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OZET

Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) Hastalarinda
Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu ile ilgili Genleri
Hedef Alan miRNA’larin In siliko ve In vitro Yéontemlerle

Aragtirilmasi

Giil¢in BAYKAL

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Senay VURAL KORKUT

Amyotrofik Lateral Skleroz, motor noronlarin dejenerasyonu ve iskelet kaslarinin
atrofisi ile karakterize ilerleyici, o6liimciil bir hastaliktir. Insidansi yilda
2,1/100.000 ve prevalansi yilda 5,4/100.000'dir. Genellikle fokal olarak baslar ve
solunum sistemi felci nedeniyle 6liimcildiir. Giincel olarak 100'den fazla gende
ALS'ye neden olan mutasyonlar tanimlanmistir. Bunlar, hastalik patofizyolojisinin
farkli mekanizmalarina etki eder. MikroRNA'lar olarak bilinen kodlama
yapmayan, tek sarmalli RNA molekiilleri, transkripsiyondan sonra mRNA
bozulmasi yoluyla gen ekspresyonunu diizenlerler. miRNA'lar, Amyotrofik Lateral
Skleroz gibi norodejeneratif hastaliklar icin biyobelirte¢ olarak kullanilabilir.
Noronal hiicreler mitokondriye oldukca bagimlidir ve mitokondriyal disfonksiyon
norodejeneratif hastaliklarla baglantilidir. Literatiir taramasiyla, mitokondriyal
disfonksiyona neden olan ve ALS patogenezinde rol oynayan SOD1, FUS, TARDBP,
C9orf72, CHCHD10, OPTN, VCP, TBK1 ve BCL2 genleri belirlendi. Enrichr, g:
Profiler ve CROssBAR araclarini kullanilarak yapilan yolak zenginlestirme
analizlerinde, tanimlanan genlerin ALS, mitokondriyal islev bozuklugu ve néron
farklilasmas ile 6nemli baglantilara sahip oldugu dogrulandi. In siliko miRNA

tahminleri miRWalk, miRTargetLink, TargetScan ve miRNet veri tabanlar

Xiv



kullanilarak yapildi. Ortak miRNA'lar1 secmek icin bir Venn diyagrami araci
kullanildi ve 28 miRNA kesfedildi. Belirlenen 28 miRNA miRNet ve TAM araclari
kullanilarak fonksiyonel ve zenginlestirme analizleri icin set analizine tabi tutuldu.
Her iki veri tabaninda, iki ortak miRNA'nin, hsa-miR-9-5p ve hsa-miR-141-3p'nin
ALS ile baglantili oldugu bulundu. In vitro kismin da ise, ALS hastaliginin teshis,
izlem ve tedavisinde biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyeline sahip miRNA'lar1
belirlemek icin in siliko analizinden elde edilen verilerimizin biyolojik 6rnekler
lizerinde dogrulanmasidir. Bu calismada yeni tani almis, herhangi bir ilag
kullanmaya baslamamis ve ilac tedavisi goren ALS hastalarindan kan 6rnekleri
alinmistir. Herhangi bir norolojik hastaligi olmayan saglikli bireylerden ve ALS
disinda norolojik hastaliga sahip norolojik kontrollerden kan Ornekleri elde
edilmistir. Tim Orneklerden periferik kan mononiikleer hiicreleri ve bunlardan
miRNA izolasyonu yapilmistir. hsa-miR-9-5p ve hsa-miR-141-3p'nin ekspresyon
seviyeleri, gercek zamanli qPZR kullanilarak incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: ALS, miRNA, mitokondri, in siliko, in vitro

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

In silico and In vitro Analysis of miRNAs that Target
Genes Associated with Mitochondrial Dysfunction in
Patients

with Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS).

Giil¢in BAYKAL

Department of Molecular Biology and Genetics

Master Thesis

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT

Amyotrophic Lateral Sclerosis is a progressive, fatal disease characterized by
degeneration of motor neurons and atrophy of skeletal muscles. Its incidence is
2.1/100,000 per year and its prevalence is 5.4/100,000 per year. Non-coding,
single-stranded RNA molecules known as microRNAs regulate gene expression via
mRNA degradation after transcription. miRNAs can be utilized as biomarkers for
neurodegenerative diseases such as Amyotrophic Lateral Sclerosis. Neuronal cells
are highly dependent on mitochondria, and mitochondrial dysfunction has been
linked to neurodegenerative diseases. A literature search revealed the genes
SOD1, FUS, TARDBP, C9orf72, CHCHD10, OPTN, VCP, TBK1, and BCL2 that cause
mitochondrial dysfunction and are involved in the pathogenesis of ALS. Pathway
enrichment analyses using Enrichr, g: Profiler, and CROssBAR tools confirmed
that the identified genes have significant associations with ALS, mitochondrial
dysfunction, and neuron differentiation. In silico miRNA predictions have been
made using miRWalk, miRTargetLink, TargetScan, and miRNet tools. A Venn
diagram tool was used to select common miRNAs, and finally, 28 miRNAs were
discovered. A set of 28 miRNAs were subjected to set analysis using the miRNet

