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OZET

Amag: Civa maruziyetiyle iliskili genlerle baglantih
olan miRNAlar, maruziyete bagh hastaliklann
belirlenmesi ve takibinde biyobelirtecler olarak rol
oynayabilir. Calismanin amaci, civayla iliskili 38 gen
tizerinden tespit edilen 11 miRNAmin Hg toksisitesine
yanittaki fonksiyonlarmim biyoenformatik analizlerle
arastirlmasidir.

Materyal Metot: Calismada ilk asamada
karsilastirmal toksikogenomik veri tabanm (CTD)den

ve

Hg maruziyeti ile iligkili genler belirlendi. Tkinci asamada
ise, yolak ve stire¢ zenginlestirmeleri icin Metascape veri
tabant kullamldi. Ardindan, hedef genler ve miRNAlar
arasindaki etkilesimleri belirlemek icin MIENTURNET
kullanild.

Bulgular: CTD veri tabanindan Hg toksisitesi ile
iliskili 38 genin oldugu bulundu. MIENTURNET

miRNA-hedef  zenginlestirme analizi  neticesinde

38 genle baglantist olan 11 miRNA tespit edildi.

miRTarBase veri tabani Ttzerinden hsa-miR-24-3p

ekspresyon degisikliginin GCLM, HMOXI1, IENG,
IL4, IL1B, TNF ve MT1M, hsa-miR-125b-5pmin VDR,

ABCC1, TARDBP, GSS, TNE hsa-miR-6792-3p ve

hsa-miR-4691-5pnin  HMOX1, MTI1A, SLC22A6
ve VDR, hsa-miR-296-3p'nin IRF1, SLC7A5, MT2A,
SLC22A6, hsa-miR-223-3p’nin IL6, ABCB1, SLC7A5,
hsa-miR-1238-3pnin SLC22A6, TARDBP ve MTIA,
hsa-miR-451anm ABCB1 ve 1L6, hsa-miR-433-5p'nin
GCLC ve GCLM, hsa-miR-132-5pnin NFE2L2 ve
SLC7A5 genleri aracihgiyla, TargetScan veri tabanindan
ise  hsa-miR-873-5p.1'in  HMOX1, ABCCl, ALAD
genleri tizerinden Hg maruziyetiyle iliskili olabilecegi
belirlenmistir.

Sonug: Elde edilen sonuclar, klinikle biittinlestirilerek
hastalara en iyi tedavi seceneklerinin sunulmast ve
hastalik patogenezinin aydinlatilmasina yoénelik kesin
taninin konulmasinda yol gosterici olacakur. Dolayisiyla,
Hg maruziyetine bagh gen-miRNA iliskisine ait bu
verilerin klinik agidan degerlendirilmesi sonucunda
hastahiga  yonelik tedaviyi belirleyici potansiyel
biyobelirteclerin kullamimi mtimkiin hale gelebilecektir.
Tespit ettigimiz bu olast aday biyobelirtecler aracihgyla
Hg maruziyetine bagl ortaya cikabilecek mesleki
hastaliklarn erken asamada ontine gecilerek bu sayede
literattire 6nemli katkilar saglayacakur.

Anahtar kelimeler: Biyobelirtecler, CTD, Hg, Metascape,
MIENTURNET, miRNAlar.
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INVESTIGATION OF GENES AND miRNAS
THAT MAY BE ASSOCIATED WITH MERCURY
EXPOSURE USING IN SILICO TOOLS

ABSTRACT

Objective: Mercury-related gene miRNAs may be
biomarkers for exposure-related illnesses. The aim of
the study was to investigate the functions of 11 miRNAs
identified from 38 mercury-related genes in the response to
Hg toxicity through bioinformatic analysis.

Material and Method: In CID, a comparative
toxicogenomic database, Hg -exposed genes were discovered
in the first stage. The Metascape database enriched
pathways and processes in the second stage. MIENTURNET
was then used to identify interactions between target genes
and miRNAs.

Results: There were 38 Hg-toxic gene interactions in
the CID database. A MIENTURNET miRNA-target
enrichment study found 11 miRNAs associated with 38
genes. Through the miRTarBase database, the expression
change of hsa-miR-24-3p is associated with GCLM, HMOX]1,

IENG, IL4, IL1B, TNE and MT1M;hsa-miR-125b-5p with
VDR,ABCCI1,TARDBE, GSS,INF; hsa-miR-6792-3p and
hsa-miR-4691-5p with  HMOXI1,MT1A,SLC22A6, and
VDR; hsa-miR-296-3pwith IRF1,SLC7A5,MT2A,SLC22A6;
hsa-miR-223-3pwithIL6,ABCB1,SLC7A5;hsa-miR-1238-3p
with  SLC22A6,TARDBP.  and MTIA; hsa-miR-451a
with ABCBI1 and IL6; hsa-miR-433-5p with GCLC and
GCLM; hsa-miR-132-5p with NFE2L.2 and SLC7AS genes.
Additionally, the TargetScan database indicates a potential
relationship between hsa-miR-873-5p.1 and Hg exposure
through the HMOX1, ABCC1, and ALAD genes.

Conclusion: The clinic will use the data to recommend
therapy and produce a definitive diagnosis that explains the
disease's pathophysiology. The clinical study of these data on
the gene-miRNA interaction linked to Hg exposure might
make it possible to use possible biomarkers to check how
well a disease treatment is working. Our possible candidate
biomarkers will assist in avoiding early occupational
disorders caused by Hg exposure and contribute to the
literature.

Keywords: Biomarkers, CTD, Hg, Metascape, MIENTURNET,
MiRNA:s.

