde edilmistir. Daha sonra,
temiz okumalardan taramaya kadar belirli bir uzunluk arali§i secilmis ve sonraki
analizler, yliksek kalitede tiim temiz verilere dayandirilmistir. Small RNA pargalari,
referans dizi iizerindeki ifadesini ve bozulmalarini analiz etmek i¢in Bowtie v2.2.3

tarafindan referans dizisine eslenmigtir [131].

2.4.5 Bilinen miRNA dizisi hizalama

Bilinen miRNA'y1 aramak ig¢in haritalanmig small RNA etiketleri kullanilmas.
miRBase21.0 veri tabani referans olarak kullanilmig, modifiye yazilim mirdeep2.0.0.5
ve srna-tools-cli potansiyel miRNA'y1 elde etmek ve ikincil yapilar1 belirlemek igin
kullanilmistir [132]. Protein kodlayan genlerden, tekrar dizilerinden, rRNA, tRNA,
snRNA ve snoRNA'dan kaynaklanan etiketleri ¢ikarmak i¢in small RNA etiketleri,
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RepeatMasker, Rfam veri tabanina veya belirtilen tiirlerin kendisinden bu tiir verilerle
eslenmistir. miRNA'nin hedef geninin tahmini insan i¢in miranda tarafindan

yapilmistir [133].

2.4.6 Yeni miRNA tahmini

miRNA Onciistinlin hairpin yapisinin 6zelligi, yeni miRNA'y1 tahmin etmek icin
kullanilabilir. Mevcut yazilim miREvo v1.1 ve mirdeep2, ikincil yapiy1, dicer boliinme
bolgesini ve Onceki adimlarda aciklanmayan small RNA etiketlerinin minimum
serbest enerjisini kesfederek yeni miRNA'y1 tahmin etmek i¢in entegre edilmistir [132,

134].

2.4.7 miRNA miktarinin belirlenmesi

miRNA ifade seviyeleri, asagidaki kriterler araciligryla TPM (1 milyondaki transkript)
ile tahmin edildi [135]. Normallestirme formiilii: Normallestirilmis ifade= (eslenmis

okuma sayisi/toplam okuma) x1.000.000

DESeq2 R paketi kullanilarak iki kosulun/grubun (kosul basina iki biyolojik kopya)
diferansiyel ifade analizi yapilmistir. DESeq2 ile gen ifade verilerinde diferansiyel
ifadelerini belirlemek i¢in negatif binominal dagilimina dayali bir model kullanarak

istatistiksel analizi yapilmaistir.

2.4.8 Diferansiyel olarak ifade edilmis genlerin GO ve KEGG ile analizi

GO ve KEGG zenginlik analizinin {i¢ 6nemli amaci vardir. 1) Molekiiler biyolojinin
anahtar roliindeki alt gruplarini tanimlamak icin kontrol edilebilen, yapilandirilmig
sozlik gruplarim1 olusturmak. 2) GO ve KEGG terimlerini biyolojik veri
tabanlarindaki genlerin atiflandirilmasi i¢in uygulamak. 3) GO ve KEGG atiflandirma
veri setlerini kullanilmak i¢in gelistirilen yazilim araclarina erisimi saglayan merkezi
genel bir kaynagi sunmak. Biitiin gen iiriinleri ii¢ siire¢ prensibiyle tanimlanir. Bunlar;

molekiiler proses, biyolojik proses ve hiicresel bilesenlerdir.

Diferansiyel olarak ifade edilen genlerin fonksiyon zenginlestirme analizi, Gen
Ontology (GO), Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG) ve Reactome yolu

analizi dahil olmak tizere clusterProfiler R paketi tarafindan uygulanmustir.
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2.5 Biyoinformatik Analiz

NKH ile iligkili yolaklar, PubMed ve PMC veritabanlarinda 'Pathways from PubChem'
kullanilarak belirlenmistir (Cizelge 2.1 ve 2.2). Ama¢, NKH hastalik genlerini
hedefleyen miRNA'lar1 tespit etmektir.

Cizelge 2.1 : AMT geni iligkili PubChem kaynakli yolak isimlendirmeleri.

Isimlendirme Kategori Database
Metabolism Pathway Reactome
Amino acid and derivative metabolism Pathway Reactome
Glyoxylate metabolism and glycine degradation Pathway Reactome
Glycine degradation Pathway Reactome
Glycine cleavage Pathway BioCyc
One-carbon metabolism Metabolic Process | WikiPathways
Trans-sulfuration, one-carbon metabolism and WikiPathways
related pathways
Glycine and Serine Metabolism Metabolic PathBank
Ammonia Recycling Metabolic PathBank
Dimethylglycine Dehydrogenase Deficiency Disease PathBank
Dihydropyrimidine Dehydrogenase Deficiency Disease PathBank
Sarcosinemia Disease PathBank
Non-Ketotic Hyperglycinemia Disease PathBank
Hyperglycinemia, Non-Ketotic Disease PathBank
Glycine Encephalopathy Disease PathBank
3-Phosphoglycerate Dehydrogenase Deficiency Disease PathBank
Folate metabolism (Folate metabolism) Pathway INOH
Metabolic Epileptic Disorders WikiPathways
Glycine biosynthesis II Pathway BioCyc
Glycine cleavage Pathway BioCyc
Metabolic pathways Pathway KEGG
Inborn Errors Metabolism Disease GLAD4U
Metabolic Diseases Disease GLAD4U
Nutritional and Metabolic Diseases Disease GLAD4U

miRWalk, mirDB, TargetScan, Mirtarbase, miranda gibi miRNA tahmin araclar;
KEGG, Panther, Reactome, Wikipathway gibi yol analiz araclari; Disgenet, GLAD4U
ve OMIM gibi hastalik analiz araglar1 kullanilmistir. Hastalik ve ilgili yolaklarla
anlamli korelasyon gosteren miRNA'lar tespit edilmistir. Belirlenen miRNA'larin
dogrulugunu artirmak amaciyla, en az iki tahmin aracinda belirtilen miRNA'lar listeye
alimnmistir. Ayrica, belirlenen miRNA'lar yol-miRNA ve hastalik-miRNA iligkisini
dogrulamak i¢in analiz edilmis ve AMT ve GLDC mRNA'larina baglanma bolgeleri

belirlenmistir.
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Cizelge 2.2 : GLDC geni iligkili PubChem kaynakl1 yolak isimlendirmeleri.

Isimlendirme Kategori Database
Metabolism Pathway Reactome
Amino acid and derivative metabolism Pathway Reactome
Glyoxylate metabolism and glycine degradation Pathway Reactome
Glycine degradation Pathway Reactome
Glycine cleavage Pathway BioCyc
Glycine and Serine Metabolism Metabolic PathBank
Ammonia Recycling Metabolic PathBank
Dimethylglycine Dehydrogenase Deficiency Disease PathBank
Dihydropyrimidine Dehydrogenase Deficiency Disease PathBank
Sarcosinemia Disease PathBank
Non-Ketotic Hyperglycinemia Disease PathBank
Hyperglycinemia, Non-Ketotic Disease PathBank
Glycine Encephalopathy Disease PathBank
3-Phosphoglycerate Dehydrogenase Deficiency Disease PathBank
Glycine and Serine metabolism Pathway INOH
Metabolic Epileptic Disorders WikiPathways
Glycine biosynthesis 11 Pathway BioCyc
Glycine cleavage Pathway BioCyc
Metabolic pathways Pathway KEGG
Inborn Errors Metabolism Disease GLAD4U
Metabolic Diseases Disease GLAD4U
Nutritional and Metabolic Diseases Disease GLAD4U

miRNA'larin  islevleri, hedef mRNA'larinin gen zenginlestirme analizi ile
belirlenmistir. NKH hastalig1 i¢in hastaligin genlerini (AMT, GLDC, GCSH genleri)
hedefleyen miRNA’larin belirlenmesi amaclanmistir. miRNA tahmin araci olarak
‘miRWalk’, yolak analiz araci olarak ise ‘webgestalt’ kullanilmistir. Takip edilmesi
istenen basamaklar asagidaki gibidir; miRWalk ‘disease’ kismindan NKH/Glisin
ensefalopatisi secilip ilgili miRNA’lar excel dosyasina aktarilmigtir. miRWalk ‘genes’
kismindan NKH’de yer alan AMT, GLDC, SLC6A9 ve GCSL genlerini hedefleyen
miRNA’lar belirlenerek ‘venny’ de c¢akistirllmis ve dort geni de hedefleyebilecek
miRNA’larin listesi elde edilmistir. Secenekleri artirmak i¢in en az iki genin ortak
oldugu miRNA’lar da secilir. miRNA’lar belirlendikten sonra en az iki tahmin
aracinda ortak olacak sekilde birer kademe azaltarak miRNA’lar filtrelenmis ve excel
dosyas1 olusturulur. Filtrelemeler miRWalk’tan yapilir. Once miRWalk, Targetscan,
Mirtarbase ve miRdb’de ortak olan miRNAlar segilir ve secilen miRNA’lar miRWalk
‘miRNAs’ kismimna yazilir ve hedef genler bulunmus olur. Hedef genler excel
dosyasina aktarilir. Elde edilen hedef genler webgestalt’a yiiklenerek yolak analizi

yapilmistir. miRWalk’ta glisin ensefalopatisini hedefleyen miRNA’lar bulunmus ve

38



NKH 3°’UTR miRNA, NKH 5’UTR miRNA’lar ve NKH miRNA CDS dosyalarinda
miRNA’larin genlerini hedefledikleri pozisyonlarina gore 3 farkli excel dosyasi
olusturularak diizenlenmistir. miRNA’lar ikinci adimda belirtildigi gibi belirlenerek
‘NKH ortak miRNA’lar’ adinda bir excel dosyast olusturulmustur. Daha sonra
belirlenen miRNA’lar ile yolak analizinin yapilmas1 planlanmistir. Ikinci adimda tiim
tool’larda ortak miRNA bulunamadigindan miRWalk harig en az iki tool’da ortak olan
miRNA’larla ¢alismaya baslanmasina karar verilmis ve bu dogrultuda 12 miRNA
belirlenmistir. Yolak analiz sonuglarina gore filtrenin kademeli olarak azaltilmasi ve
yeni miRNA’larin bulunmasi planlanmistir. Belirlenen miRNA’lar belirlendikten ve
yolak analizleri yapildiktan sonra mutlaka ¢alismaya uygunlugunun belirlenmesi i¢in
literatiirden taranmistir. Yolak analizi i¢in iki farkli yol izlenmistir. Webgestalt
tool’unda ‘pathway’ kismi kullanilarak KEGG, Panther, Reactome, Wikipathway
yolaklar1 ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Ikinci yol i¢in ‘disease’ kismu kullanilarak
Disgenet, GLAD4U ve OMIM databaseleri incelenmistir. miRNA’larin hedefleri
miRWalk’ta 3’UTR, 5’UTR ve CDS seklinde indirip hazirlandigindan yolak analizleri
3’UTR, 5°’UTR ve CDS i¢in ayr1 ayr1 incelenmistir. Yolak analizi yapilirken miRNA
hedef genlerinin; Glisin ve glisin degredasyonu ile ilgili yolaklara ve AMT, GLDC,
GCSL ve SLC6A9 genleri hedefleyip hedeflemedigine, NKH’yi ve NKH genlerini
hedefleyip hedeflemedigine, NKH’ye yakin bir metabolizma hastalifina ve NKH
genlerini hedefleyip hedeflemedigine dikkat edilmistir.

Yolak analizinde; ‘glycine, serine and threonine metabolism’, ‘one carbon pool by
folate’, ‘inborn erros of metabolism’, ‘metabolic diseases’, ‘genetic diseases’,
‘glyoxylate metabolism and glycine degradation’ anahtar sozciikleri kullanilarak NKH
yolag ile iligkili miRNA’lar belirlenmistir. AMT, GCSL, GLDC, SLC6A49 genlerini
hedefleyen miRNA’lar teker teker bulunmus ve ‘venny’ de c¢akistirilarak dort geni
hedefleyen miRNA’lar belirlenmistir.

Dort geni de hedefleyebilecek 788 miRNA belirlenmistir. Ancak bu miRNA’lar en az
iki miRNA tahmin aracinda ortak olarak bulunan 11 miRNA elde edilmistir. Elde
edilen 11 miRNA’nin yolak analizi yapilmistir. Yolak analizinde igerisinde ‘glycine,
serine and threonine metabolism’, ‘one carbon pool by folate’, ‘inborn erros of
metabolism’, ‘metabolic diseases’, ‘genetic diseases’, ‘glyoxylate metabolism and
glycine degradation’ anahtar sozciikleri kullanilarak NKH yolagi ile iliskili

miRNA’larin oldugu belirlenmistir. Daha sonra belirlenen 11 bilinen aday miRNA’ya
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ve bes novel miRNA’ya primerler tasarlanmistir. NKH hastalari, heterozigot bireyler
ve kontrol gruplarinda aday miRNA iligkili primerler ile RT-qPCR yapilarak
belirlenen 15 miRNA’nin dogrulugu kontrol edilmistir. Calismamizin akis semasi
sekil 2.1°de 6zetlenmistir.