and TAM tools for functional and enrichment analyses, respectively. In both
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databases, two common miRNAs, hsa-miR-9-5p and hsa-miR-141-3p, were found
to be linked to ALS. The principal aim of the study is further analysis of our data
obtained from in silico analysis to identify miRNAs that have the potential to be
used as biomarkers for the diagnosis, prognosis, and treatment of ALS disease. In
this study, blood samples taken from newly diagnosed ALS patients who have not
started to use any medication, and from ALS patients on medication. Blood
samples also obtained from healthy individuals without any neurological disease
and from neurological controls. Peripheral blood mononuclear cell and miRNA
isolation made from all samples. Expression levels of hsa-miR-9-5p and hsa-miR-
141-3p examine using real-time qPCR.

Keywords: ALS, miRNA, mitochondria, in silico, in vitro

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Merkezi sinir sisteminin iglevinin ve yapisinin ilerleyici dejenerasyonu ile
karakterize edilen, ilgili noronal sistemlerin secici kaybi ile karakterize edilen
norodejeneratif ~ hastaliklar (NDH) heterojen  hastalik  grubudur.
Norodejenerasyon, sinir hiicrelerinin ilerleyici 6liimii ve beyin dokusu kaybi icin
kullanilan genelleyici bir semsiye terimdir. NoOrodejeneratif hastaliklarin
patogenezi, yas, kalitim ve cevre gibi bircok etki s6z konusudur (Barnham vd.,
2004; Golpich vd., 2017; X. Li vd., 2021; M. T. Lin & Beal, 2006). Amyotrofik
lateral skleroz (ALS), nérodejeneratif bir hastaliktir. Ust (korteksten beyin sapina
ve omurilige uzanan noronlar) ve alt (beyin sapindan ya da omurilikten kaslara
uzanan noronlar) motor noronlarda dejenerasyona ve kayiplara sebep olur
(Brown & Al-Chalabi, 2017; Hardiman vd., 2017). Bu kayiplar noronlarin asiri
apoptotik 6liimii nedeniyle gelisir (Stetkarova & Ehler, 2021). Hastalik belirli bir
bolgede baslar ve daha sonra tiim viicuda yayilir ~ (Brown & Al-Chalabi, 2017;
Hardiman vd., 2017; van Es vd., 2017). ALS kalitsallik acisindan ailesel (fALS) ve
sporadik (sALS) olarak 2 grupta incelenir (Hardiman vd., 2017; van Es vd., 2017).
Bircok iilkede yapilan epidemiyoloji calismalarina gore; ALS hastaligi insidans
degeri her 100.000 kisi icin 0,6-3,8 arasinda yeni vaka, prevalans degerleri ise her
100.000 kiside 4,1-8,4 arasinda toplam vaka goriildiigii ortaya koyulmustur
(Benjaminsen vd., 2018; Jun vd., 2019; Leighton vd., 2019; Longinetti vd., 2018;
Palese vd., 2019; Rose vd., 2019; S. Zhou vd., 2018). Tiirkiye’de yapilan ALS
epidemiyoloji calismalarinda insidans degerleri her 100.000 kiside 1,2-1,9 yeni
vaka, prevalans degerleri ise her 100.000 kiside 3,7-7,3 toplam vaka
kaydedilmistir (Turgut vd., 2019; Uysal vd., 2021). ALS’nin insidans1 ve prevalansi
da artan yas ile paralel olarak artmaktadir (Brown & Al-Chalabi, 2017). Motor
korteks ve omurilikteki motor noéronlarin 6limii ALS patogenezinin temelini
olusturur (Brown & Al-Chalabi, 2017; van Es vd., 2017). Hastaligin isminde