GiRiS

Civa (Hg), degisen miktarlarda ve kimyasal formlarda
maruz kalman, her yerde bulunan bir ¢evre kirleticisidir.
Mesleki olarak maruz kalmayan insan poptilasyonlar
icin endise kaynag olan Hgnin ti¢ ana formu arasinda
metilava  (MeHg), cva buhan (Hg0) ve etilciva
(EtHg) bulunur. Hgnin saghk tizerindeki baglica
olumsuz etkileri arasmnda norotoksisite, teratojenite,
nefrotoksisite ve immtnotoksisite yer almaktadir.
Bu toksik etkilerin buyuklugu, yasam evresine, doza
ve maruz kalma stiresine bagh olarak ¢nemli olciide
degisebilmektedir ve semptomlar yogunlasarak geri
dondtirtlemez hale gelebilir ve sonunda olime yol
acabilir. Hg bilesiklerinin olumsuz saglik etkileri iyi
bilinmesine ragmen, toksisite gelisiminin altnda yatan
molekiiler temel hala tam olarak anlagilamamustr.!
Hg maruziyetinin toksik etkileri, stilfidril gruplanyla
etkilesim sonucu protein fonksiyonunun bozulmast,
hticre membraninda degisiklikler, enzim inhibisyonu,
proteinlerin immiinolojik 6zellik kazanmastyla B lenfosit
cogalmast ve lipofilik alkil Hg komplekslerinin lipitce
zengin dokulardaki proteinlerle etkilesimi gibi farkh
mekanizmalarla ortaya ¢ikabilmektedir.”

Hg, maruz kalan iscilerde norolojik, noropsikolojik,
kardiyovasktiler ve diger olumsuz etkilere neden olarak
onemli bir mesleki risk olusturur. Mesleki Hg'ye maruz
kalmayla iligkili hastaliklar, kiictik olcekli madencilik
faaliyetlerinin - bir sonucu olarak kiiresel sekilde
artmaktadur?

Isyeri hekimleri, isyerinde koruyucu tedbirler almak ve
hasar ortaya ¢ctkmadan 6nce harekete gecmek icin, saglik
gozetim programlar sirasinda stk stk Hg zehirlenmesi
gortlen iscilerde bireysel ~duyarhlik  kosullarmm
belirlemek amaciyla genetik testlerin  yapilmasina
onem vermelidirler* Civali termometre fabrikasinda
cahsan kadin iscilerden alinan kan ¢rneklerinde miR-
451a ekspresyon diizeyinin yukan regiile oldugu
tespit edilmistir”> Perera ve Herbstmanm yaptiklan
cahsmalar, MeHg'ye maruz kalmanin embriyogenez
sirasinda epigenetik modifikasyonlar degistirebilecegini
gostermektedir. Cesitli biyolojik stirecleri iceren, MeHg
toksisitesiyle iliskili cesitli mekanizmalar bulunmaktadir.
Bu stirecler arasinda: artan lipit peroksidasyonu, reaktif
oksijen ttrlerinin (ROS) tiretimi ve in vivo ile in vitro
glutatyonun (GSH) tiikenmesi, hiicre zan buittinltgintn
azalmasi, hticre sinyalinin degismesi, mitokondriyal
etkiler, degisen DNA onanmi, immuinomodiilator etkiler,
etkilenen Ca** regiilasyonu ve diger epigenetik isaretlerin
yani sira degisen DNA metilasyonu (DNAm) yer
almaktadir® Epigenetik degisikliklerin bir sonucu olarak,
oksidatif strese, stres tepkisine, gen dtizenlemesine,
metabolizmaya, inflamatuar tepkiye, apoptoz ve hormon
diizenlemesine yanitta rol oynayan cesitli genler, MeHg'ye
maruz kalan insan hticrelerinde farkh ekspresyonla
iliskilendirilmistir.®

Mikro RNA'lar (miRNAlar), bitkilerde ve hayvanlarda
benzer sekilde onemli biyolojik roller oynayan kisa
diizenleyici RNAlardir. Memeli hiicrelerinde miRNA'larn
eksprese oldugu gortlmektedir. Beyindeki miRNAlarn
noro gelisim, plastisite ve apoptoz gibi bircok temel
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fonksiyonda rol oynar.” Dogum oncesi, dogum sonrast
ve yetiskin merkezi sinir sistemi (MSS) iyilestirmesinde
yer alan stirecler olan hiicre bakimi, miRNAlarnn yer
aldig islevlerden biridir. MiRNAlar, MSS gelisiminde ve
norodejeneratif stireclerde 6nemli katkilara sahiptir.®

Epigenetik diizenleyiciler olan miRNA’lar, Hg'ye maruz
kalmayla iliskilendirilmis olsa da, altta yatan molekiiler
mekanizma iyi aydmnlatilamamstir.” Ding ve ark.'lart hsa-
miR-92a ve hsa-miR-486'min mesleki Hg zehirlenmesinin
yeni tamisal biyobelirtecleri oldugunu dogrulamayt
amagclamislar ve Hg toksisitesinde miR-92a ve miR-
486'nm altinda yatan mekanizmay1 arastirmislardir. Elde
edilen sonuclar, mesleki Hg'ye maruz kalan iscilerde
miR-92a ve miR-486 ekspresyon seviyelerinin yukar
dogru diizenlendigini gostermektedir. miR-92a ve miR-
486'min dtizenlenmesi, sirastyla Krtippel benzeri faktor
4 (KLF4) ve Cezanne (OTUD7B)'yi hedef alarak NF-kB
sinyal yolagm ortaklasa aktive ederek Hg toksisitesinde
onemli bir rol oynayabilmektedir.'®

Meslek hastaliklan, cahsanlarm verimliligini ve yasam
kalitesini dtistirebilmekte ve hastalk nedeni ile ise
devamsizliklart artirabilmektedir. Uluslararast Calisma
Orgiitt (ILO), meslek hastahklan listesini derleyerek
bunlan bir etkenin neden oldugu hastaliklar (kimyasal,
fiziksel, biyolojik) ve hedef organa gore hastaliklar
(solunum, deri, kas-iskelet sistemi, zihinsel
davramgsal, mesleki kanser ve diger hastahklar) olarak
smiflandirmakla sorumludur.* Meslek hastaliginin teshis
edilmesi, calisanlarm calismaya devam edip etmeme
kararlari, tazminat programlart ve diger yardimlar
kapsaminda etkili olmasi nedeniyle oldukea énemlidir.'

ve

Agir bir metal olan Hg'ye mesleki olarak maruz kalmak,
ozellikle MSS ve bobreklerin fonksiyonlarin etkileyerek
cesitli saglik problemlerine neden olabilmektedir. MSS
tizerinde Hg'ye maruz kalmak; sinirlilik, yorgunluk ve
depresyon gibi subjektif semptomlara ve artan titreme,
uykusuzluk ve hafiza bozukluklart gibi MSS islev
bozukluklarna yol acabilmektedir. Amalgam, barometre,
pil imalatgilar;, kimya laboratuvan calisanlar, klor-
alkali petrokimya iscileri, dis hekimleri, floresan lamba
imali, altn ve giimis ¢ikaricilan, bocek ilact tiretiminde
cahsanlar, Hg madencileri, termometre yapimecilar gibi
cesitli meslek gruplarinda Hg ve bilesiklerine mesleki
maruziyet goriilebilmektedir."