(A)

Ornek toplama /izolasyon

—
/ Biyoinformatik analiz Small RNA Sekanslama J \

Kalite kontrol {QC) Analizi

o

Filtreleme
[Trimming, Uzunluk dagiimian )

Referans Genoma gére
haritalama (GRCh38)

[ Siniflama ve Miktar Tayini ]
-
-0 1 q - Tekrarla iligkili
LY W, ST Bilinen miRMA’lar Movel miRNA'lar Ekson/intron errar a,l A
snoRNA sRNA'lar
b J
[ 3 Diferansiyel | iRMA ;
\ Temel E¢ilim Hedef Gen ——— m miRNA /
Sekonder Yapi = - Ekspresyon Dizenleme - /
Analizi Tahmini Pl . Siniflama Analizi
Analizi y Analizi
(BV Fonksivonel Agiklama AMT gen (homozigot+ \
B heterozigot)
Il,t { Farkh Eksprese Olan miRMNA'lar 1 y
|
~ GLDC gen [(homozigot+
‘ Tahmin Araclan heterozigot)

(KEGG, Reactome, Panther, OMIM,

disgenet, GLADAU databaseler) )

~

AMT/GLDC Genleri lliskili Yolaklar

{i) En az 2 veritabaninda aciklamah
{iil FDR<D,05

¥

[ Aday miRNAlar ]

| Dogrulama |
{gRT-PCR, western blot)

-

Sekil 2.1 : A) Bireylerden alinan numuneler ile RNA sekanslama ve biyoinformatik
analiz basamaklari, B) NKH iligkili aday miRNA’larin belirlenmesi i¢in fonksiyonel

calisma basamaklari.
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2.6 cDNA Sentezi ve Real Time qPCR Analizi

Orneklerden elde edilen RNA’lar cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. cDNA sentezi igin
miRCURY LNA RT Kit Cat No: 3399340 LOT: 76901020 (Qiagen, ALMANYA) kiti
kullanilmistir. Rekasiyona baslamadan once; UniSp6 (U6) RNA spike-in’i 80 pl
niikleaz icermeyen su vortekslenmis, 20-30 dk buzda bekletilmistir (tamamen
cozlinmesi i¢in). Alikotlanarak -30- -15°C arasinda saklanmistir. Reaksiyon 20 pl’lik
PCR tiiplerine hazirlanmistir. RT-qPCR sentezi i¢in miRNA RT-qPCR miRCURY
LNA SYBR Green PCR Kit (200) Cat No: 339345 LOT: 7690968 (Qiagen,
ALMANYA) kiti kullanilmistir (Cizelge 2.3). Primerler 6nce hafifce vortekslenip
santrifiijlendikten sonra iizerine 220 pl niikleazsiz su eklenmis ve oda sicakliginda 20
dk inkiibe edilmistir. cDNA’lar 1:60 oraninda seyreltilmistir. RT-qPCR sentezi igin
her bir RNA 6rnegi, RNaz igermeyen su kullanarak 5 ng/ul'ye seyreltilmistir. Ters
transkripsiyon reaksiyonlarini hazirlanmis ve buz tizerinde tutulmustur. 42°C’de 60 dk
boyunca inkiibe edilmis, 95°C’de 5 dk boyunca inkiibe ederek ters transkriptaz
inaktive edilmistir (Cizelge 2.4). Ornekler 4°C’de sogutulmus ve -80°C’de

saklanmustir.

Cizelge 2.3 : cDNA sentez protokolii.

5X miRCURY RT reaksiyon tamponu 2ul
Niikleaz igcermeyen su 4,5 ul
10X miRCURY RT enzyme karisimi 1wl
RNA spike-in (opsiyonel) 0,5 ul
Template RNA (5 ng/uL) 2 ul
Toplam hacim 10 ul

Cizelge 2.4 : cDNA sentez reaksiyon sartlari.

Adim Siire (dk) Sicaklik (°C)
Ters transkripsiyon 60 42
Reaksiyon inaktivasyonu 5 95
Saklama Sonsuz 4

Sentezlenen cDNA’lar 1:60 oraninda RNAaz igermeyen su ekleyerek seyreltilmistir.
Kitte verilen soliisyon ve talimatlara gore “SYBR Green master miks” ile bir reaksiyon
karigimi hazirlanmistir (Cizelge 2.5). Bu karisim PCR tiiplerine dagitilmig ve oda
sicakliginda santrifiij edilmistir. PCR tiipleri ger¢cek zamanli PCR cihazina
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yerlestirilmis ve program baslatilmistir. Reaksiyon, 95°C'de 2 dk siireyle bir baslangic
adimi ardindan, 10 sn siireyle 95°C'de ve 1 dk siireyle 56°C'de 45 dongiide
gerceklestirilmistir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.5 : U6 Primeri LOT: 20103903-5 (Qiagen, ALMANYA) i¢in protokolii.

2X miRCURY SYBR Green Miks Sul
Resuspended PCR Primer Miks 1wl
cDNA Template (1:15) 4 ul
Total hacim 10 pl

Cizelge 2.6 : RT-qPCR reaksiyon sartlari.

Adim Siire Sicaklik (°C)
PCR baglangic 1s1 aktivasyonu 2 dk 95
2 adimli dongii (45 dongii)
e Denatiirasyon 10 sn 95
e Uzatma 1 dk 56
e Soguma 5dk 40

Veriler, taban ¢izgisini uyarlamak i¢in otomatik karsilastirmali esik (Ct) ayari ile

analiz edilmistir. miRNA ifadesini belirlemek i¢in 274A¢T yontemi kullanilmistir.

2.7 Analiz Sonuclarin1 Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows 20 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL) programi kullanilarak yapilmistir. Siirekli
degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmis,
normal  dagilima  bagli olarak tanimlayict  istatistiklerin  gOsteriminde
ortalamatstandart sapma veya ortanca (CAG — Ceyreklikler Arast Genislik)
kullanilmistir. Kategorik degiskenler sayr ve ylizde olarak verilmistir. Calisma
gruplarini karsilagtirmak icin parametrik test varsayimlarina gore t testi veya Mann-
Whitney testi uygulanmistir. Kategorik verilerin kiyaslanmasinda; ¢apraz c¢izelgeler
olusturulmus ve Ki-Kare ve/veya Fisher’in Kesin Ki-Kare testi kullanilarak gruplar
karsilastirilmistir. Degiskenler arasindaki iliskileri aragtirmak icin korelasyon analizi

uygulanmustir.
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Tiim istatistiksel analizler o =0,05 Tip I hata diizeyi ile yapilmis ve istatistiksel

kararlarda p<0,05 degeri anlaml farkliligin gostergesi olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Hasta Verilerinin Sonuclari ve Genetik Analizleri

Caligmaya dahil edilen her bes NKH hastasinin akraba evlilikleri, klinik bulgulari,
giincel durumlari, laboratuvar ve goriintiilleme bulgular1 detayli olarak ¢izelge 3.1°de,

epidemiyolojik ve genetik verileri ise ¢izelge 3.2’de belirtilmistir.

3.2 Kiiciik RNA Dizileme Verilerinin Genel Goriiniimii

Bu caligsmada, 6rnekler P1, P2, P3, T1, T2, T3, T4, TS ve CI1 olarak toplanmis,
dizilenmis ve analiz edilmistir. C1 olan kontrol 6rnegi i¢in toplam alt1 saglikli bireyin
izole edilen RNA’lar1 havuzlanmistir. Dokuz kan 6rneginin okuma uzunluklarmin
dagilimi Sekil 3.1°de gosterilmektedir. Ham okuma uzunlugu 50 niikleotid (nt) olup,
adaptorler ve her iki uctaki (5" ve 3’) rastgele 4 bazin kirpilmasindan sonra okuma
uzunlugu 0 nt ile 42 nt arasinda degismistir. Kiitiiphane hazirlama asamasinda boyut
secimi yapilmadan, her bir 6rnek i¢in okuma uzunlugu dagiliminda doért tepe noktasi
olusmustur. Yapisal Ozelliklerine gore, miRNA’larin ana tepe noktasinin 22 nt
civarinda oldugu goriilmiistiir. Bir RNA molekiiliinlin tespit edilip edilmedigini
belirlemek i¢cin okuma sayis1 esik degeri 5 olarak belirlenmis (=5 tespit edildi, <5 tespit

edilmedi).

Toplam kiigiik RNA okumalarinin ¢ogunlugunu miRNA’lar olusturmaktadir. En
diisiik okuma sayisina sahip olan P2, 4 milyonun iizerinde okuma igermektedir.
Toplam okuma (119.949.992) olusturulmus ve 2.067.676 essiz okuma yapilmistir.
Diisiik kaliteli okumalar kaldirildiktan sonra, kiiciik RNA’larin (18-35 nt) uzunluk
dagilimi, tiim gruplarda temiz ve essiz okumalar arasinda 22 nt uzunlugunun en bol
siif oldugunu gostermistir. NKH hastaliginin molekiiler mekanizmalarin1 anlamak
icin dokuz cDNA kiitiiphanesi dizilenmistir. Bu temiz okumalar, insan genomuna

(hg38) %98,59’un lizerinde haritalanma oranlariyla hizalanmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.1: NKH hastalar1 klinik, laboratuvar ve goriintiileme bulgulari.

Hasta

Aktivite, Hipsaritmi

Paterni

Paterni

P1 P2 P3 P4 P5
Akrabahk + + + + -
Emme Zayifligi, Emme Zayiflig1, Hipotoni, U,
Hipotoni, Mikrosefali, | Nobet, Higkirik, Gelisim O s . . | Emme Zayiflig1, Nobet, Erpme Z.aylf.hgl’ Nob'et, ..
. . .. S v Emme Zayifligi, Nobet, Hipotoni, . A . Hipotoni, Mikrosefali, Gelisim
Klinik Bulgular Gelisim Geriligi, Geriligi, Artmig DTR, . 2 Hipotoni, Mikrosefali, e
N . . Gelisim Geriligi .. T Geriligi, Artmis DTR, Yutma
Nobet, Artmis DTR, Mekanik Ventilasyon, Gelisim Geriligi Disfonksivonu Gastrostomi
Patolojik Refleksler Gerektiren Solunum Sikintisi y
Exitus (50 Ay), . o
Klinik Sonu¢ Epilepsi, Gelisim Exitus (79 Ay), Epilepsi, Gelisim Geriligi, Epilepsi Gelisim Geriligi, Epilepsi | Gelisim Geriligi, Epilepsi
TR . Gelisim Geriligi
Geriligi, Mikrosefali
BOS Glisin Seviyesi
(N <20 pmol/L) 71,2 175 400,4 116,9 NA
Plazma Glisin Seviyesi
(N: 125-450 pmol/L) 499 1910 1690 688 791
BOS/Plazma Glisin
Oram (N<0.02) 0,14 0,09 0,23 0.17 NA
Korpus Kallozum Yaygin Hipomiyelinasyon | Korpus Kallozum Disgenezi
Kraniyal MRI Bulgular: D¥sgen621, Ventrllfuler Yaygin Hipomiyelinasyon Korpus K?HOZI.lm DlsgeneZI Bilateral Hipokampal Ventrikiiler Dilatasyon
Dilatasyon, Vermian Yaygin Hipomiyelinasyon .
. . Atrofi Mega Sisterna Magna
Hipoplazi
Kraniyal MRS Bulgular1 | Normal (Tedavi 6ncesi
+ +
(Glisin pik) ornek alinmadi) NA NA
. o . I Multifokal Epileptik Multifokal Epileptik Aktivite
EEG Bulgulan Multifokal Epileptik Multifokal Epileptik Aktivite Hipsaritmi, Burst Suppresyon Aktivite, Burst Suppresyon | Burst Suppresyon Paterni

Serebral Disfonksiyon

Not: Ornekler es zamanl olarak almmustir. P1 ve P2, daha 6nceki ¢alismamizda bildirilmistir [136]. Kisaltmalar: +: evet, BOS: Beyin Omurilik Stvisi, MRI:
Manyetik Rezonans Goriintilleme, MRS: Manyetik Rezonans Spektroskopisi, EEG: Elektroensefalografi, DTR: Derin tendon refleksleri, NA: mevcut degil.
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Cizelge 3.2: NKH hastalar1, heterozigot bireyler ve kontrol gruplarin epidemiyolojik ve genetik verileri.

Hasta Cinsiyet Yas Zigosite Gen Mutasyon RefSeq
P1 E 4 Homozigot AMT c.631G>A, p.E211K NM_000481.4
P2 K 7 Homozigot GLDC  |c.2237A>G, p.D746G NM_000170.3
P3 E 1 Homozigot GLDC c.2714T>A, p.VI0SE NM 000170.3
P4 K 6 Homozigot GLDC c.1382G>A, p.R461Q NM 000170.3
P5 K 16 | Birlesik heterozigot | AMT g:giiggﬁ&f&;ﬂggﬁ% CTCA NM_000481.4
T1 E 9 Heterozigot AMT c.452 466delAAGATTTGGCCCTCA NM_000481.4
T2 K 20 Heterozigot GLDC |c.2714T>A, p.V905E NM_000170.3
T3 K 7 Heterozigot GLDC |c.2640T>G, p.D88OE NM_000170.3
T4 K 28 Heterozigot GLDC c.1382G>A, p.R461Q NM 000170.3
TS E 30 Heterozigot GLDC c.1382G>A, p.R461Q NM 000170.3
T6 K 36 Heterozigot AMT c.452 466delAAGATTTGGCCCTCA NM_000481.4
T7 E 39 Heterozigot AMT c.15_18delAAGT, p.s6W{s*89 NM 000481.4
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Sekil 3.1 : RNA sekans analizi verileri okuma uzunluklarinin dagilima.

Bu sonuglar, RNA-seq yonteminin hg38 genomundan kii¢iik RNA’larin énemli bir
kismini yakaladigin1 gostermektedir. NKH hastasi, heterozigot ve kontrol gruplari
arasinda gen ifadesinin farkli analizini yapmak i¢in RNA-seq okumalarinm
normallestirmede FPKM (ekzon modelinin kilobazi bagina milyon fragman) degerleri
kullanilmis; bu normallestirme [log2(kat degisim) [>1 ve q-degeri <0,05 kriterlerine

dayandirilmistir.

Calismada 1532 matur miRNA belirlenmis, miRNA’larin dizisi, genomdaki
pozisyonu, bireylerdeki okuma sayisi, bireyler arasi ifade farkliliklar1 analiz edilmis
ve NKH hastaligi ile iligkili miRNA’lar belirlenmistir. Caligmamizda sekans verileri
mutasyon tipine gore gruplandirilmis ve hastalar ile kontrol grubu arasinda ifade farki
anlamli olan ve biyoinformatik olarak NKH yolag: ile iliskili olan miRNA’lar
belirlenmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.1 :

Kiiciik RNA dizilemesi, kalite analizi, filtreleme ve hizalama adimlariyla {iretilen verilerin istatistikleri.

Toplam = — = " . . Haritalanan | "+" Mapped | "-" Mapped
>
Hasta Okuma Q30 GC Igerigi | N% > 10% | Temiz Okuma |[Toplam sRNA| Uniq Okuma SRNA SRNA SRNA
ar |oies1.438] %o7.85 | 49779 31 21595191 | oo | saggre | 20-513295 [ 11.818.480 | 8.604.815
i i 0 (%0.00) (%99,60) i ' (%99,07) (%57,08) (%41,99)
139 12.757.643 12.493.372 | 6.612.285 | 5.881.087
P1 |[12.823.409| %97,70 | 49.21% 12.642.888 | 139.539
. ® | (%0.00) (%99,49) (%98,82) (%52,30) (%46,52)
o | aaeeses | weras | sssu 5 4481713 | o oo 3 G 4358537 | 2.521.018 | 1.837.519
S " 25227 (9%0,00) (%99,44) e ' (%98,79) (%57,14) (%41,65)
_ 0 13.917.888 13.535.582 | 9.990.698 | 3.544.884
P3 |[14.068.258| %98,50 | 51,28% 13.728.353 | 196.003
B ° | (%0,00) | (%98,93) (%98,60) (%72,77) (%25,82)
vi  |isasssns| swem | dmom 0 15249918 | oo | s36356 | 14590799 | 8.382119 | 6.208.680
: ¢ B ( 2 L 4 .
e (%0.00) | (%98,59) (%97,42) (%55,96) (%41,45)
0 12.117.776 11.600.037 | 8.762.296 | 2.837.741
T2 .206. 9 50,28% .910. 3
12.206.124 | %98,56 o | (9%0.00) (9%99,28) 11.910.770 | 283.493 (%97,39) (%73,57) (%23,83)
w5 | somesienn | siozea | B0 0 19.580.882 | o0 1o | sqg809 | 19067735 | 11819571 [ 7.248.164
. a SV, 4 0 . o .
i (%0.,00) (%99,57) (%98,83) (%61,26) (%37,57)
0 11.524.567 11.118.834 | 7.154.579 | 3.964.255
T4 |11.638.318| %98,62 | 50.43% 11.432.590 | 254.519
o= | (%0.00) | (%99,02) (%97,26) (%62,58) (%34,68)
, 0 10.955.043 10.630.529 | 6.685.572 | 3.944.957
T5 |11.018.381| %97,69 | 49,94% 10.845.013 227.45
° ° | (%0,00) | (%99,43) (%98,02) (%61,65) (%36,38)
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Cizelge 3.2 : Sekans verilerinde hasta, heterozigot gruplarda kontrol grubuna gore anlamli farklilik gosteren miRNA’lar.

Okuma Sayilari

miRNA Mature miRNA Sekans Dizisi mfe Pozisyon CiTPi o2 T p3 111 12 113 113 15
hsa-miR-133a-3p 5'-UUU GGU CCC CUU CAA CCA GCU G -3' - - 121161616343 52 29194 16
hsa-miR-152-5p 5'- AGG UUC UGU GAU ACA CUC CGA CU -3' - - 2115 (191912510 (133
hsa-miR-219b-5p 5'- AGA UGU CCA GCC ACA AUU CUC G -3 - - 1214 (0120 18 |25 7110
hsa-miR-433-3p 5'- AUC AUG AUG GGC UCC UCG GUG U -3' - - 1517 (1214282462 7 |23] 4
hsa-miR-504-5p 5'- AGA CCC UGG UCU GCA CUCUAU C -3' - - 814 |8 |19|11] 94 [25]44] 13
hsa-miR-627-5p 5'-GUG AGU CUC UAA GAA AAGAGGA -3 - - 491193121 6 10]4] 4
hsa-miR-671-3p 5'-UCC GGU UCU CAG GGC UCC ACC -3 - - 16 126 4 | 15|91 46 |31 ]| 5|14
hsa-miR-4503 5'-UUU AAG CAG GAA AUA GAAUUU A -3' - - 3301 2 14| 1 3813 ] 6
hsa-miR-4669 5'- UGU GUC CGG GAA GUG GAG GAG G -3' - - 0130710110 5 |5]8]10
hsa-miR-4707-3p 5'- AGC CCG CCC CAG CCG AGGUUCU -3 - - 3510|1171 019 9 0|8 ]12
hsa-miR-5189-3p 5'-UGC CAA CCG UCA GAG CCC AGA -3 - - 24114103 |1 3 91110
novel 62 5'- uug aga uac uga cua guc ugg u -3' -18.00 | 6:26322846..26322914:+ (206 O [ 17 [ 18| O 9 197194 | 83
novel 278 5'- gug ugu gca ccu gug ucu guc -3' -39.20 | 19:18284683..18284742:+ | 20 | 27 | 2 1 129] 4 17110 7
novel_363 5'- uca gac uac cua aau gag cac u -3' -46.60 | 2:101309449..101309536:+ 4 [ 15| 0 [ 2 | IS5 1 81110
novel 480 5'-ucc cca acc ccu gee cge aga -3' -30.00 | 19:10828978..10829037:+ | 21 | 5 1 5160 0 6 10| 0
novel 662 5'- ccc cac uge uaa auu uga cug gcu u -3' -29.00 | 2:88229571..88229663:- 10171 7 16|37 20 | 18 4
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Her bir grupta paylasilan ortak miRNA’larin artmis ifadesi ve azalmig ifadesini
incelemek amaciyla, kontrol grubuna gore ifadeleri anlamli sekilde degisen
miRNA’larin bir venn diyagrami olusturulmustur. P1 (4AMT homozigot), T1 (AMT
heterozigot) arasinda toplam 440 miRNA ortaktir ve 440 miRNA’dan 31 adedinin
Cl’de ifade edilmedigi tespit edilmistir. hsa-miR-4669 NKH yolag: ile iligkili
bulunmustur (Sekil 3.2).

P1

T1

Sekil 3.2 : AMT homozigot ve heterozigot bireylerde iliskili miRNA sayisi.

Ayni sekilde P2 (GLDC homozigot), P3 (GLDC homozigot) arasinda 428 miRNA
ortaktir ve 38 adet miRNA’nin Cl1’de ifade edilmedigi tespit edilmistir. GLDC
heterozigot bireyler (T2, T3, T4, T5) arasinda toplamda 380 ortak miRNA mevcuttu
ve 14 tane miRNA C1’de ifade edilmedigi tespit edilmistir. GLDC homozigot ve
GLDC heterozigot mutasyonuna sahip bireylerde 344 adet ortak miRNA bulunmus ve
bu bireylerde bulunan 344 miRNA Cl1’e gore kiyaslandiginda ii¢ adet miRNA’nin
Cl’de ifade edilmedigi, kalan 341 miRNA’nin biitiin gruplarda ifade edildigi tespit
edilmistir. hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-504-5p ve hsa-miR-3117-3p C1’e gére GLDC
geninde mutasyon tasiyan bireylerde ifade edilmekte, C1’de edilmemektedir. Bu ii¢
miRNA’dan hsa-miR-133a-3p ve hsa-miR-504-5p NKH yolag1 ile iliskili
bulunmustur. GLDC mutasyonu (homozigot ve heterozigot) olan bireylerin ifade

edilen 341 miRNA CI ile ortakti1 ve {ic miRNA kontrol grubuna gére GLDC
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homozigot ve heterozigot grupta kontrol grubuna gore farklilik gdstermistir. Bu {i¢

miRNA’dan iki tanesi NKH yolagi ile iliskili bulunmustur (Sekil 3.3).

T5

&

P2

Sekil 3.3 : GLDC homozigot ve heterozigot bireylerde miRNA sayisi.

Cl’e gore farklilik gosteren AMT ve GLDC genlerinde ifade edilen miRNA’lar ve
homozigot hastalar ile heterozigot mutasyonu olanlar arasindaki miRNA’lar yolak
analizinde degerlendirilmistir. Calismamizda NKH yolag:i ile iliskili olan 11
miRNA’dan ii¢ tanesi (miR-4669, hsa-miR-133a-3p ve hsa-miR-504-5p) dogrudan
hasta ve tastyic1 gruplarda ifade edilen ve kontrol grubunda ifadesini istatistiksel
olarak anlamli goriilmeyen miRNA’lardir. Diger alti miRNA hasta ve tasiyici
bireylerin ayr1 ayr1 kontrol grubu ile karsilagtirilmas: sonrasi kontrol grubuna gore
anlaml ifade farklilig1 gbsteren ve yolak analizlerinde NKH iliskili oldugu belirtilen
miRNA’lardir. GLDC mutasyonu olan (homozigot ve heterozigot) bireylerde ayr1 ayri
C1’e gore anlaml1 farkliliklar1 belirlendikten sonra gruplar arasinda 10 ortak miRNA
tespit edilmis, fakat belirlenen miRNA’larda yapilan yolak analizinde NKH iliskili bir

yolak belirlenmemistir.
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3.3 Bilinen miRNA'larin Analizi

Her bir 6rnekte eslesen miRNA'larin detaylarini elde etmek icin yukarida belirtilen
okumalar referans dizisine eslestirilmis ve miRBase'deki belirli dizilim araliklar1 ile
karsilastirilmistir. Bu karsilagtirmalar, eslesen bilinen miRNA'larin ikincil yapisini,
dizisini, uzunlugunu ve mevcut durumda miRNA'nin kag¢ kez tekrarlandigina dair
bilgileri icermektedir. miRNA, Onciiliinden olgun bir forma doniistiigiinde, bu siire¢
dicer sindirimi ile tamamlanir. Kesim yerinin 6zgiilliigii, miRNA'nin olgun dizisinin
ilk bazmi belirler. Bu nedenle, farkli uzunluktaki miRNA'larin ilk baz dagilimi,
miRNA'larin baz dagilimi istatistiklerine ek olarak da gerceklestirilmistir. Cizelgede
gorildiigii tizere, T1’deki miRNA okuma sayisi en yiiksek olup 436.356'dir; P2’deki
miRNA okuma sayis1 en az olup 74.601°dir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.3 : Sekans analizi veri dagilimi.

Hasta Toplam Okuma Toplam Baz (bp) | Uniq Okuma | Uniq Baz (bp)
Cl 20.706.053 451.440.885 238.816 5.333.144
P1 12.642.888 277.225.664 139.539 3.242.150
P2 4.412.125 98.480.527 74.601 1.783.348
P3 13.728.353 373.117.731 196.003 4.886.101
T1 14.977.782 357.450.009 436.356 10.381.436
T2 11.910.770 318.140.061 283.493 6.864.290
T3 19.294.418 428.661.227 216.899 4.984.022
T4 11.432.590 285.624.680 254.519 6.339.391
T5 10.845.013 268.930.213 227.450 5.555.092

3.3.1 Farklh miRNA'larin tarama ve tanimlanmasi

Deneysel sonuclarin glivenilirligini test etmek ve 6rnek seciminde duyarliligt artirmak
icin ornekler arasinda gen ifade seviyelerinin korelasyon analizi gergeklestirilmistir.
Sekilde, Pearson korelasyon katsayisinin karesi R% 0,476 ile 1 arasinda yer alarak
ornekler arasindaki ifade desenlerinin benzerliginin yiiksek oldugunu gostermektedir

(Sekil 3.4).

Farkli miRNA'lar, ifade seviyelerindeki istatiksel degisikliklerine ve diizeltilmis
anlamlilik seviyelerine (padj/q degeri) dayanarak taranmistir ve her bir homozigot ve

heterozigot birey kontrol grubuna gore karsilagtirilmistir.
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0.658

0.593

3 T1 P2 P3 17, 13 T4 T5 C1 -0.0

Sekil 3.4 : RNA sekans analizi hasta, heterozigot ve kontrol grubu arasindaki

korelasyon verileri.

P1 ve CI gruplarinda, 20 farklt miRNA’da artmis ifade profili elde edilmis, 26 farkl
miRNA’da ise azalmis ifade elde edilmistir. T1 ve Cl gruplarinda, 145 farklhi
miRNA’da artmig ifade profili elde edilmis, 132 farkli miRNA’da azalma elde
edilmistir. P2 ve C1 gruplarinda, 49 farkli miRNA’da artig, 99 farkli miRNA’da
azalma elde edilmistir. P3 ve C1 gruplarinda ise, 141 farkli miRNA’da artis elde
edilmis, 149 farkli miRNA’da azalma elde edilmistir. T2 ve C1 gruplarinda, 265 farkli
miRNA’da artig goriilmiis, 228 farkli miRNA’da azalma elde edilmistir. T3 ve C1
gruplarinda ise, 62 farkli miRNA’da artig goriilmiis, 54 farkli miRNA’da azalmis ifade
profili elde edilmistir. T4 ve C1 gruplarinda, 160 farkli miRNA’da artis elde edilmis,
114 farkli miRNA’da azalma goriilmistir. TS ve C1 gruplarinda ise, 66 farklh
miRNAda artig elde edilmis, 99 farkli miRNA’da azalma elde edilmistir (Cizelge 3.6).