Madencilik  nedeniyle cevresel ve mesleki Hg
maruziyetinin ortaya ¢ikmast kardiyovaskiiler, sinir ve
bagisiklik sistemlerinde ciddi saglik risklerine neden
olabilir.'* Yapilan bir calismada, mesleki olarak Hg'ye
maruz kalan kronik Hg zehirlenmesi grubu, Hg'nin kan
dolasimma katlldigy grup ve Hg termometre tesisinde
kontrol grubu olarak ayrlan iscileri iceren bir vaka
kontrol cahigmasinin plazma ormeklerinde miRNAlann
ekspresyonu  degerlendirilmistir.  Hg  zehirlenmesi
grubunda diger iki gruba kiyasla, dort miRNAnm (miR-
16-5p, miR-30c-3p, miR-181a-5p ve let-7e-5p) asag

regtile edildigi ve diger dort miRNATin (miR-92a-3p,
miR-122-5p, miR-45la ve miR-486-5p) ise yukar
regiile edildigi tespit edilmistir."” Arastirmacilarin hastalik
mekanizmalarni daha iyi anlamalarma yardimer olmak
amactyla cok biiytik miktarda biyolojik veriyi analiz
etmek ve islemek icin bilgisayar teknolojisini kullanan
biyoenformatik; genomik, proteomik, gen regiilasyonu,
biyolojik aglar ve diger alanlar1 icermektedir.’®

LoglO(p) ag zenginlestirmesine gore; "Say1", kullamci
tarafindan saglanan listelerde, belirli bir ontoloji terimine
tiye olan genlerin sayisini gostermektedir. "%", belirli bir
ontoloji teriminde bulunan, kullanic1 tarafindan saglanan
genlerin timuinin yiizdesidir (hesaplamaya yalnizca en
az bir ontoloji terimi aciklamasina sahip veri giris genleri
dahil edilir). "Log10(p)", log 10 tabanindaki p degeridir.
"Logl0(q)", log tabani 10'da coklu testle duizeltilmis p
degeridir.'” Zenginlestirilmis terim aglarn, Cytoscape'te.
cys dosyalar aracihfiyla veya web simgesine tiklayarak bir
tarayici icinde etkilesimli olarak goriintiilenebilmektedir.'®

Karsilastirmali  toksikogenomik veri tabam (CTD),
cevresel maruziyetlerin insan saghgim nasil etkiledigine
dair anlayist ilerletmeyi amaclayan halka acik bir veri
tabanidir. Kimyasal gen/protein etkilesimleri, kimyasal-
hastalik ve gen-hastalik iligkileri hakkinda manuel olarak
derlenmis bilgiler saglamaktadir. Bu veriler, cevresel
olarak etkilenen hastaliklarin altinda yatan mekanizmalar
hakkimda hipotezlerin gelistirilmesine yardimeci olmak
icin islevsel ve yolak verileriyle entegre edilmistir."”

Bu calismada, biyoenformatik veri tabanlar1 kullamlarak
Hg maruziyetiyle iliskili genler tzerinden tespit
edilen miRNATlarin molektler dtzeyde etkilerinin,
Hgnin neden oldugu hastaliklara yatkinhk acisindan
arastirlmast amaclanmistir. Calismada tespit ettigimiz
miRNAlann, Hgnin  hiicresel — diizeyde  toksik
etkilerinin aydinlatilmasinda olast biyobelirtecler olarak
kullamlmast hedeflenmistir. Boylece, Hg'ye maruz kalan
bireylerde Hg toleranst ile iligkili anahtar miRNAlan
ve bunlarm hedef genlerini belirlemek, altta yatan
diizenleyici mekanizmalann gosterimi i¢in molekiiler
bir temel saglayacaktr. Gelecekte Hg maruziyetiyle
yakindan baglantih genetik ve epigenetik degisiklikler,
cvaya maruz kalma diizeyi ve hticresel yanitin biyolojik
mekanizmalarina 1sik tutabilecektir.

MATERYAL VE METOT

Karsilastrmah Toksikogenomik Veri Tabam Uzerinden
Hg Maruziyeti ile iliskili Genlerin Belirlenmesi

Cahgmamuz, ticretsiz web tabanh biyoenformatik araclar
kullamnlarak verilerin toplanmast ve veri analizlerinin
gerceklestirilerek yorumlanmasi kisimlarni icermektedir.
Cahismada Hg arastirmast icin ilk olarak, Karsilastirmali
Toksikogenomik Veritabani (CTD) (https://ctdbase.org/)
(Ocak-2024) kullanilmis ve Hg ile iliskili genler tespit
edilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Temsili zenginlestirilmis terimleriyle ilk 16 kimenin ontoloji kaynaklarina gére tanimlanmas|
. Log10 | Log10
G0 Kategori Tamim Sayi| Y%
! " e @
WP2862 WikiPathways Nikleer reseptdrler meta yolagi 14 13684 |-1802 | -1385
(0:0009636 | GO Biyolojik Stiregler | Toksik maddeye tepki 13 134211-1790 | -1385
R-HSA-156590 | Reactome Gen Setleri | Glutatyon konjugasyonu 7 11842 (-1366 | -10,09
R-HSA-183445 | Reactome Gen Setleri | Porfirinlerin metabolizmas 6 |1579 (-1213 | -8,86
WP3624 WikiPathways Akeiger fibrozisi 7 (1842 [-11,719 | -860
(0:0042908 | GO Biyolojik Siiregler | Ksenobiyatik taginmasi 6 (1679 [-1052 | -749
hsa01523 KEGG Yola Antifolat direnci 5 (1316 | 948 | -664
WP2673 WikiPathways Aril hidrokarbon reseptdr yolagi 5 |1316 | -856 | -595
R-HSA-877300 | Reactome Gen Setleri | Interferon gama sinyali 5 |1316 | 688 | -4,68
(0:0071436 | GO Biyolojik Stiregler | Dis uyaranlara hiicresel tepki 7 11842 | -683 | -462
BO1904035 | 0Byl Sieger | oo POPOKSIEEN 5y g6 | | a3
(0:0009895 | GO Biyolojik Siiregler | Katabolik siirecin negatif diizenlenmesi| 6 |15,79 | -535 | -340
BO0002TIA | GO Bydojk Srgr | e FOSKONOIEE g 0 1 4pg | g5
60:0032660 | GO Biyolojik Sirecler | Interlikin-17 dretiminin dizenlenmesi | 3 | 7.89 | -452 | -2.70
(0:0061024 | GO Biyolojik Siiregler | Membran organizasyonu 6 |1579 | -348 | -1.80
G0:0015698 | GO Biyolojik Stirecler | Inorganik anyon taginmes! 3 (789 |-298 | 187
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Tespit Edilen Genlerin Yolak ve Siire¢ Zenginlestirme
Analizleriyle Degerlendirilmesi

Hg maruziyeti ile iliskili genler belirlendikten sonra
ikinci asamada ise, yolak ve stire¢c zenginlestirmeleri
arastinlmistir.  CORUM, KEGG Yolag, DisGeNET,
WikiPathways, GO Biyolojik Stirecler, Kanonik
Yolaklar, TRRUST, PaGenBase, Reactome Gen Setleri,
PANTHER Yolagt, Transkripsiyon Faktorti Hedefleri ve
COVID ontoloji kaynaklarmndan alman verileri iceren
yolak ve stire¢ zenginlestirme analizini gerceklestirmek
icin Metascape (https://metascape.org/) (Ocak-2024)
veritabant secilmistir. Gen listesi ytiklenerek ifade
analizi yapilmistir. Analizde zenginlestirme arka plan
olarak genomdaki tiim genler kullanilmustir.

MIENTURNET miRNA-hedef gen zenginlestirme
analizi

Mevcut cahgmada, hedef genler ve miRNAlar
arasindaki iliskileri degerlendirmek i¢cin MIENTURNET
(http://userver.bio.uniromal .it/apps/mienturnet/)'in
(Ocak-2024) ag analizi kullanmilmistir. miRNA-hedef
zenginlestirme yapilarak miRTarBase analiz sonuclar
degerlendirilmistir.  MIENTURNET  cevrimici araci,
Hg maruziyetiyle iliskili genlere dayali olarak hangi
miRNAlarn Hg tarafindan indtiklendigini belirlemek
icin  kullamlmisti.  MiRNA  hedef etkilesim ag
olusturularak ve fonksiyonel zenginlestirme analizi
yapilarak bu miRNAlarmn biyolojik acidan fonksiyonlart
arastirilmistir.

Verilerin  istatistiksel Yontemler Kullanarak
Degerlendirilmesi

Metascape tizerinden, p degeri <0,01, minimum
sayist 3 ve zenginlestirme faktorit >1,5 olan terimler
toplanarak tyelik benzerliklerine gore kiimeler halinde
gruplandirilmistir. p-degerleri, kiimtlatif hipergeometrik
dagihma dayali olarak hesaplanmistir. g-degerlerd,
coklu testleri hesaba katmak icin Benjamini-Hochberg
prosediirti kullanilarak hesaplanmustir. Zenginlestirilmis
terimler tizerinde hiyerarsik kiimeleme yapilirken benzerlik
dletisti olarak Kappa puanlart kullamlarak benzerligi >0,3
olan alt agaclar bir kiime olarak kabul edilmistir.*°

DisGeNET zenginlestirme analizinde terimler arasmdaki
iliskileri dahaiyiyakalamakicin, zenginlestirilmisterimlerin
bir alt kitmesi secilerek benzerligi >0,3 olan terimlerin
kenarlarla baglandigy bir ag grafigi olusturulmustur.
MIENTURNET miRNA-hedef zenginlestirme analizindeki
yanls kesif oramt (FDR), hipergeometrik testten elde
edilen nominal p degeri kullanilarak hesaplanmistir. FDR
degeri, belirli genlerin bir yolak icinde ne kadar griclt bir
sekilde asir1 temsil edildigini gostermek icin kullamlmistir.

Ftik Kurul izni

Calisma verileri kamuya acik veritabanlari tizerinden
toplandig icin herhangi bir etik onay gerekmemektedir.

BULGULAR

Belirledigimiz gen listesi icin, Kyoto Genler ve
Genomlar Ansiklopedisi (KEGG) Yolagi (https://www.
genome.jp/kegg/pathwayhtml), Reactome Gen Setleri
(https://reactome.org/), Memeli protein komplekslerinin
kapsamh kaynagt (CORUM) (https://mips.helmholtz-
muenchen.de/corum/), WikiPathways ~ (https://www.
wikipathways. org/) ve PANTHER Yolagin (https://www.
pantherdb.org/pathway/)  iceren  cesiti  ontoloji
kaynaklarn kullanilarak biyolojik stirecler, hastaliklar,
yolaklar ve ag zenginlestirmesi yapildi. Zenginlestirilmis
biyolojik stirecler (Sekil 1) belirlendi. Ardindan, yolak
ve stire¢ zenginlestirme analizine gore ilk 16 kiimenin
saglanan gen listesi icin, Tablo 1'de gosterildigi gibi
cesitli ontoloji kaynaklar: kullanilarak LoglO(p)'a gore
ag zenginlestirmesi gerceklestirildi.

DisGeNET'te zenginlestirme analizi verilerine gore
arastirlan  Hg agir metalinin neden oldugu iliskili
hastaliklar Sekil 2'de gosterildi. Ktime bagina en fazla 15
terim ve toplamda en fazla 250 terim kisitlamastyla, 20
ktimenin her birinden en iyi p-degerlerine sahip terimler
secildi. Ag, her dugumun zenginlestirilmis bir terimi
temsil ettigi ve kitme kimligiyle renklendirildigi Cytoscape
kullarularak gorsellestirildi (Sekil 3). Zenginlestirilmis
terimler agmndaki aym kime kimligini paylasan
dugtimler genellikle birbirine yakin olan ktime kimligine
gore renklendirilmektedir. Cytoscape tizerinden ag
zenginlestirme sonuglarma gore; Hg maruziyetiyle iliskili
olabilecek 16 kiime belirlendi (Sekil 3).
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(https://metascape.org/
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Sekil 2. Gen listelerindeki zenginlestirilmis terimlerin, p-degerleriyle renklendirilmis qubuk grafigi.