54



Cizelge 3.4 : Hasta ve tastyici bireylerin kontrol grubuna gore degisen miRNA

sayilari.
P1vs C1 46 20 26 <0,05
T1 vs C1 277 145 132 <0,05
P2 vs C1 148 49 99 <0,05
P3vs C1 290 141 149 <0,05
T2 vs C1 493 265 228 <0,05
T3 vs C1 116 62 54 <0,05
T4 vs C1 274 160 114 <0,05
TS vs C1 165 66 99 <0,05

3.3.2 Farkhh miRNA aday hedef genlerinin zenginlik analizi

Diferansiyel olarak ifade edilen genlerin biyolojik ve islevsel sonuglarini incelemek
icin, asir1 ifade edilen genler WebGestalt paketinde gen-hastalik, gen-mirna, mirna-
hastalik, mirna-yolak iligkileri ile ayr1 ayr1 degerlendirilmistir [137]. Yolak analizinde
Pubmed ve PMC’de NKH iligkili yolaklarda tanimlanan terimler aranmistir. Hasta,
heterozigot ve kontrol grubunda ifadeleri anlamli derece farklilik gosteren 788 miRNA
belirlenmis ve en az iki miRNA tahmin aracinda ortak olarak bulunan 11 bilinen
miRNA elde edilmistir. Yolak analizi sonrasinda iligkili miRNA’larda en ¢ok
karsilagilan terim, ‘metabolic pathways’ ve ‘Inborn Errors of Metabolism’ terimleri
olmustur. Bu terimlerin en ¢ok karsilagildig1 analiz veritabant KEGG ve GLAD4U
olmustur. hsa-miR-671-3p icin ii¢ farkli yolak ve hastalik analizi veritabaninda da
iligkili sonuglara ulasilmigtir. hsa-miR-671-3p’nin NKH iliskili genler ile en ¢ok
iligkili oldugu boélge CDS bolgesidir. Fakat hsa-miR-671-3p, AMT ve GLDC
mRNAlarina dogrudan baglanan bir miRNA degildir (Sekil 3.5).

hsa-miR-4669 icin iki farkli veritabaninda dogrulama yapilmistir. GLAD4U
‘metabolic diseases’ ile iligkili bulunmus, belirlenen hastalik-miRNA iligkisinin hsa-
miR-4669°’nin CDS bolgesi ilizerinde oldugu tespit edilmistir. hsa-miR-4669 CDS
bolgesi iizerinden AMT VE GLDC’ye dogrudan baglanmamaktadir fakat 3’UTR ve
5’UTR bolgelerinde AMT ve GLDC mRNA’larina baglandigi alanlar bulunmaktadir.
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Sekil 3.5 : KEGG (A) ve GLAD4U (B) hsa-miR-671-3p yolak analiz verisi.

hsa-miR-219b-5p, hastalik iligkili veritabanlarinda ‘inborn errors of metabolism’ ve
‘metabolic diseases’ ile iligkili bulunmugtur. NKH ile iligkili olan miRNA bolgesi
CDS’dir. Calismamizda bu miRNA GLDC mutasyonu olan hastalarda ve heterozigot
grupta kontrol grubuna gore anlamli derece artmistir. Ayrica AMT mRNA’sia da CDS

bolgesi lizerinden dogrudan baglanmaktadir.

hsa-miR-133a-3p; hem yolak-miRNA, hem de hastalik-miRNA analizlerinde anlaml1
sekilde NKH iligkili bulunan miRNA’lardan birisidir. Anlamli bulunan biitiin yolak
analizleri CDS bolgesindedir. hsa-miR-133a-3p, dogrudan AMT ve GLDC
mRNA ’larina baglanmamaktadir.
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hsa-miR-433-3p; hem yolak-miRNA, hem de hastalik-miRNA analizlerinde
‘metabolic diseases’ ve ‘metabolic pathways’ ile iligkili bulunmustur. Anlaml
bulunan biitiin yolak analizleri CDS bdlgesindedir. hsa-miR-433-3p, dogrudan AMT
ve GLDC mRNA larina baglanmamaktadir.

hsa-miR-504-5p, hastalik iligkili veritabanlarinda ‘brain diseases’ ve ‘metabolic
pathways’ iligkili bulunmustur. Yolak analizinde iligkili oldugu miRNA bdolgesi
CDS’dir. Calismamizda bu miRNA GLDC mutasyonu olan hastalarda ve heterozigot
grupta kontrol grubuna gore anlamli derece artis olmustur. Ayrica AMT mRNA’sina
da CDS bolgesi lizerinden dogrudan baglanmaktadir.

hsa-miR-152-5p, hastalik ve yolak analizinde ‘inborn errors of metabolism’ ve
‘metabolic pathways’ yolaklar1 ile iligkilidir. hsa-miR-152-5p, GLDC mutasyonu
olanlarda kontrol grubuna gére CDS bdlgesi iizerinden anlamli derecede artmis sekilde
ifade edilmistir. Ayrica AMT mRNA’sina da CDS bolgesi ilizerinden dogrudan

baglanmaktadir.

hsa-miR-4707-3p, hastalik ve yolak analizinde °‘inborn errors of amino acid
metabolism’ ve ‘metabolic pathways’ ile iligkili bulunmustur. hsa-miR-4707-3p, AMT
mutasyonu olan hastalarda ve heterozigot grupta kontrol grubuna gore azalmistir. Bu

miRNA AMT ve GLDC mRNA’larina dogrudan baglanmamaktadir.

hsa-miR-5189-3p, ‘metabolic pathways’, ‘metabolic diseases’, ‘inborn errors of
metabolism’, ‘nutrition and metabolic diseases’ yolaklari ile iligkili bulunmustur. Bu
miRNA’da GLDC geninde mutasyon olan grupta saglikli gruba gére azalma olmustur.
Ayrica hsa-miR-5189-3p, AMT mRNA’sma CDS bolgesinden dogrudan
baglanmaktadir.

Gruplar arasinda farkli ifadelenme gdsteren miRNA'lar1 elde ettikten sonra, miRNA
ile hedef genleri arasindaki iliskiye gore, her grup i¢in farkli ifadeleme gosteren

miRNA'larin hedef gen setine GO ve KEGG zenginlik analizi gergeklestirilmistir.

Homozigot ve heterozigot mutasyonu olan bireyler, kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda NKH iligkili olan 11 bilinen miRNA ifade profillerine gore
degerlendirildiginde, AMT geninde mutasyonu olanlarda hsa-miR-4707-3p’nin
azalmig, hsa-miR-4669’nin artmis ifadesi oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde GLDC

geninde mutasyonu olanlarda hsa-miR-5189-3p’nin azalmig, hsa-miR-152-5p’nin
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artmis ifadesi oldugu goriilmiistiir. Onbir miRNA’nin dort tanesinde (hsa-miR-4707-
3p, hsa-miR-4669, hsa-miR-5189-3p, hsa-miR-152-5p) NKH hastalari, heterozigot

bireyler ve kontrol grubu arasinda belirgin kolerasyon gosterilmistir (Sekil 3.6).

(A) (8)
== hsa-miR-4669 / =——hsamiR5189.3p
hsa-miR-4707-3p /  ==—hsamiR-152:5p

Read-count
Read-count

P2,P3 T2,T3,13,75 c1
AMT mutations GLDC mutations

Sekil 3.6 : Sekans analizinde AMT ve GLDC geni hasta ve heterozigot bireylerde

korele olan miRNA’lar.

Calismamizda literatiirde bilinen 11 miRNA’dan bes tanesinin dogrudan AMT ve
GLDC genlerine baglandig1 belirlenmistir (Cizelge 3.7). Bu bes miRNA’nin hem
yolak analizinde hem de dogrudan AMT ve GLDC mRNA’larina baglanmalari
nedeniyle NKH ile dogrudan iliskili olan miRNA’lar oldugu diisiiniilmiistiir. hsa-miR-
4669, hem AMT hem de GLDC mRNA’larina dogrudan baglanabilmektedir.

3.3.3 Aday miRNA’larin KEGG ve GO zenginlik analizi

KEGG diyagramlarinda "GeneRatio", bir KEGG yolunda veya kategorisinde,
isaretlenen genlerin sayisinin, o yol veya kategori i¢indeki toplam gen sayisina oranini
ifade eder. Bu oran, yolun zenginlestirme analizinde, incelenen veri setindeki genlerin,
belirli bir yol veya kategori ile ne kadar iligkili oldugunu gostermeye yardimer olur.
Yiiksek bir GeneRatio, yolun veya kategorinin veri setinde énemli bir rol oynadigini
isaret eder. GO diyagraminda 'BP', 'CC' ve 'MF', sirasiyla 'Biyolojik Proses' (Biological
Process), 'Hiicre Bileseni' (Cellular Component) ve 'Molekiiler Fonksiyon' (Molecular
Function) anlamina gelir. Bu terimler, genlerin ve proteinlerin farkli diizeylerdeki
islevlerini ve etkilesimlerini siniflandirmak i¢in kullanilir. BP, bir organizmada veya
hiicrede gergeklesen olaylar1 tanimlar. CC, hiicredeki yapisal organizasyonu ifade

eder. MF ise molekiiler diizeydeki aktivite ve gorevleri kapsar.

58



Cizelge 3.5 : Biyoinformatik analizler sonucu NKH yolagi ile iliskili olan ve

dogrudan AMT ve GLDC mRNA’larina baglanabilen aday NKH iligkili miRNA’lar.

miRNA hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR- hsa-miR-
4669 4669 152-5p 219b-5p 504-5p 5189-3p
Refseq NM 000170 | NM_000481 | NM_000481 NM_000481 | NM_000481 | NM 000481
Gen GLDC AMT AMT AMT AMT AMT
#GGTGGCG
TTTGCGGG
#CTCCAGG | #CTCTTCCA | #GGTTGGA #[?\?}?“égig TTGGAGTC | #TGTGGGC
Dizi CCGGGCGC | CATTCCCA | GACATTGC GGAGACAT TGCCAGTG | CTGGAGGT
AG# # AGAGCTA# TG# CAGTACCG | GTTGGA#
GGACAGTC
A#
Baslangi¢ 127 1789 328 317 169 529
Bitis 144 1805 350 342 217 550
Baglanma 10 10 10 10 10 10

AMT geninde homozigot ve heterozigot mutasyonu olan bireyleri, kontrol grubuna
gore sirastyla ‘biyolojik proses’ (GO:0016310, P1 264/3311, T1 380/5608 gen),
‘molekiiler proses’ (GO:0005215, P1 300/5292, T1 445/8776 gen) ve hiicresel
bilesenler (GO:0005856, P1 94/2163, T1 137/3819 gen) agisindan en ¢ok iliskili GO
terimleri olmustur. Ayni sekilde GLDC geninde homozigot (P2, P3) ve heterozigot
(T2, T3, T4, T5) mutasyonu olan bireylerin kontrol grubuna goére sirasiyla ‘biyolojik
proses’ (GO:0016310), ‘molekiiler proses’ (GO:0005215) ve hiicresel bilesenler
(GO:0012505) acisindan en ¢ok iliskili GO terimleri olmustur. P1 ve T1 bireylerinin
kontrol grubuna gére KEGG yolak analizi verilerinde, hsa04010 (P1 248/7367,
404/14391 gen) ‘MAPK signaling pathway’ en ¢ok iliskili yolaktir. GLDC geninde
homozigot (P2, P3) ve heterozigot (T2, T3, T4, T5) mutasyonu olan bireylerin kontrol
grubuna gore KEGG yolak analizi verilerinde, hsa04145 (P2 441/14837, P3 265/9180,
T2 472/16373, T3 367/11537, T4 435/14590, T5 369/12313 gen) ‘fagozom yolagr’
gruplar arasinda en ¢ok iliskili yolaktir. Farkli olarak ifade edilen miRNA'larin hedef
(A), aday genlerin KEGG
zenginlestirmesiyle iligkili sinyal yolaklarinin nokta diyagrami (B)’de gosterilmistir

(Sekil 3.7).

genlerinin GO gen fonksiyon smiflandirmasi
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(A) |2

-log10(padj)
e -

(B) Aldosterone synthesis and secretion
Pancreatic cancer

Gastric cancer

Signaling pathways regulating pluripotency ...
Insulin resistance

Acute myeloid leukemia

Basal cell carcinoma

Th1 and Th2 cell differentiation

ErbB signaling pathway

Cushing syndrome

C-type lectin receptor signaling pathway

Description

MAPK signaling pathway

Ras signaling pathway
Lysosome

Dopaminergic synapse

Axon guidance

Breast cancer

Endocrine resistance

Cell adhesion molecules (CAMs)

CAMP signaling pathway

Description

0.010
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0.025

Category
B e
B

Count
® 100
@ 50
@ 20

padj
1.00

N..
0.50

. -
0.00

Sekil 3.7 : P1 ve C1 arasindaki zenginlestirilmis GO (A), KEGG (B) diyagrami.

Hasta ve tasiyict bireylerdeki miRNA ifade wverileri kontrol grubuna gore
karsilagtirildiginda belirgin ifade farkliligt gosteren miRNA’larin ortak yolak
analizlerinde NKH iliskili olan yolaklar en cok iligkili olan on yolak arasinda

belirtilmemistir. Ifade profilleri kontrol grubuna gore farklilik gosteren ve yolak



analizlerinde en az iki yolak analizinde anlamli iligki bulunan miRNA’larin GO

analizleri de NKH yolaklari ile iligkili oldugunu gostermistir.

miRNA sekans analizi sonucu hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-152-5p, hsa-miR-219b-5p,
hsa-miR-433-3p, hsa-miR-504-5p, hsa-miR-627-5p, hsa-miR-671-3p, hsa-miR-4503,
hsa-miR-4669, hsa-miR-4707-3p ve hsa-miR-5189-3p miRNAlar1 kontrol grubuna
gore AMT ve GLDC mutasyonu olan bireylerde anlamli derecede farklilik gostermistir.
Ayni sekilde miRNA sekans analizi ile bes yeni (novel) miRNA ’nin kontrol grubuna
gore AMT ve GLDC mutasyonu olan bireylerde anlamli derecede farklilik gosterdigini
belirlenmistir. Bu novel miRNA’lar novel 62, novel 278, novel 363, novel 480 ve
novel 662°dir. Calismamizda biyoinformatik analizler sonucu en az iki farkl ‘tool’da
NKH iligkili oldugu bilinen 11 adet bilinen miRNA ve bes adet novel miRNA
belirlenmistir. Belirlenen miRNA’larin baglandiklar1 genler belirlenmis, NKH iliskili
olan AMT ve GLDC genlerine baglandiklar1 bolgeler gosterilmistir (Cizelge 3.8).

3.4 Bilinmeyen (Novel) miRNA’larin Analizi

Calismada 1532 matur miRNA analiz edilmistir. Bu miRNA’larin 1437 tanesi bilinen
95 tanesi novel miRNA’dir. Novel miRNA’lar sekans analizi verilerinde hasta ve
kontrol grup arasindaki ifade miktarlar1 karsilastirilarak iki grup arasinda anlamli

farklilik olan bes novel miRNA calismaya dahil edilmistir

3.5 Belirlenen Aday miRNA’larin RT-qPCR Analizleri

NKH hastalarindaki sekans analizi sonucu belirlenen 16 miRNA (11 bilinen miRNA
ve bes novel miRNA) ifadeleri, kontrol grubuna gore daha yiiksek veya daha diigiik
olan miRNA’larm ifadeleri her bir NKH hastasi ve kontrol grup i¢in RT-qPCR ile
dogrulandi. Bu islem ticari olarak satin alinan ve optimizasyonu yapildi miRNA analiz
kitlerine ait uygun protokoller kullanilarak sekanslama sonucu belirlenen miRNA ’lara
uygun primerler kullanilarak RT-qPCR ile 6l¢iildii. Toplam bes hasta, yedi heterozigot
birey ve alti kontrol grubuna RT-qPCR analizi yapildi, kontrol grubu (C1-6)

orneklerinde ortalama Ct degeri istatistik hesapmalarda kullanilmak i¢in belirlendi.
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Cizelge 3.6 : Biyoinformatik analiz sonras1 NKH iliskili oldugu belirlenen onbir bilinen miRNA.

Beslenme ve metabolik

Artms/ .
miRNA Azalmis ifade Fonksiyonel Yolak Hastalik Hastahk Gen FDR
. Database Database
profili
hsa-miR-133a-3p Artmis KEGG Metabolik GLAD4U Kalitsal metabolik hastalik él LAgTC <0,05
hsa-miR-152-5p Artmig KEGG Metabolik GLAD4U Kalitsal metabolik hastalik| GLDC <0,05
. GLAD4U Kalitsal metabolik hastalik
hsa-miR-219b-5p Artmis Disgenet Metabolik GLDC | <0,05
hsa-miR-433-3p Artmis KEGG Metabolik GLAD4U Metabolik GLDC | <0,05
hsa-miR-504-5p Artmig KEGG Metabolik GLAD4U Beyin GLDC | <0,05
. Metabolik
hsa-miR-627-5p Azalmis GLAD4U Kalitsal metabolik hastalik GLDC | <0,05
KEGG Metabolik Kalitsal metabolik hastalik
hsa-miR-671-3p Artmis Glioksalat metabolizmasi GLAD4U Metabolik AMT <0,05
Reactome .. )
ve glisin degregasyonu Beslenme ve metabolik
. Panther L . AMT
hsa-miR-4503 Azalmisg Wikipathway Serin glisin biyosentezi GLDC <0,05
hsa-miR-4669 Artmig Panther Serin glisin biyosentezi GLAD4U Metabolik AMT <0,05
hsa-miR-4707-3p Azalmisg KEGG Metabolik Disgenet Kalitsal .amlnoasn AMT <0,05
metabolizmasi
_ . Kalitsal metabolik hastalik
. Wikipathway [ One-karbon metabolizmasi .
hsa-miR-5189-3p Azalmis KEGG Metabolik GLAD4U Metabolik GLDC <0,05
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45. dongiiden sonra pik veren miRNA’larIN Ct degerleri 45 olarak kabul edildi. U6
miRNA, PCR reaksiyonunda internal kontrol olarak kullanildi. U6 plazma
seviyelerinin belirli kosullar altinda degisiklik gosterebildigine dair kanitlar bulundu
[138]. Alt1 kontrol grubu i¢in ortalama U6 degerleri birbirine yakindi ve ortalama Ct
degeri hesaplanda.

Kontrol grubundaki ortalamalar {izerinden hasta ve heterozigot bireylerdeki CT
hesaplamasi yapildi ve 2744CT belirlendi (Cizelge 3.9 ve 3.10). NKH hastalar1 ve
kontrol grup arasindaki miRNA ifadeleri arasindaki farklar analiz edildi ve belirlenen
aday miRNA’larin NKH hastaliginda biyobelirte¢ olarak kullanilmalar1 arastirildi.
NKH iligkili oldugu belirlenen 16 miRNA nin (11 bilinen ve bes novel) RT-qPCR ile
‘housekeeping’ gen (U6)’ya gore ifade paterni ve sekans verilerine gore dogrulugu
karsilastirildi. Kontrol grubuna gore birin iizerinde 2722¢T degeri olan miRNA’lar
artmus, birin altinda olanlar azalmis ifade olarak belirlendi. Sonuglar sekans verileri ile
kagilastirilarak degerlendirildi. Belirlenen miRNA’larin fonksiyonlar1 ve NKH’deki
sinyal yolaklar: ile iliskisi arastirilip fenotipe olan etkisi belirlenmeye caligildi. 16
miRNA’nin ifade profili sekans verileri ile karsilastirildi. hsa-miR-133a-3p, sekans
analizi ve biyoinformatik analizlerde NKH yolag: ile en ¢ok iligkili oldugu goriilen
aday miRNA’lardand1. Sekans verisinde AMT mutasyonu olan hastada artis goriildi,
ayn1 sekilde RT-qPCR’da da P1 ve P5’de ifade profili artti. Fakat AMT mutasyonu
olan hastalar ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcut
degildi. hsa-miR-152-5p RT-qPCR’da Tm degerleri arasinda uygunluk goriilmedi ve
NKH hastalar1 ve heterozigot bireylerin ¢ogunda ifade edilmedi, ifadesi olanlar da 45.
dongiiden sonra ifade edildi. hsa-miR-152-5p i¢in tekrar primer tasarimi yapilip
yeniden hastalarda degerlendirilmesi planlandi. Mevcut sonuglar ile RT-qPCR verileri
anlamli kabul edilmedi. hsa-miR-219b-5p sekans analizinde AMT mutasyonu olan
bireylerde azalmis ifade profili goriildii. Fakat sekans analizinde P5 ve T7°de miRNA
ifadesi artt1. RT-qPCR verilerinde hasta ve kontrol grubunda anlamli bir ifade farklilig:
goriilmedi. hsa-miR-433-3p AMT mutasyonu olan bireylerde RT-qPCR verileri
anlaml degildi. GLDC mutasyonu olan bireylerde artmis ve azalmis ifade profili
sonuglar1 mevcuttu. P4, T4 ve TS5 bireylerde belirgin artmis miRNA ifadesi gosterildi
fakat sonuclar sekans analizi verileri ile uyumlu degildi. hsa-miR-504-5p biitiin hasta

ve heterozigot bireylerde kontrol grubuna gore azalmig bulundu. RT-qPCR verilerinde

63



biitiin drneklerdeki azalma dikkat c¢ekiciydi fakat ayni benzerlik sekans analizinde
goriilmedi. hsa-miR-504-5p, NKH hastalig1 i¢in yapilan yolak analizinde glisin yolag1
ile iligkili bulundu. Fakat sekans verisinde hastalar, heterozigot bireyler ve kontrol
grubunda anlamli bir istatistiksel fark mevcut degildi. hsa-miR-627-5p, sekans
analizinde biitiin bireylerde azalmig ifade profili yoniindeydi. Sekans analizindeki
ifade farkliligi P2 haric GLDC mutasyonu igeren biitiin bireylerde mevcuttu. Ayn
sekilde RT-qPCR verileri de GLDC mutasyonu olan P2, P3 ve T2’de azalma gosterdi.
Farklilik istatistiksel olarak anlamliydi (p <0,05). Fakat GLDC mutasyonu olan diger
bireylerde azalmis ifade profili degil artmis ifade profili izlendi. Bu durumun ¢evresel
etkiler ile iligkili olabilecegi diisiiniildii. GLDC ¢.2714T>A (p.V90E) mutasyonu olan
bireylerde hem sekans analizinde hem de RT-qPCR’da ayni sonuglar elde edildi ve
sonuclar istatistiksel olarak anlamliydi. GLDC ¢.2714T>A (p.V90E) mutasyonu olan
bireylerde hsa-miR-627-5p’nin iligkili oldugunu diisiiniildii. hsa-miR-671-3p, sekans
analizinde AMT mutasyonu olan bireylerde azalmisti. Fakat RT-qPCR sonuglarinda

gen ve mutasyon ile iligkili anlamli bir sonug elde edilemedi.

hsa-miR-4503, biyoinformatik analizlerde NKH yolagi ile belirgin iliskisi gosterilen
diger bir aday miRNA’ydi. Ayni sekilde sekans analizinde de hem AMT hem de GLDC
homozigot mutasyonu olan NKH hastalarinda istatistiksel olarak anlamli azalma
mevcuttu. RT-qPCR verilerinde de GLDC homozigot mutasyonu olan bireylerde
istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii (p <0,05). Bu aday miRNA’nin NKH ile

kuvvetli derecede iligkili oldugunu diistindiirmektedir.

hsa-miR-4669, sekans analizinde kontrol grubunda 6l¢iilemeyecek kadar diisiik sonug
elde edildi. Sekans analizindeki ifade profilinin hasta ve heterozigot bireylerde kontrol
grubuna gore azalmis oldugu goriildii. Fakat RT-qPCR verilerinde sonuglar tam
tersiydi. Hem sekans analizinde hem de sonuglar istatistiksel olarak anlamlilik
gostermesine ragmen sekans analizinde artmis ifade profili, RT-qPCR analizinde
azalma yoniinde anlamlilik mevcuttu. Cevresel kosullarin etkisi ile uyumsuz

sonuglarin olustugu diisiiniildii.
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Cizelge 3.7 : NKH hastalarin kontrol grubuna gére RT-qPCR 2 24T verileri (Kontrol grubu 1 olarak kabul edilmistir).

P1 P2 P3 P4 P5
Homozigot Homozigot Homozigot Homozigot Birlesik heterozigot
(AMT, c.631G>A, (GLDC, c.2237A>G, (GLDC, c.2714T>A, | (GLDC, c.1382 G>A, (AMT, c.15_18delAAGT (p.S6W{s*89),
p.E211K) p.D746G) p.-VI0E) p.R461Q) c.452 466delAAGATTTGGCCCTCA)
miR-133a 7,57 0,32 4,47 16,91 3,32
miR-152 17,51 0,02 0,04 1,47 127487,83
miR-219 1,44 2,27 1,57 163,14 44,02
miR-433 0,16 0,03 0,06 4,89 2,41
miR-504 0,99 0,18 0,02 18,90 2,81
miR-627 0,62 0,25 0,32 29,45 3,92
miR-671 0,65 0,10 0,02 18,90 3,10
miR-4503 0,16 0,00 0,00 0,54 0,30
miR-4669 0,80 0,00 0,06 0,01 0,24
miR- 4707 0,90 0,57 0,00 3,92 2,69
miR-5189 0,62 0,56 0,09 11,47 0,00
miR-N62 1,75 0,17 0,11 2,81 5,03
miR-N278 1,18 0,27 0,08 3,92 5,50
miR-N363 1,09 0,20 0,13 5,94 3,27
miR-N490 3,01 0,16 0,22 6,95 2,69
miR-N662 5,82 0,63 0,88 4,56 6,06
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Cizelge 3.10 : NKH tasiyic1 bireylerde kontrol grubuna gore RT-qPCR 272A¢T verileri. (Kontrol grubu 1 olarak kabul edilmistir.)

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
AMT, GLDC, GLDC, GLDC, GLDC, AMT, AMT,
c.452_466del c2714T>A, | ¢2640T>G, | c.1382G>A, | c.1382G>A, c.452_466del c.15_18del AAGT,
AAGATTTGGCCCTCA |  p.V9OE p.DSSOE p.R461Q p.R461Q AAGATTTGGCCCTCA p. SEWfs*89
miR-133a 5,94 0,05 1,57 69,07 3,53 0,54 0,14
miR-152 7,01 0,02 2,93 2,13 867,07 0,22 645474,24
miR-219 0,09 1,06 13,27 178,53 28,44 0,43 25,11
miR-433 1,84 0,28 1,16 13,55 23,92 0,31 0,76
miR-504 4,23 0,72 18,13 82,14 219,79 2,77 34598729248,15
miR-627 0,05 0,15 3,61 0,51 3,58 0,48 1,53
miR-671 2,79 0,20 1,06 8,82 2,16 0,34 0,93
miR-4503 0,00 0,03 34,30 1184,45 134,36 256,00 206,50
miR-4669 10,48 0,00 5,21 20,25 31,12 0,01 0,56
miR-4707 1,36 0,07 0,36 20,53 14,12 0,16 0,14
miR-5189 0,96 0,01 0,55 5,62 1,08 0,00 0,00
miR-N62 6,59 0,30 1,06 9,25 4,44 0,88 1,55
miR-N278 9,45 0,05 0,88 6,87 4,69 0,97 0,83
miR-N363 9,92 0,20 1,14 11,88 6,50 0,62 0,71
miR-N490 22,44 0,12 0,88 8,10 1,68 0,59 0,13
miR-N662 15,89 0,25 4,63 21,86 5,74 1,01 0,95
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hsa-miR-4707-3p sekans analizinde biitiin bireylerde azalma mevcuttu. P3’teki azalma
istatistiksel olarak anlamliydi. Ayn1 sekilde RT-qPCR verilerinde de ayn1 mutasyonu
tasiyan P3 ve T2 bireylerde de belirgin azalmis ifade profili goriildi. GLDC
c.2714T>A (p.V90E) mutasyonu olan bireylerde hsa-miR-4707-3p‘nin iliskili oldugu
diisiiniildi. hsa-miR-5189-3p, sekans analizinde biitlin bireylerde azalma goriildii.
AMT ve GLDC geninde heterozigot mutasyonu tasityanlardaki azalmis ifade profili
istatistiksel olarak anlamliydi. Fakat RT-qPCR verilerinde anlamli bir sonug¢ mevcut
degildi.

miR novel 62, sekans analizinde AMT mutasyonu olan bireylerde belirgin azalma
gorildii. Ayni sekilde GLDC homozigot bireylerde de azalmis ifade profili istatistiksel
olarak anlamliydi. Fakat azalma AMT ve GLDC mutasyonu olan bireylerde RT-qPCR
ile gosterilemedi. novel 278 sekans analizinde AMT mutasyonlu bireylerde artmis
ifade profili, GLDC mutasyonu olan bireylerde azalmisti. P3 hastasinda GLDC
mutasyonunda novel 278 miktar1 anlamhi bigimde azalmisti. Aym sekilde RT-
qPCR’da da GLDC ¢.2714T>A (p.V90E) mutasyonu olan bireylerde hem sekans
analizinde hem de RT-qPCR’da ayni1 sonuclar elde edildi ve sonuclar istatistiksel
olarak anlamliydi. Fakat diger bireylerde korelasyon goriilmedi. novel 363 sekans
verisinde AMT mutasyonunda anlamli farklililk mevcuttu fakat RT-qPCR’da
korelasyon goriilmedi. novel 480 sekans analizinde biitiin bireylerde azalmis ifade
profili mevcuttu. Fakat RT-qPCR analizinde korelasyon goriilmedi. novel 662 sekans
analizinde AMT mutasyonu olan bireylerde artmis ifade profili goriildii. Ayn1 sonuglar
RT-qPCR’da da goriildii fakat RT-qPCR analizinde korelasyon goriilmedi (Cizelge
3.11). Calismamizda hsa-miR-4503 hem sekans analizinde, hem de PCR verilerinde
AMT mutasyonu olan biitiin bireylerde istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldi ve
NKH hastaligi ile iliskili bir miRNA oldugu diisiiniildii. hsa-miR-627-5p, hsa-miR-
4707-3p ve novel 278, hem sekans analizinde hem de RT-qPCR verilerinde GLDC
c.2714T>A (p.V90E) mutasyonu olan bireylerde korelasyon gostermistir. Bu {i¢
miRNA’nin benzer sonuglarinin olmasi mutasyon spesifik bir etki olabilir. Ayni

mutasyona sahip bireylerde ¢alismalarin tekrar edilmesi yol gosterici olacaktir.