Ml Niikleer reseptorler meta yolagi
M Toksik maddeye tepki
M Glutatyon konjugasyonu
M Porfirinlerin metabolizmasi
[T Akciger fibrozisi
Ksenobiyotik taginmast
M Anifolat direnci
[ Aril hidrokarbon reseptor yolagi
[ Interferon gama sinyali
Dis uyaranlara hiicresel tepki
Epitel hiicre apoptotik siirecinin diizenlenmesi
Katabolik siirecin negatif diizenlenmesi
{71 B hiicre aracili bagigikligin pozitif diizenlenmesi
[ Interlokin-17 iiretiminin diizenlenmesi
Membran organizasyonu
Inorganik anyon tagimmast

Sekil 3. Ag zenginlestirmesiyle ilk 16 kimenin gdsterimi (Cytoscape).
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Tablo 2. Civayla iliskili genler

Gen sembolii Gen ismi
ABCB1 ATP baglayici kaset alt ailesi B {yesi 1
ABCC1 ATP baglayici kaset alt ailesi C Giyesi T (ABCC1 kan grubu)
ABCC2 ATP baglayici kaset alt ailesi C Gyesi 2
AKRTA3 Aldo-keto rediiktaz ailesi 7 liye A3
ALAD Aminolevulinat dehidrataz

CASP1 Kaspaz 1

CPOX Koproporfirinojen oksidaz

FCGRT Fe reseptdr(i, g6, yiksek afinite |
GCLC Glutamat-sistein ligaz katalitik alt birimi
GOLM Glutamat-sistein ligaz degistirici alt birimi
(GSS Glutatyon sentetaz

GSTA1 Glutatyon S-transferaz alfa 1

GSTM1 Glutatyon S-transferaz mu 1

GSTP1 Glutatyon S-transferaz pi 1

GSTT1 Glutatyon S-transferaz teta 1

HMOX1 Hem oksijenaz 1

F144 Interferon kaynakli protein 44

IFNG interferon gama

IL18 Interlokin 1 beta

IL4 Interlokin 4

L6 Interlikin 6

INS1 Inslin |

IRF1 interferon diizenleyici faktor 1

IRF8 interferon diizenleyici faktdr 8

MSR1 Makrofaj temizleyici reseptor 1

MT1A Metalotiyonin 1A

MTIM Metalotiyonin 1M

MT2A Metalotiyonin 2A

MT4 Metalotiyonin 4

NFE2L2 NFE2 benzeri bZIP transkripsiyon faktdril 2
NOX4 NADPH oksidaz 4

RSAD2 Radikal S-adenosil metiyonin domaini igeren protein 2
SELENOP Selenoprotein P

SLC22A6 Goziinen tagiyicl aile 22 (iye 6
SLC22A8 Goziinen taglyicl aile 22 (ye 8

SLCTAD Goziinen taglyicl aile 7 lye b

TARDBP TAR DNA baglayici protein

NF Timdr nekroz faktdrd

VDR D vitamini reseptdrii

NOBEL
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CTD taramast neticesinde Hg ile iliskili 39 gen tespit edildi
(Tablo 2). Hg metalinin toksik etkisiyle baglantisinin tespiti
icin arastirilan 39 genin INS1 geni haricindeki 38'inin
etkilesimde oldugu bulundu. miRNA-hedef zenginlestirme
analizi neticesinde 38 genle iliskili Hg toksisitesi yanitinda
rol oynadig1 diistiniilen miRNA’lar belirlend;i.

miRNA-mRNA hedef etkilesim aglarmdan miRTarBase
(Sekil 4) ve TargetScan (Sekil 5) aracih@yla genlerin
etkilesime girdikleri miRNAlar belirlendi. MIENTURNET
(MiRNA  Zenginlestirme Dontismtis  Agl) miRNA-
hedef zenginlestirme analizine gore Hg toksisitesiyle
iliskili bulunan 38 gen arasindan FDR'ye gore en iyi
yolaklar secildi ve daha sonra elde edilen yolaklar kat
zenginlesmesine gore siralanarak temsil edilen en etkin
miRNAlar tespit edildi (Tablo 3,4).

miRTarBase miRNA hedef zenginlestirme analiziyle
hipergeometrik testteki nominal p degerleri tizerinden
Hg maruziyetiyle iliskili 10 miRNA istatistiksel agidan
anlamh (p<0,05) bulundu. Elde ettigimiz sonuclara
gore; hsa-miR-1238-3pnin FDR degeri 0,192 iken
(miRTarBase renk skalast mavi) Hg maruziyetiyle iligkili
diger tim miRNA'larm FDR degeri 0,180'in altinda
bulundu ve kirmizi renk skalasiyla gosterildi.

TargetScan miRNA hedef zenginlestirme analiziyle
hipergeometrik testteki nominal p degerleri tizerinden
Hg maruziyetiyle iliskili hsa-miR-873-5p.1 miRNA’s1
istatistiksel acidan anlaml (p: 0,028) bulundu. Buna gore;
Hg maruziyetiyle iligkili ttim miRNA'lann FDR degeri
0,863792 olarak tespit edildi ve mor renk skalasiyla
gosterildi. hsa-miR-873-5p.1'in HMOX1, ABCC1, ALAD
genleriyle ytiksek etkilesim icinde oldugu tespit edildi.