Calismamizda hsa-miR-4503 hem sekans analizinde hem de PCR verilerinde AMT

mutasyonu olan biitiin bireylerde istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmis bulundu.
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NKH hastalig ile iligkili bir miRNA oldugu diisiiniildii. hsa-miR-627-5p, hsa-miR-
4707-3p ve novel 278, hem sekans analizinde hem de RT-qPCR verilerinde GLDC
c.2714T>A (p.V90E) mutasyonu olan bireylerde korelasyon gostermistir. Bu 3
miRNA’nin benzer sonucglarinin olmasi mutasyon spesifik bir etki olabilir. Aym

mutasyona sahip bireylerde caligsmalarin tekrar edilmesi yol gosterici olacaktir.

Kontrol grubunda 222¢T analizi 1 oldugu i¢in hasta ve heterozigot bireylerde, kontrol
grubuna gore analiz edilen RT-qPCR 2724CT verileri karsilastirildiginda sonuglarin

degerlerinde anlaml1 bir farklilik olmadig1 goriildii (Cizelge 3.12).

miR-133a-3p ve miR-152-5p, AMT homozigot mutasyonu olan hastalarda artmig ifade
profili oldugu goriildii. Aym sekilde sekans analizinde de artis sapttandi. GLDC
homozigot mutasyonu olan hastalarda benzer sonuglar yoktu. Fakat heterozigot olan
bireylerde benzer uyum goriilmedi. miR-219b-5p, biitiin hastalarda artmist1 ve benzer
sonuclar sekans analizinde de mevcuttu. miR-433-3p, miR-504-5p, miR-627-5p, miR-
671-3p ve miR-4707-3p sonuclarinda homozigot hastalar arasinda anlamli bir uyum
yoktu. AMT ve GLDC homozigot mutasyonu olan hastalarin P1, P2 ve P3’te azalmuis,
P4 ve P5’de artmus ifade profili goriildii.

miR-4503"de biitlin homozigot hastalarda azalmis ifade profili dikkat c¢ekti. Sekans
analizinde de benzer sonuglar mevcuttu ve kontrol grubuna gore karsilastirildiginda
miR-4503"de anlaml farklilik g6zlendi. miR-4503’iin NKH ile iligkili bir miRNA
olabilecegi diisiiniildii. miR-4669’da biitiin hastalarda azalma goriildii fakat miR-4669
sekans analizinde artmis ifadesi dikkat ¢ekti. miR-4669’un RT-qPCR ve sekans analizi
verilerindeki farklilig1 i¢in daha genis hasta grubu ile verilerin tekrarlanmasi gerektigi
diistindiirmektedir.

miR-4707-3p’nin AMT homozigot hastalarda azalmis ifade profili dikkat ¢ekti, sekans
analizinde de miR-4707-3p’nin azalmis ifadesi goriilmektedir. Fakat RT-qPCR ve
sekans analizi verileri uyumlu olmasma ragmen iki grup arasinda istatistiksel bir
farklilik mevcut degildi. AMT homozigot hastalarin hepsinde miR-novel 62, miR-
novel 278, miR- novel 363, miR- novel 480 ve miR- novel 662’da artmis ifade
profili goriildii. Fakat GLDC mutasyonu olan hastalarda uyumlu bir sonug yoktu, P2
ve P3’te azalma, P4’de artis goriildii. Heterozigot bireyler arasinda da anlamli bir

korelasyon mevcut degildi.
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Cizelge 3.11 : NKH hastalarin ve tasiyici bireylerin RT-qPCR sonuglarin ortalamalar1 ve standard deviyasyonlari.

P-GLDC P-AMT T-GLDC T-AMT

Ortalama STDEV Ortalama STDEV Ortalama STDEV Ortalama STDEV
miR-133a 7,23 8,64 5,44 3,01 18,55 33,71 2,21 3,24
miR-152 0,51 0,83 63752,67 90135,13 218,04 432,69 215160,49 372662,64
miR-219 55,66 93,08 22,73 30,10 55,33 82,89 8,54 14,35
miR-433 1,66 2,80 1,29 1,59 9,73 11,23 0,97 0,79
miR-504 6,36 10,85 1,90 1,29 80,19 99,43 11532909751,72 | 19975585643,02
miR-627 10,01 16,83 2,27 2,33 1,96 1,89 0,69 0,76
miR-671 6,34 10,88 1,87 1,73 3,06 3,92 1,35 1,28
miR-4503 0,18 0,31 0,23 0,10 338,28 566,98 154,17 135,78
miR-4669 0,02 0,03 0,52 0,40 14,15 14,21 3,68 5,90
miR- 4707 1,50 2,12 1,79 1,27 8,77 10,22 0,55 0,70
miR-5189 4,04 6,44 0,31 0,44 1,81 2,57 0,32 0,55
miR-N62 1,03 1,54 3,39 2,32 3,76 4,08 3,00 3,12
miR-N278 1,42 2,16 3,34 3,06 3,12 3,21 3,75 4,94
miR-N363 2,09 3,33 2,18 1,54 4,93 5,40 3,75 5,34
miR-N490 2,44 3,91 2,85 0,22 2,70 3,66 7,72 12,75
miR-N662 2,02 2,20 5,94 0,17 8,12 9,46 5,95 8,61
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Cizelge 3.12 : NKH hastalarinda sekans ve RT-qPCR sonuglari istatistiksel analiz degerleri.

AMT geninde homozigot mutasyonu olan

GLDC geninde homozigot mutasyonu olan

miRNA

P1- C1 sekans

AMT hasta-kontrol

P2- C1 sekans

P3- C1 sekans

GLDC hasta-kontrol

verisi, grup RT-qPCR, verisi, verisi, grup RT-qPCR,
p degeri p degeri p degeri p degeri p degeri

hsa-miR-133a-3p 0,96 0,59 <0,05 <0,05 0,12
hsa-miR-152-5p 0,99 - 0,11 <0,05 -
hsa-miR-219b-5p 0,99 0,43 0,65 0,66 0,85
hsa-miR-433-3p 0,99 0,38 0,19 <0,05 0,33
hsa-miR-504-5p 0,99 0,15 0,22 <0,05 0,48
hsa-miR-627-5p 0,80 0,87 0,20 <0,05 0,26
hsa-miR-671-3p 0,47 0,49 0,99 0,99 0,78
hsa-miR-4503 <0,05 <0,05 0,43 <0,05 <0,05
hsa-miR-4669 <0,05 0,13 <0,05 0,99 <0,05
hsa-miR-4707-3p <0,05 0,78 0,56 <0,05 0,55
hsa-miR-5189-3p 0,99 0,44 0,52 0,14 0,74
miR _n_62 <0,05 0,48 <0,05 <0,05 0,76
miR_n_278 0,70 0,54 0,99 <0,05 0,98
miR n_363 0,16 0,97 0,99 0,99 0,78
miR n_ 480 0,48 0,71 0,47 0,48 0,71
miR _n_662 <0,05 0,21 0,58 0,18 0,22
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NKH hastalar1 ve heterozigot bireylerde biyoinformatik analiz sonucu segilen 16
miRNA’nin RT-qPCR ifade profilleri kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda miR-
152-5p’de P5 ve T7 de belirgin yiikseklik dikkat ¢cekti. Bunun nedeni miR-152-5p’nin
RT-gPCR analizinde biitiin bireylerde Ct degerinin hesaplanamamasina baglidir. miR-
152-5p, P2, P3, P4 ve T6’da RT-qPCR 45. dongiiye kadar ifade vermemistir. Bu
nedenle, diger bireylerde 6lciilen ifade profilleri ile karsilastirildiginda oldukea yiiksek
oldugu goriilmektedir. Sonuglarimizda miR-152-5p primerinin tekrar tasarlanarak RT-
gPCR analizinin tekrarlanmas1 gerektigini diisiiniilmektedir. Ayni sekilde miR-504-
5p, T7°de diger bireylere gore oldukea yiiksek bir ifade profili vermistir. Bu 6rnegin
de T7 i¢in tekrar analizinin yapilmasi gerektigini diisliniilmektedir. P5 ve T7°deki ug
ifadeler diglandiginda hasta bireylerde miR-152-5p, miR-219b-5p, miR-504-5p, miR-
627-5p ve miR-5189-3p’nin belirgin artmis ifade profili gosterdigi dikkat ¢cekmistir.
Ayni sekilde heterozigot bireylerde miR-152-5p, miR-219b-5p, miR-504-5p ve miR-
4503’1in belirgin sekilde yukar1 yonde ifade profili gosterdigi dikkat ¢ekmistir.
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4. TARTISMA

NKH, glisin par¢alayici enzim sisteminde dort proteinden herhangi birinin (P, T, H ve
L proteinleri) veya kofaktorlerin defekti ile olusabilir. Bu enzimatik bozukluk OR
gecis gosteren bir genetik hastaliktir. Glisin, yikim triinlerine pargalanamazsa viicutta
birikir ve toksik etkileri ortaya ¢ikar. NKH’de ilk bulgular genellikle dogumda ya da
ilk haftalarda meydana gelir. Glisin’in inhibitor etkisi ile hipotoni, apne, hickirik
ataklari; eksitator etkisi ile ndbet, zihinsel gerilik ve gesitli serebral disfonksiyon
bulgular1 olusur [139]. Neonatal formunda yasamin ilk glinlerinde uykuya meyil,
myokloniler, hickirik, direngli konviilsiyonlar ve tekrarlayan apne ataklari goriiliir.
Aragtirmamizda tiim hastalarimiz semptomatikti. Yaygin norolojik bulgular, hipotoni,
emmeme/zayif beslenme, apne, uykuya meyil ve direncli ndbetler mevcuttu. NKH,
cesitli nobet tiplerinin (fokal nobetler, miyoklonus, burst veya epileptik spazmlar gibi)
kombinasyonu ile karakterize edilir [140]. Bu arastirma, Tiirkiye’de ve diinyada NKH
hastaliginda miRNA arastirmasi yapilan ilk ¢alisma olmasi nedeniyle NKH genetik
etyolojisinin aydinlatilmasinda 6nemli katkilar sunmaktadir. Prospektif nitelikte olan
bu ¢alismada, Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Dr. Sami Ulus Kadm Dogum,
Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Egitim-Arastirma Hastanesi, Cocuk Metabolizma
Hastaliklar1 Unitesi'ne basvuran ve hastanemizde servislerden konsiilte edilen,
izlemde klinik, biyokimyasal, radyolojik ve/veya molekiiler genetik analiz ile NKH
tanis1 olan bes hasta incelendi. Klasik NKH genlerinden GLDC, AMT ve GCSH
genlerine Sanger dizileme veya yeni nesil dizileme + ‘MLPA” ile bakilmis olup, GCSL

genine bakilamadi.