TARTISMA

Bu calismada, Hg ile iliskili 38 gen Ttzerinden
miRTarBase araciligiyla tespit edilen hsa-miR-24-3p,
hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-6792-3p, hsa-miR-4691-5p,
hsa-miR-296-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR-1238-3p,
hsa-miR-451a,  hsa-miR-433-5p,  hsa-miR-132-5p
miRNA'lar TargetScan araciligiyla
acidan anlamh olarak tespit edilen hsa-miR-873-5p.1
miRNA’smm  Hg iliskili ~ potansiyel
biyobelirtecler arastirllmast  hedeflenmistir.
Temsili zenginlestirilmis terimleriyle ilk 16 ktimenin
ontoloji kaynaklarma tamimlanan yolaklardan ntikleer
reseptorler meta yolaginin iliskili oldugu genler ABCC2,
GCLC, GCLM, GSTAl, GSTMI, GSTP1, HMOXI,
IFNG, IL1B, NFE21.2, ABCB1, TNE VDR, SLC7A5, GSS,
GSTT1, ALAD, ABCCl, SLC22A8, AKR7A3, NOX4,
IL4, 1L6, CASPI’dir. WikiPathways tizerinden akciger
fibrozisi ile iliskili yolakta ise HMOX1, IL1B, IL4, IL6,
MT2A, NFE21.2, TNE IENG, VDR, CASP1, IRFS, IRF1,
FCGRIA, ABCCI, SLC7A5, RSAD2, NOX4, GSTPI,
ALAD, IFI44, GCLC, TARDBP, SELENOP, ABCBI,
MSRI genleri rol oynamaktadir. KEGG yolag tizerinden
antifolat direnciyle iliskili ABCC2, IL1B, 1IL6, ABCC1,
TNE, CASP1, NFE2L2 genler fonksiyon gostermektedir.
Aynca, WikiPathways araciligiyla aril hidrokarbon
reseptdr yolagiyla baglantili IFNG, IL1B, NFE2L2, TNF,
SLC7AS5, 1IL6, ABCB1, HMOX1, IL4 genleri énemli bir
role sahiptir.

ile istatistiksel

toksisitesiyle
olarak
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Sekil 4. miRNA-hedef zenginlestirme analizi sonuglari (miRTarBase)
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Sekil 5. miRNA-hedef zenginlestirme analizi sonuglar (TargetScan)
FDR: yanlis kesif orani
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Etkilesim sayisi

Sonuglarmiz, gen-miRNA iliskisine bagh sinyal
yolaklarn yoluyla metabolik, homeostatik, gelisimsel
ve htcresel streclerin  diizenlenebilecegini
tespit  ettigimiz miRNAlarm  Hg maruziyetinde
potansiyel biyobelirtecler olarak hizmet edebilecegini
gostermektedir. Yaptigimiz calisma neticesinde Hg agir
metalinin neden oldugu hastaliklarda 6zellikle karaciger
hastaliklann ve bazi maligniteler dikkat cekmektedir.
DisGeNET'te zenginlestirme analizi verilerimize gore, Hg
maruziyetiyle iliskili hsa-miR-24-3p, hsa-miR-125b-5p,
hsa-miR-6792-3p, hsa-miR-4691-5p, hsa-miR-296-3p,
hsa-miR-223-3p, hsa-miR-1238-3p, hsa-miR-451a,
hsa-miR-433-5p, hsa-miR-132-5p miRNAlarmn literattirle
paralel olarak Hg maruziyetinden bagimsiz akut
infarkttist, akut yetmezligi,

ve

miyokard karaciger

romatoid artrit, malign mezotelyoma, kalm bagirsak
adenomu ve tlser ile baglanuh oldugunu tespit
ettik. 2 Belirledigimiz bu hastaliklarin Hg maruziyeti
ve cahigmaya dahil ettigimiz miRNA'larla dogrudan
baglantisi olmadig icin elde ettigimiz ttim bu verilerin
literatiire  onemli katki saglayacagn gortstindeyiz,
miRNAlar, cesitli fizyolojik ve patolojik stireclerin tani ve
takibinde kullamlabilecek potansiyel biyobelirteclerdir.
Cesitli cahismalar, cevresel olarak Hg'ye maruz kalan
genel poptilasyonda miRNAlarn ekspresyon profilleri
tzerinde Hgnin potansiyel etkilerini incelemistir.
Calismamizda Hg maruziyetiyle baglantuli bir diger
hastalik olan kalin bagirsak adenomunun miR-24-3p ile
olan iligkisi arastirilmistir. miR-24-3p, hticre dongiisit
kontrolt, hiicre buytimesi, cogalmasi ve apoptoz dahil
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Tablo 3. Cva toksisitesiyle iliskili miRNA'lar (miRTarBase)

m:::;;m Hedef genler p degeri| FDR I]dt};nn]ram Et::;zilm
hsa-miR-24-3p | GCLM, HMOX1, IFNG, IL4, IL1B, TNF, MTTM | 0,00216 | 0177 | 0268 I
hsa-miR-125b-5p | VDR, ABCC1, TARDBP, GSS, TNF 000232 | 0177 | 0189 b
hsa-miR-6792-3p | HMOX1, MTTA, SLC22A6, VDR 000158 | 0177 | 0127 4
hsa-miR-4631-bp | HMOX1, MT1A, SLC22A6, VDR 000155 | 0177 | 0127 4
hsa-miR-296-3p | IRF1, SLCTAS, MT2A, SLC22A6 000233 | 0177 | 0141 4
hsa-miR-223-3p | IL6, ABCB1, SLCTAD 000126 | 0177 | 00716 3
hsa-miR-1238-3p | SLC22A6, TARDBP, MT1A 000316 | 0,192 | 0,986 3
hsa-miR-451a | ABCB1, IL6 000208 | 0177 | 0034 2
hsa-miR-433-bp | GCLC, GCLM 000265 | 0,179 | 00383 2
hsa-miR-132-bp | NFE2L2, SLCTAD 000105 | 0177 | 00241 2
FDR: Yanlis kesif orani