NKH, glisin yikiminda rol alan glisin pargalayici enzim kompleksi veya glisin yikim
sistemindeki enzim aktivite eksikligine bagli olarak gelisen OR gegisli bir dogumsal
metabolik hastaliktir [1, 2]. Glisin yikiminda rol alan enzim bozuklugu sonucu klinik
bulgular ortaya ¢ikar. NKH’de ilk bulgular genellikle dogumda ya da ilk haftalarda
meydana gelir. Glisinin beyin sap1 ve medulla spinaliste inhibitor etkisi ile hipotoni,

apne, hickirik ataklari; beyinde eksitator etkisi ile nobet, zihinsel gerilik ve cesitli
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serebral disfonksiyon bulgular1 olusur [4]. GLDC ve AMT genleri, biallelik patojenik
varyantlar nedeniyle NKH’ye sebep oldugu bilinen iki gendir [141]. NKH
hastaliginda; klinik, laboratuvar ve radyolojik bulgulara sahip kisilerde siiphelenilmeli
ve genetik analiz yontemi ile tanis1 dogrulanmalidir. Ozellikle direncli nébetleri olan
ve yiiksek plazma glisin seviyelerine sahip kisiler ve laboratuvar bulgularinda,
kantitatif aminoasit analizi plazma ve BOS’da es zamanl olarak izole edilmis glisin
seviyeleri kombinasyonu ve artmis bir BOS/plazma glisin oran1t NKH olasiligini
arttirir, fakat dogrulayici test gerektirir. NKH nin kesin tanisi, lenfositlerde ya da
karaciger biyopsi orneklerinde enzim aktivitesinin dl¢iimii ya da molekiiler genetik
analiz yontemleri ile genetik degisikligin saptanmasi ile konulur [15]. NKH’nin
prognozunu degistirecek uygun bir tedavi metodu heniiz yoktur, mevcut tedavilerde

viicutta glisin birikiminin 6nlenmesi ve atilmasi hedeflenmektedir.

miRNA’lar; kisa, 18-22 niikleotid uzunlugunda, endojen, protein kodlamayan ama
kodlanacak proteinin mRNA diizeyinde ifadesine etki eden RNA molekiilleridir.
Hastalikla iligkili miRNA'lar1 ve ilgili hedeflerini belirlemek, hastaliga yeni molekiiler
bakis agis1 saglayarak yeni tedavi stratejilerin tasarlanmasini saglar. miRNA'lar viicut
sivilarinda stabil formda bulunurlar, bu da onlar1 rutin klinik isleme ve analize uygun
hale getirmekle birlikte yeni hastalik biyobelirtecleri olarak kullanimlarinin ve
tedaviye yanitin yolunu agmistir [142]. miRNA’lar, hedef mRNA’lar1 ile her canlida
yliksek oranda korunmus tohum dizisi ad1 verilen 5’ ucundaki 6-8 niikleotidlik bir
bolge ile etkilesir [143]. miRNA hedefledigi mRNA'y1 deadenile ederek mRNA nin
bozunmasina neden olur ve sitoplazmadaki mRNA miktarini azaltir. Hedefledikleri
mRNA boélgelerinin 3> UTR bolgelerine baglanarak mRNA’nin baskilanmasi veya
parcalanmasina yol agarak, gen ifadelerinin post transkripsiyonel diizenleyicileri
olarak fonksiyon gosterirler [144]. miRNA'lar hiicrede ¢ogalma, farklilasma, hiicre
olimii ve metabolizma ile ilgili genlerin ifadesini diizenledigi i¢in miRNA
diizensizliginin  hiicre  fizyolojisi  lizerinde ve dolayisiyla hastaliklarin
patofizyolojisinde mRNA hedeflerini susturarak etki ettigi bilinmektedir. Tek bir
miRNA hiicredeki tim fonksiyonel aglar1 diizenleyerek kompleks fizyolojik veya
hastalik fenotiplerini diizenleyebilmektedir [145]. miRNA ile ilgili yapilan pek ¢ok
calisma kansere yoOneliktir. miRNA genlerinin %50’den fazlasi, kanserle iliskili

amplifikasyon, delesyon ve translokasyon bdlgelerinde yer almaktadir. miRNA gibi
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RNA hedefli tedavi ajanlart mRNA molekiillerinin iglevlerini artirip ya da azaltarak,
bir mRNA’nin ifadesinde degisiklik yapar ve mRNA'nin hedefleri ile etkilesimini
inhibe etmek icin kullanilir. Son yillarda yapilan ¢caligmalar ile miRNA'lar bagta kanser
olmak tiizere pek ¢ok hastaligin tan1 ve tedavisinde etkili olarak kullanilmaktadir ve
giiniimiizde yeni miRNA bazli tedavi metotlar1 giderek artmaktadir. FDA tarafindan
onay almis miRNA tedavi ajani bulunmamaktadir, ancak faz caligmalar1 devam
etmekte olan miRNA bazli tedavi ajanlar1 bulunmaktadir. Kanser, viral enfeksiyon,
norodejeneratif hastalik, lipit bozuklugu gibi pek cok hastalikta miRNA ¢aligmalari
devam etmektedir [146]. Kalitsal metabolik hastalik ve miRNA iliskisi ile ilgili
calismalar literatiirde oldukc¢a az sayida olmasina ragmen son yillarda sikliginda artis

goriilmektedir.

Literatiirde NKH-mirna iliskisini gosteren bir c¢alisma bulunmamaktadir, ancak
miRNET veri tabaninda hsa-miR-155’in NKH ile iliskili oldugu bildirilmektedir.
Ancak, bizim c¢aligmamizda hsa-miR-155 ve NKH arasinda anlamli bir korelasyon
gosterilmemistir. Ayni sekilde NKH hastalig ile iligkili oldugunu diistindiigiimiiz 11
miRNA’nin da daha onceki ¢alismalarda NKH yolagina dogrudan etki ettigi
belirtilmemistir. Calismamizda belirtilen miRNA’larin ¢ogu literatiirde kanser ile
iligskilendirilmistir. En ¢ok iliskilendirilen kanserler santral sinir sistemi kanserleri ve
hepatik kanserlerdir. Bu durum glisin gibi en kiiciik yapidaki aminoasitin, kanser
hastalarinda artan ihtiyacini karsilamasi i¢in AMT ve GLDC genlerinin asir1 ifadesi ile
iligkili olabilir. Mukha ve ark. yaptiklar1 ¢calismada, GLDC geninin asir1 ifadesi ve
artmis glisin pargalayici enzim aktivitesi HCC ile iligskilendirmistir [ 147]. Ayni sekilde
Kim ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada glioma hiicrelerinde GLDC ifadesinin arttig
belirtilmistir. Hiicre metabolizmasi i¢in hayati 6neme sahip olan glisin metabolizmasi
aktivitesinin artis1 kanser ile iligskilendirilmistir, fakat glisin metabolizmasindaki blok
sonucu olusan miRNA ifade farkliliklar1 daha 6nce literatiirde gosterilmemistir [148].
O nedenle calismamiz oncli niteliktedir. Literatirde AMT ve GLDC genlerinde
miRNA caligmalar1 mevcuttur, fakat ¢alismalarin ¢ogu kanser gibi AMT ve GLDC
genlerinin ifadelerinin arttig1 durumlar ile iligkilidir. Zhuang ve ark. yaptiklar
caligmada glisin dekarboksilazin otofajiyi indiikledigi ve HCC’de miRNA-30d-5p
tarafindan azalma elde edildigini gostermiglerdir. GLDCnin miR-30d-5p'nin
postranskripsiyonel hedefi oldugu belirtilmistir. GLDC'nin HCC ilerlemesini
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baskilamak i¢in miR-30d-5p ile azaltilmis otofajiyi artirmada Onemli bir rol
oynayabilecegi belirtilmistir [149]. Xie ve ark. yaptiklar1 g¢alismada, miR-30e
tarafindan baskilanan GLDC, TNBC'de (triple negatif meme ca) hiicre
proliferasyonunu ve tiimdr immiin infiltrasyonunu diizenledigini gdstermislerdir.
GLDCmin agirt ifadesi TNBC hiicrelerinin proliferasyonunu kolaylastirirken,
GLDCnin azaltilmasi proliferasyonunu onler ve ek olarak, miR-30e, GLDCnin
islevsel bir artmis ifade profili olarak gorev yapar ve miR-30e'nin hiicre proliferasyonu
iizerindeki inhibitor etkileri, GLDCnin yeniden aktiflesmesini azaltmaktadir [150].
Chen ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, glisin miR-19a-3p/AMPK/GSK-33/HO-1 yolag:
araciligiyla iskemik inmeyi diizelttigi belirtilmistir. miR-19a-3p ve AMPK glisin
tedavisi sirasinda sirastyla azalmis ve artmistir. AMPK ’nin miR-19a-3p'nin hedef geni
oldugu ve glisinin miR-19a-3p/AMPK/GSK-38/HO-1 yolag1 araciligiyla hiicre
apoptozunu, enflamatuar yaniti ve iskemik inmedeki glukoz metabolizmasi
bozuklugunu iyilestirdigini géstermistir [151]. Wei ve ark. yaptiklari ¢alismada, glisin
dekorbaksilaz enziminin akciger kanserini uyarici etkisinin oldugu bildirilmistir.
ELISA kullanilarak, daha sonra takip sirasinda akciger kanseri teshisi konulan 300
vaka ve 600 eslestirilmis saglikli kontrolde serum glisin dekarboksilaz enzimi
diizeyleri 6l¢iilmiis, sonuglar serum glisin dekarboksilaz enziminin artmig akciger
kanseri riski ile iligkili oldugunu ortaya koymustur [odds orami=1.48; %95 giiven
araligt  (1.01-2.04)]. Glisin dekarboksilaz enziminin asir1 ifadesi malign
transformasyona katkida bulunmus ve normal insan brons epitel hiicrelerinde miRNA
(miR)-29 ailesi ifadesini inhibe etmistir. Yiiksek serum glisin dekarboksilaz enzimi
aktivitesinin akciger kanseri riskini artirabilecegi bildirilmistir. GLDC, miR-29 ailesi
ve DNMT sinyal yolaklarmin akciger kanseri gelisimi sirasinda erken malign
dontistimde 6nemli bir rol oynayabilecegi sonucuna varilmistir [152]. Calismamizda
yukarida belrtilen miRNA’lar ve NKH hastalar1 arasinda bir korelasyon
gosterilmemistir. Bu durumun sebebi hastalarimizda AMT ve GLDC genlerinin
ifadesinde artis degil azalmanin olmus olmasi olabilir. Bu farklilik farkli miRNA’larin
profil degisikliginin nedeni olabilir. 2Ct degeri, hedeflenen gen ile normal gen
arasindaki esik deger miktarmnin farkini ifade eder. 2ACt degeri ise, analiz edilen genin
Ct degeri ile ‘housekeeping gen’ arasindaki farktan, normal gen ile housekeeping gen

arasindaki farkin ¢ikarilarak hesaplanmasi ile elde edilir. Bagka bir deyisle; 2Ct degeri
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sonuglar1 endojen kontrole gore normalize edilir, *2Ct degeri sonuglar1 housekeeping
gene gdre normalize edilir. Normalizasyon gergeklestirildikten sonra 2 24CT degerleri
hesaplanir ve gen ifadeleri gosterilir [153, 154]. Bu c¢alismada, AMT ve GLDC
genlerinin homozigot ve heterozigot varyantlarinda ¢oklu miRNA'larin diferansiyel
ifadesini analiz ettik ve ifade seviyelerini kontrol 6rnekleriyle karsilagtirdik. 274ACT
degerleri, farkli genetik arka planlarda bu miRNA'larin artis1 veya azalmasindaki ifade
profili hakkinda bilgi saglar. Kantitatif PCR analizi sonucunda elde ettigimiz verilerde,
ilk 5 dongii ve 45. dongii sonrasi dislanarak degerlendirildi. Ciinkii bu dongiilerin
0zgiil olmayan 1g1malardan kaynaklanan yanlis pozitiflik verdigi bilinmektedir. Sekans
verileri sonucu NKH ile iliskili oldugunu diistindiigiimiiz 16 (11 bilinen ve bes novel

miRNA) aday miRNA RT-qPCR ile dogrulandi. Sonugta bir adet miRNA’nin (has-
miR-4503) NKH ile yiiksek oranda iligkili miRNA oldugunu gosterdik.

Sonuglarimiz, farkli genetik varyantlar arasinda miRNA ifadesinde 6nemli degiskenlik
oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle miR-133a, miR-152, miR-219, miR-433 ve
miR-504, GLDC gen varyantlarinda, 6zellikle homozigot ¢.1382 G>A (p.R461Q) ve
heterozigot ¢.1382 G>A (p.R461Q) vakalarinda 6nemli kat degisiklikleri sergilemistir.
Bu durum, bu miRNA'larin GLDC ile ilgili metabolik siireclerle iligkili yolaklarda
diizenleyici bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica miR-4503, miR-4669
ve miR-4707, ozellikle c.15 18delAAGT (p-S6W{1s*89) ve
c.452 466delAAGATTTGGCCCTCA gibi AMT gen mutasyonlarinda asir1 ifade
dalgalanmalar1 gostermistir. P5 ve T7'de (AMT gen delesyonlari tasiyan) miR-152"nin
artmis ifadesi, AMT gen disfonksiyonu ile ilgili olas1 bir telafi edici veya diizensiz
yanita isaret etmektedir. Ayrica, miR-627 ve miR-671'in ifadesi cogu drnekte nispeten
sabit kalmistir, bu da bu miRNA'larin incelenen mutasyonlardan dogrudan
etkilenmeyebilecegini veya farkli diizenleyici mekanizmalar altinda olabilecegini
gostermektedir. Buna karsilik, miR-novel 490 ve miR-novel 662 belirli heterozigot
GLDC varyantlarinda (T4 ve T5) kayda deger bir artis gostererek alternatif telafi edici

yolaklara potansiyel katilim1 diistindirmiistiir.

miRNA’larda degisen ifade profillerinin eski haline getirilmesi alternatif bir tedavi
metodu olusturmaktadir. AMT ve GLDC genlerinin ifadesinin azaldigi durumda
degisen miRNA profillerinin bilinmesi hem NKH hem de kanser gibi AMT ve GLDC

genlerinin ifadesinin arttig1 durumlarda miRNA terapotikleri i¢in Onemlidir.
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Calismamiz AMT ve GLDC genlerinin ifadesinin azaldig1 durumlarda degisen miRNA
profillerini gdsteren ilk calismadir. NKH’de belirgin bir genotip- fenotip iliskisi
bulunmadigindan dolayt miRNA gibi bir modifiye edici faktoriin etkisinin olabilecegi

diistiniilmektedir.

NKH gibi metabolik blok sonucu toksik madde birikimi ile giden kalitsal metabolik
hastaliklarda erken tani hayati 6nem tasimaktadir. Bu durum kalitsal metabolik
hastaliklarda, bize hastaligin erken tanisi igin alternatif metodlarin geligtirilmesi
gerektiginin 6nemini vurgulamaktadir. miRNA’larin NKH gibi kalitsal metabolik
hastaliklarin erken tanisi i¢in daha spesifik ve daha hizli bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Dolasimdaki miRNA'larin biyobelirte¢ olarak
kullanimlar1 sayesinde; hizli miidahale i¢in bir hastaligin erken evrelerini tespit etmek,
boylece patolojiyi onlemek, iyilestirmek veya yavaslatmak, benzer etiyolojilere sahip
patolojileri ayirt etmek, prognozu tahmin etmek ve tedaviye yanitin izlenmesinde
faydali olacag1 diisiintilmektedir [155, 156]. Literatiirde pek ¢ok kalitsal metabolik
hastalik i¢cin miRNA ¢aligmasi yapilmis olmasina ragmen daha énce NKH-miRNA
iligkisini inceleyen bir arastirma bulunmamaktadir. Calismamiz, NKH hastalarinin
miRNA profili hakkinda bilgi saglayarak gelecekteki karsilagtirmali ¢galismalar igin bir
temel olusturabilir. NKH hastalarinin, saglikli bireylere gére miRNA’larindaki
farkliliklarin mevcut durumunun arastirilmast ve NKH hastaligr ile iligkili
miRNA’larin belirlenmesi, genotip-fenotip iliskisi net olarak aydinlatilamamis bu
hastalik i¢in 6nemlidir. NKH'ye neden olan glisin parcalayici enzimdeki dort
proteinden herhangi birindeki degisikliklerden kaynaklanan biyokimyasal patoloji iyi

anlasilmistir, ancak literatlirde heniiz genotip-fenotip iliskisi bulunmamaktadir.

Bir hiicredeki genetik ifadedeki dalgalanmalar hiicre fenotipinde etkilidir. Raj ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada, C. elegans embriyolarinda tek bir mRNA molekiiliindeki ifade
degisikliginin degisken fenotiplerin olugmasini sagladigini gostermislerdir. end-1
mRNA miktari, elt-2 geninin aktive ya da inaktive olmasin belirler ve bu durum C.
Elegans’da intestinal gelisimin tetikleyicisidir [157]. miRNA’larin mRNA’lar
iizerindeki inhibitor etkisinin antagomiR’ler ile baskilanmasi ya da ortama ‘miRNA
mimics’ler eklenerek inhibisyonun artirilmasi ortamdaki mRNA seviyesini
diizenleyerek hiicre fenotipine etki etmektedir. Bu yaklagim, miRNA bazli tedavi

stratejilerinin ana mekanizmasidir. Kanser, inflamatuvar hastaliklar gibi ‘gain of
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function’ kazanan ve siirekli ifade olan mRNA’larin antagomiR’ler ile baskilanmasi
ve ortamda azalan belirli miRNA’larin yerine konulmasi bu hastaliklarda alternatif
tedavi yontemleridir. Calismamiz literatlirdeki ilk NKH-miRNA iligkisini inceleyen
calismadir. NKH hastalig1 mortalitesi yiiksek bir hastaliktir ve toplumda oldukga nadir
goriilmektedir. Bu yiizden caligmaya dahil edilen hasta sayis1 olduk¢a azdir. Hasta
sayisinin az olmast sonuglarin yanlis analizine neden olabilir ve caligmanin

giivenilirligini etkileyebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

NKH’de tedavi basaris1 olduk¢a diisiik olup, yeni c¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
miRNA’lar alternatif bir tedavi yontemi olabilir. Ayrica gelecekteki ¢alismalarda
enzimatik, genetik temelli tedavi denemelerinin tartisiimasi gerekmektedir. Ulkemizde
NKH insidans1 ve prevelansi ile ilgili mevcut bilgi olmadig1 gortilmiistiir. Bunun igin
yeni ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir. Kalitsal metabolik hastaliklar, bulgularin1 yenidogan
doneminden itibaren farkli yaslarda gdstermesi, klinik bulgularmin olduk¢a farkli
olmasi, Ozellikle santral sinir sistemi tutulumuna baglhi olan degisken klinik ve
laboratuvar semptomlarinin degerlendirilmesi bir ¢ok asamada; yenidogan,
metabolizma ve beslenme, noroloji, fizik tedavi ve rehabilitasyon, ¢ocuk genetik,
cocuk ruh sagligi, pediatri, gelisimsel pediatri ve diger bir ¢ok iiniteler arasindaki
etkilesim, bilgi paylasimi, multidisipliner yaklasim ve deneyim gerektirir. Bu
hastaliklarin erken tani ve tedavisi i¢in yenidogan doneminden itibaren biitiin yas
gruplarinda metabolik hastaliklardan siiphe edilmesi gerekmektedir. Calismamiz hem
tilkemizde hem de diinyada kalitsal metabolik hastalik-miRNA iligkisini inceleyen
say1li caligmalardandir. Ayrica NKH-miRNA iligkisini inceleyen ilk calismadir. Bu
calisma ile hsa-miR-4503’lin NKH ile iliskili oldugu literatiire kazandirilmistir.

Bu tez ¢calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:

1- GLDC ve AMT gen varyantlarinda miRNA profil degisiklikleri: Caligmamizda,
GLDC ve AMT gen varyantlarina bagli olarak belirgin miRNA profili
degisiklikleri gozlemlenmistir. Bu degisikliklerin, glisin metabolizmasiyla
iliskili metabolik siire¢lerde diizenleyici bir rol oynayabilecegi sonucuna

varilmaistir.

2- AMT gen mutasyonlarinda miRNA ifade dalgalanmalari: miR-4503, miR-4669
ve miR-4707 gibi miRNA'larin, AMT gen mutasyonlar1 tastyan drneklerde asir

ifade dalgalanmalar1 gosterdigi tespit edilmistir. Bu bulgular, s6z konusu
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miRNA'larin, mutasyonlar nedeniyle meydana gelen genetik degisikliklere

yanit olarak énemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

3- miRNA'larin NKH hastaliginin patofizyolojisindeki rolii: miRNA ifadesindeki
degisikliklerin, NKH hastaliginin patofizyolojisinde ve potansiyel tedavi

yaklagimlarinda 6nemli biyobelirtegler olabilecegi sonucuna varilmastir.

4- Gen mutasyonlar1 ile miRNA iligkisi: GLDC gen varyantlar1 (6zellikle
homozigot ¢.1382 G>A ve heterozigot c.1382 G>A) ile miRNA'lar arasinda
onemli degisiklikler gozlemlenmistir. Bu miRNA'larin GLDC ile iliskili

metabolik siire¢lerde diizenleyici bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

5- AMT gen disfonksiyonuna yanit olarak miRNA ifadesindeki dalgalanmalar:
AMT gen mutasyonlarinda, 6zellikle miR-4503, miR-4669 ve miR-4707 gibi
miRNA'larin  ifadesinde belirgin  degisiklikler gozlemlenmistir. Bu
miRNA'larin, AMT gen disfonksiyonuna karst bir yanit olarak
diizenlenebilecegi ve potansiyel olarak diizenleyici bir rol oynayabilecegi 6ne

strilmektedir.

6- miR-152’nin AMT gen disfonksiyonuyla iligkisi: P5 ve T7 Orneklerinde,
ozellikle AMT gen delesyonlar1 tastyan hastalarda miR-152'nin yiiksek oranda
diizenlendigi gozlemlenmistir. Bu durum, miR-152'nin AMT geninin

islevsizlik durumunda diizenleyici bir yanit gésterdigini diisiindiirebilir.

7- Sabit ifade gosteren miRNA’lar: miR-627 ve miR-671 gibi bazt miRNA'larin
ifadesinin cogu ornekte nispeten sabit kaldig: tespit edilmistir. Bu durum, bu
miRNA'larin incelenen mutasyonlardan dogrudan etkilenmeyebilecegini veya

farkli diizenleyici mekanizmalar altinda ¢alisabilecegini gdstermektedir.

8- Alternatif diizenleyici yolaklarm rolii: miR-novel 490 ve miR-novel 662'nin
ozellikle heterozigot GLDC varyantlarinda kayda deger bir artmis ifade profili
gosterdigi gozlemlenmistir. Bu durum, bu miRNA'larin alternatif diizenleyici
yolaklara dahil olabilecegini ve GLDC geninin ifadesindeki azalmayi

diizenleyebilecegini diisliindiirmektedir.

Bulgularimiz AMT ve GLDC genlerindeki spesifik mutasyonlarla iliskili farkli miRNA

ifade profillerini vurgulamaktadir. Bu miRNA'larin hastalik patogenezi ve metabolik

82



diizensizlikteki kesin rollerini aydinlatmak icin daha fazla fonksiyonel calisma
yapilmas1 gerekmektedir. Gozlenen miRNA diizensizligi, hastalik siddeti veya
ilerlemesi i¢in potansiyel biyobelirtegler olarak hizmet edebilir ve daha biiyiik

kohortlarda daha fazla arastirmay1 gerektirmektedir.

Artan teknoloji ve yeni tedavi olanaklar1 sayesinde hastalara yeni gen tedavileri
calismalar1 yapilabilmektedir. Caligmamiz yeni gen tedavilerinde kullanilan genin
iiriinii olan mRNA’nin viicutta parcalanmasini dnleyerek kombine tedaviler icin yol
gosterici bir yaklasim sunabilir. Ayrica miRNA’lar baglica kanser arastirmalari i¢in
oncli bir ¢alisma alanidir. Birgok kanser ¢esidinde artan genin ifadesini azaltmak igin
miRNA’larin tedavide kullanilabilecegi vurgulanmaktadir. Ornegin GLDC geninin
birgok akciger kanserinde, beyin tiimorlerinde ifadesinin arttig1 bilinmektedir. Fakat
literatiirde GLDC geninin mutant formlarinin  degisen miRNA profilleri
calistimamistir. GLDC geninin mutant formlarinda degisen miRNA ifade profilleri,
GLDC geninin agir1 ifade edildigi kanser tedavisinde alternatif olabilecek yeni
miRNA’larin belirlenmesinde oncli olabilir. Calismamiz bu a¢idan Oncli bir

calismadir.
Oneriler:

Calismamizda belirledigimiz miRNA'larin ifadesindeki degisiklikler, NKH gibi
kalitsal metabolik hastaliklarin tamisinda ve tedavisinde kullanilabilir. Ozellikle belirli
miRNA'lar, hastaliin erken evrelerinde biyobelirte¢ olarak islev gorebilir ve
hastaligin erken tespiti i¢in yeni tan1 yontemlerinin gelistirilmesine olanak taniyabilir.
Bu, klinik uygulamalarda hastalarin daha hizli tan1 almasini saglayabilir ve tedavi

stirecini baglatmada 6nemli bir rol oynayabilir.

Bir diger oneri; miRNA-genetik hastalik iligkilerinin derinlemesine incelenmesidir.
miRNA'larin genetik varyantlar iizerindeki etkileri ve bu etkilesimlerin hastaligin
klinik seyrine nasil yansidigi daha ayrmtili bir sekilde incelenmelidir. Ozellikle
genetik varyantlarin miRNA ifade profilleri ile iligkisi, genetik degisikliklerin hastalik
iizerindeki etkisini anlamada yeni bir bakis agisi saglayabilir. Bu, bireysel genetik

farkliliklarin hastalik siirecindeki roliinii daha iyi anlamamiza yardimei olabilir.

Ayrica; tedavide miRNA modiilasyonu potansiyelinin kesfedilmesi 6nemlidir.

Calismamiz, miRNA'larin terapotik olarak modiilasyonunun potansiyelini aragtirmak
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icin yeni tedavi stratejileri sunabilir. Belirli miRNA'larin baskilanmas1 veya
arttirilmasi, hastaliga neden olan metabolik yolag1 hedef alabilir ve tedavi edici bir etki
yaratabilir. Ozellikle AMT ve GLDC gen mutasyonlariyla iliskili miRNA'lar iizerinde
yapilacak caligmalar, bu yolda potansiyel terapotik hedeflerin belirlenmesine katk1

saglayabilir.

miRNA’larin diger metabolik yollarla etkilesimi de ileri ¢aligmalarda arastirilabilir.
Calismamizda glisin metabolizmasiyla iliskilendirilen miRNA’larin yani sira, bu
miRNA’larin diger metabolik yollarla nasil etkilesimde bulundugu da arastirilmalidir.
Diger genetik bozukluklarla iliskili miRNA'lar belirlenerek, bu miRNA'larin farkli
hastaliklarin tedavisinde nasil kullanilabilecegi kesfedilebilir. Bu, miRNA'larin genel

biyolojik iglevlerini ve potansiyel terapi alanlarini1 genisletebilir.

miRNA ve genotip-fenotip iliskisini daha detayli incelemek de onemlidir. miRNA
ifadesindeki degisiklikler ile genotip-fenotip iliskisi daha derinlemesine
incelenmelidir. miRNA'larin klinik bulgularla olan iligkisini ve genetik varyantlarin
klinik semptomlar1 nasil etkiledigini daha ayrmtili bir sekilde incelemek, genetik
hastaliklarin daha 1yi anlagilmasina yardimci olabilir. Bu ¢aligmalar, bireysel hastalar

icin Ozellestirilmis tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinde faydali olabilir.

Ayrica, hasta sayisiin artirilmast ve yeni miRNA analizlerinin yapilmasi gereklidir.
Calismamizda elde ettigimiz dnemli miRNA’lar ve novel miRNA ’lar iizerine daha
genis hasta gruplarinda yapilan analizler, bulgularin genellestirilebilirligini
artiracaktir. Ileriye doniik calismalarda hasta sayismin artirilmasi, daha giiclii ve

giivenilir sonuglar elde edilmesine olanak taniyacaktir.

Son olarak, hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 ile miRNA’nin hastaliga etkisi incelenebilir.
Calisgmamizda elde ettigimiz en 6nemli miRNA (hsa-miR-4503) {izerine hiicre kiiltiirii
calismalar1 yapilarak, bu miRNA’nin hastaliga etkisi incelenebilir. Bu ¢alismalarda,
miRNAnin hiicresel diizeyde nasil bir rol oynadigini ve genetik mutasyonlarin etkisi
altindaki hiicrelerde nasil bir diizenleme sagladigini arastirmak, hastaligin molekiiler
mekanizmalarini anlamamiza yardimci olabilir. Ayrica, bu calismalar miRNA

modiilasyonunun tedavi edici etkilerini degerlendirmek icin bir temel olusturabilir.
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