Tablo 4. Civa toksisitesiyle iliskili miRNA'lar (TargetScan)

m:::;:]m Hedef genler degeri FDR l]dt::mu]ram Et::;zilm
hsa-miR-186-bp IRF8, GOLM, ABCC2, ABCC1 | 0,083 | 0,864 | 0421 4
hsa-miR-130a-3p/hsa-miR-130b-3p/

hsa-miR-301a-3p/hsa-miR-301b-3p/

R 356 s RA035/ IRF1, TNF, TARDBP 0271 10864 | 0805 3
hsa-miR-454-3p

hsa-miR-873-6p.1 HMOX1, ABCC1, ALAD 0026 {0864 | 0223 3
hsa-miR-326/hsa-miR-330-5p ABCC1, ALAD 0231 10864 | 0455 2
hsa-miR-873-bp.2 HMOX1, MT1A, ALAD 006130864 | 0305 3
hsa-miR-340-bp IFNG, IL4, IRF1, NFE2L2 | 0226 | 0,864 | 0614 4
hsa-miR-130a-bp/hsa-miR-23a-3p/

hseemiR-230-3p/hsa TR 23 IRF1, VDR, CPOX, TARDBP | 0207 | 0,864 | 0592 4
hsa-miR-33a-5p/hsa-miR-33b-5p MT1A, TARDBP 025 | 086 0,481 2
FDR: Yanlis kesif orani
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olmak tzere kanserle iligkili hiicresel stireclerde rol
oynamaktadir. Ytiksek miR-24-3p ekspresyonunun,
kolorektal adenokarsinom hastalarindaki kotti seyirli
sag kalmla iligkili oldugu gosterilmistir.** Fakat; Hg
maruziyetiyle iligkili kaln bagirsak adenomunun
miR-24-3p ve diger miRNA'larla olan baglantisim
ortaya koyacak herhangi bir literattire rastlanmamustir.

Yine calismamizda, aday miRNA’larin akut karaciger
yetmezligiyle olan iliskisi bulunmustur. Literattirde,
Hgye bagh akut karaciger yetmezligi ve miRNA
ile iliskili bilgiye rastlanmamustir. Ancak, Yang ve
ark.larmin  fare modellerinde yapmis oldugu bir
calismada; akut inorganik civaya maruz kalmanin
neden oldugu hepatotoksisiteyi icin
luteolin tedavisi uygulamislardir. Anti inflamatuar,

azaltmak

antikarsinojenik ve antioksidatif etkiye sahip olan
luteolinin Hg kaynakli anemi ve hepatotoksisiteyi

iyilestirdigini, in vitro radikal oksijen tiirlerinin
tretimini, hepatosit canliligini, in vivo oksidatif stresi
ve apoptozu diizenledigini gostermislerdir. Luteolinin,
NF-xB, TNF-a, Sirtl, mTOR, Bax, p53 ve Bcl-2'yi
iceren inflamasyon ve apoptozla iliskili proteinlerin
seviyelerindeki degisiklikleri tersine cevirdigi ve
P38 mitojenle aktiflesen protein kinaz (p38 MAPK)
aktivasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Aksine,
luteolin ve Hg'nin, karacigerde niikleer faktor (eritroid
tirevli 2) benzeri 2'yi (Nrf2) hedef alan miRNA-146a
transkripsiyonu tizerinde hicbir etkisi olmamistir.”®

Calismamizda, hsa-miR-223-3pmin 1L6, ABCBI,
SLC7A5 genleriyle ytksek etkilesim icinde oldugu
tespit edildi. hsa-miR-223-3p ile iliskili IL6 ve ABCB1
genlerinin Hg maruziyetinden bagimsiz hepatoselltiler
kanser ve vaskiiler endotel hasariyla baglantli oldugu
yapilan caligmalarla gosterilmistir.?”** VDR, ABCCI,
TARDBP, GSS, TNF hedef genleriyle iligkili olan miR-
125b-5pmin, Hg maruziyetiyle baglantih oldugunu
calisma verilerimiz gostermektedir. Sanders ve ark.'lari
miR-125b-5pnin ayak tirnagindaki Hg seviyeleriyle
onemli olctide negatifiliskili oldugunu tespit etmislerdir.
Ureme sistemi hastaliklarma iliskin olarak Hg ile iliskili
bir dizi miRNAnin ve bunlarin mRNA hedefleri de
tanimlanmustir. Fonksiyonel analiz sonuclar, treme
sistemi gelisimi ve morfolojisinde yer alan mRNA
hedeflerinin farkh alt kiimelerini gstermistir. Anormal
treme sistemi morfolojisinin miR-125b-5p tarafindan
diizenlenen TP53 (tumor protein p53) mRNA hedefine
sahip oldugu zenginlestirilmis gen alt kiimesiyle
belirlenmistir.
dogum riskinin artmastyla bir iliskinin var olabilecegini
gostermektedir.”

Sonuglar, Hg maruziyetinin erken

Ding ve ark.'larn mesleki olarak Hg'ye maruz kalan kadin
iscilerde Hg ile iliskili miRNAlar arastirmugslardir. Hg
zehirlenmesi grubunda dért miRNAnm (miR-16-5p,
miR-30c-3p, miR-181a-5p let-7e-5p)  asag
regiile oldugu diger dort miRNAmin (miR-92a-3p,
miR-122-5p, miR-451a ve miR-486-5p) ise yukar
regtile oldugu gosterilmistir. miR-451a, AMPK/AKT
yolagiyla  proinflamatuar inhibe
ozelligine sahiptir®™® Bu calismayla benzer sekilde
bizim calismamizda da miR-451a, Hg maruziyetiyle
iliskili olarak anlamh bulunmustur. Yitksek verimli
miRNA profilleme, sentetik taklitlerle fonksiyonel
analiz ve module edilmis yolaklarin molekiiler
karakterizasyonu, miR-296-3p ve miR-298-5p'min
spesifik olarak asagi diizenlenmesiyle IGF1Rf ve TNFa
gibi hedeflerinin yukar1 dtizenlenmesinin, memeli
pankreatik a hticrelerinin sitokinler tarafindan apoptoz
inditksiyonuna karst direncinin ¢nemli bir belirleyicisi
oldugunu gostermektedir.’' Calhismamizda, miR-296-3p

ve

sitokini etme

Hg maruziyetiyle iliskili bulunurken, literattirde Hg
ve diger agir metallerle olan iliskisini ortaya koyacak
calismaya rastlanmamuistir.
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Calismamizda, Hg agir metaliyle iliskili hastaliklar
arasinda akut miyokard infarkttisit ve miyokardiyal
iskemi de yer almaktadir. Hu ve ark.'larinin zebra
baligt mRNA ve miRNA ekspresyon modellerinde
yapmis olduklar1 arastirmada, silika nanopartikllere
(SiO2-NP) ve metil civa (MeHg)'ya birlikte maruz
kalmanin ¢nemli degisikliklere neden olabilecegi
tespit edilmistir. MeHg ile birlikte SiO2-NP'lerin,
zebra baligl embriyolarinda miR-7147, miR-26a ve
miR-37571 iceren miRNA’lar yeniden sekillendirdigi
ve inflamatuar yollar aracihifiyla kardiyovaskdler
toksisiteye yol actig1 gosterilmistir.”

Diger bircok kimyasal element gibi agir metaller de
cevrede dogal olarak bulunur; ancak bu metallerin
cesitli konsantrasyonlari,
bunlarin bircok insan faaliyetinde (sanayi, madencilik
ve tarim gibi) yogun kullanimi nedeniyle artmustir.
Hg, demir dist metal rafinasyonu ve evsel atk
yakma firmlart da dahil olmak tizere cesitli insan
faaliyetlerinde yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Hg,
endustriyel atiklara ve atik suya bosaltildigr icin cesitli
cevresel matrislerdeki konsantrasyonlar ytksektir.
Etki sekline ve maruz kalma yoluna bagh olarak, Hg
biyolojik olarak birikebilir, protein denattirasyonunu
indtkleyebilir, gibi
enzimleri bozabilir ve hatta oksidatif stres nedeniyle

cevresel matrislerdeki

DNA metiltransferaz temel
hiicre zarlarina zarar verebilir.*® Bu molekiiler etkiler;
hareket, sindirim aktivitesi ve sinir sistemi gibi kritik
fonksiyonlar1 bozar.*

Sonug¢ olarak, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-125b-5p,
hsa-miR-6792-3p,hsa-miR-4691-5p,hsa-miR-296-3p,
hsa-miR-223-3p, hsa-miR-1238-3p, hsa-miR-451a,
hsa-miR-433-5p,  hsa-miR-132-5p  miRNAlarin
Hg  zehirlenmesinin = biyobelirtecleri ~ olarak
kullanilabilecegini ve miRNA-gen iligkili

bir
miRTarBase

sinyal
yolaklarmin Hg toksisitesinde 6nemli role
sahip olabilecegini dustinmekteyiz.
miRNA hedef zenginlestirme sonuclarina gore; Hg
toksisitesiyle baglantili hsa-miR-1238-3pnin FDR
degeri diger miRNA’lara gore daha yiiksek olarak
(FDR:0.192) bulundugu icin renk skalasinda mavi
olarak gosterilmistir. Ayrica, Hg ile iliskili genler,
miRNAlar ve hastaliklarla arasindaki baglantiyr
degerlendirmek icin deneysel yontemler kullanarak
daha ileri calismalar yapilabilir. Literattirde, Hg
maruziyeti olan kisilere yonelik miRNA calismalar
oldukca kisithdir. Bu nedenle, bu calisma Hg
maruziyetiyle iliskili biyoenformatik alaninda 6zgtin
bir ¢alisma icerigine sahiptir.

Calismadan elde edilen sonuclara gore, Hg aracih
toksisitenin altinda yatan molektler mekanizmalarin
aydinlatilmasina ~ yonelik  belirledigimiz ~ bu
miRNA'larin, toksik etkiyi éngorebilecek potansiyel

yeni biyobelirtecler olarak secimi ve tespit edilen bu
miRNA’larin Hg maruziyeti risk degerlendirmesinde
kullanilabilecegi dustintilmektedir. Bu dogrultuda,
Hg'ye maruz kalmanin neden oldugu hastaliklarin
ortaya ¢lkmasindan sorumlu gen-miRNA aracih
ntikleer reseptorler meta yolagi, aril hidrokarbon
reseptdr yolagi, interferon gama sinyal yolagi basta
olmak tizere cesitli molekiiler yolaklar ve gelisimsel,
hticresel ve organizmalar arasindaki tiirler arasi
etkilesimde yer alan biyolojik stirecler belirlenmistir.

Cahgmamizda  kamuya agk  veri  tabanlan

tizerinden biyoenformatik analizler kullanilarak
Hg maruziyetinin miRNA ekspresyon dtzeyi ile
olan iligkisi arastirildi.  Bu calismadan elde edilen
sonuclart desteklemesi agisindan deneysel calismalara
miRNA

ekspresyon profillemesi ve gercek zamanh kantitatif

ihtiyac  duyulmaktadir. Bu dogrultuda,
PCR yontemiyle Hg maruziyetiyle iliskili miRNA’larin
belirlenmesiyle elde ettigimiz biyoenformatik analiz
verileri dogrulanabilir.

SONUC

Yapilacak genetik arastirmalar ile Hg maruziyetine
bagli olast meslek hastaliklarinin ortaya ¢ikmadan
erken evrede teshisi miimkiin olabilecektir. Bu sayede
tiimtiyle onlenebilir meslek hastaliklarinin beraberinde
getirecegi maddi ve manevi kayiplarim éntine gecilerek
tantya yonelik tarama standardi olusturulabilecektir.
Daha
degisikliklerin neden oldugu kayiplarin énlenmesinde

sonrasinda olast hiicresel ve genomik
de yarar saglayabilecegi goriisini paylasmaktayiz.
Mesleki maruziyetin karakterizasyonunun, rutinde
kullanilan  civa maruziyetine yonelik tarama
testlerinin, miRNA biyobelirte¢ testleriyle birlikte ele
alinmasi, meslek hastaliklarinda genetik yatkinligin
roltintin ortaya konulmasinda yarar saglayacaktir. Bu
calisma neticesinde miRNA’larin biyobelirte¢ olarak
kullaniminin isyerlerinde rutin tarama programlarina

dahil etkili
olmamakla birlikte, cesitli genetik test Kkitlerinin

edilmesi mevcut asamada maliyet
kullanima girmesi ve maliyetlerinin dustiriilmesi ile
mevcut tarama testleri ile birlikte kullanimi meslek
hastaliklaria karsi snlem alimmasinda oldukea faydali
olacaktir. Sonug olarak, bu calisma, tespit ettigimiz
11 miRNA tizerinden hedeflenen yeni biyobelirtecler
aracihgiyla Hg maruziyetine bagh ortaya cikabilecek
mesleki hastaliklarin erken asamada ontine ge¢me
firsan  sunacak, calisan

isyerlerinde saghg

givenliginin  gelistirilmesi icin gerekli kosullarin

ve

saglanmasinda bilgilendirici olacakur.

bir
bulunmadiklarini bildirmistir.

*Yazarlar  herhangi cikar iligskisi  icinde
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