karsimiza ¢ikan amyotrofi; motor noronlarin 6lmesine bagl olarak omurilikte



bulunan ventral koklerin zayiflamasi ve kaslarin sinirsizlesmesi (denervation) ile
olusan atrofiyi tamimlar. Karsimiza cikan bir diger kavram ise sklerozdur; bu
kortikospinal aksonlarin dejenere olmasina bagl olarak omurilikte lateral olarak
meydana gelen incelme ve sertlesmeyi tanimlar (Brown & Al-Chalabi, 2017;
Hardiman vd., 2017). Noronlar, yiiksek enerji ve oksijen ihtiyaclari, aksonal
tasima ve norotransmisyona dahil olmasi nedeniyle, cok sayida mitokondri
bulunduran ve dolayisiyla oksidatif hasar riski daha yiiksek olan hiicrelerdir
(Bordoni & Gabbianelli, 2020; Gémez-Suaga vd., 2019; Hirabayashi vd., 2017;
Lezi & Swerdlow, 2012; Markovinovic vd., 2022). Bu nedenle oksidatif hasardan
kolayca etkilenebilirler. Noronlarda sinir iletimi ATP bagimlidir. Dolayisiyla
mitokondriler daha cok iletimin oldugu yerlere yerlesmislerdir. Mitokondride
meydana gelen fonksiyon bozuklugu kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet
ve norodejeneratif hastaliklar gibi bircok patolojik durum ile iligkilidir ve farkli
norodejeneratif hastaliklarin olusum mekanizmas: icin 6nemlidir (Morgan &
Orrell, 2016; Peoples vd., 2019; Wallace, 2012). Bu fonksiyon bozukluklar1 sadece
mitokondriyal enerji mekanizmasini bozmakla kalmayip ayni zamanda mitofaji,
endoplazmik retikulum (ER) stresi, kalsiyum sinyallesmesi gibi bircok noktada
sikintiya sebep olmaktadir (Jaiswal, 2017; Morgan & Orrell, 2016; Tadic vd.,
2014). miRNA olarak adlandirilan bu kiiciik RNA’lar hiicresel farklilasma
(Naguibneva vd., 2006), gelisim (Hornstein vd., 2005), immiin tepkisi (Xiao vd.,
2007) gibi bircok biyolojik stirecte gorev alirlar. miRNA’larin etkilerine
bakildiginda 1000’den fazla molekiiliin birincil, ikincil ve ticiincil yapilariyla
etkilesime girerek bircok biyokimyasal yolagin diizenlenmesinde gorev aldigi
bilinmektedir. Memeli transkriptinin %60'1ndan fazlast miRNAlarin kontrolii
altindadir. Bu sebeple, giintimiizde bircok hastali§in tanisinda, prognozunda ve
tedavisinde miRNA’larin biyobelirte¢ olarak kullanimiyla ilgili caligmalar

yapilmaktadir (Friedman vd., 2009; Giizelgiil & Aksoy, 2015).

1.2 Tezin Amaci
Bu calismanin amaci, ALS hastaliginin tan1 koyma stiresini kisaltmak ve bu siireci
kolaylastirmaktir. Ilk olarak biyoenformatik araclar ile belirlenen bazi miRNA’larin

biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligini anlamli sekilde ortaya koymak. Daha



sonrasinda ise 1slak laboratuvar caligmalari ile bu verilerin hasta ve kontrollerden
elde edilen kan ornekleri ile dogrulamasini yapmaktir.

Belirlenen bu amag¢ dogrultusunda; biyoenformatik tabanl arastirmalar ile belirli
sayilda miRNA tahmini elde etmek, ALS tanist koyulmus hastalardan, saglikli
kontrol bireyleri ve norolojik kontrol bireylerinden verileri karsilastirmak icin kan
ornekleri elde etmek ve kan orneklerinden izole edilen toplam RNA’lardan,
olusturulan cDNA ile miRNAlarin ayrilmasi ve RT-qPCR ile miRNA
validasyonlarinin saglamaktir. Calismaya baslanirken saglikli kontroller ile
norolojik kontrollerden elde ettigimiz ekspresyon degerlerinin ALS hastalarindan
elde ettigimiz degerler ile karsilastirilmasi, istatiksel analizler saglanmasi ve

anlamli sonuclar ortaya konulmasi hedeflenmistir.

1.3 Hipotez

ALS hastalig1 patogenezinde etkili olan genleri hedef alan belirli miRNA'lar tani
koyma stirecinde potansiyel biyobelirte¢ olarak kullanilabilir mi sorusu {izerinden
calisma hipotezini gelistirdik.

Mitokondriyal fonksiyon bozukluguna etki eden genetik mekanizmanin gen
diizeyinde, biyoenformatik araclar ile arastirilmasi ve tiim bu gen {iriinlerini
hedefleyen, belirli miRNA’larin da birlikte arastirildig: ve bir calismada toplandigi
baska benzer bir ¢alisma literatiirde yer almamaktadir. Tiim bu genleri ve onlari
hedefleyen belirli miRNA’larin arastirildigi bu calisma literatiirde yapilan diger
calismalardan ayrismaktadir. ALS patogenezinde bulunan mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu 6nemli olmasina ragmen dahil oldugu genetik mekanizma
ve onu hedef alan miRNAlar biitiinciil anlamda ortaya koyulmamaistir. Bu ¢alisma
ile s0z konusu gen ve bu genleri hedefleyen belirli miRNA’lardan elde edilen
verilerin literatiirdeki boslugun bir kismin1 doldurmasi beklenmektedir.

S6z konusu arastirilmast yapilan miRNA’larin noronal siireclerde hangi rolleri
tistlendiklerini yapilan calismalar ile Ozetlenmistir. Bu miRNA’larin yasanan
norodejenerasyonda ekspresyon seviyelerinde anlamli farklilhik gostermeleri
beklenmektedir. Ortaya koyulan anlamli sonuclar neticesinde hastaligin tani

stirecini kisaltacak miRNA’larin belirlenmesi hedeflenmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Amyotrofik Lateral Skleroz’da Genel Goriiniim

Alzheimer, Parkinson ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi hastaliklar
norodejeneratif hastaliklar (NDH) olarak isimlendirilir. Merkezi sinir sisteminin
islevinin ve yapisinin ilerleyici dejenerasyonu ile karakterize edilen, ilgili néronal
sistemlerin secici kaybi ile karakterize edilen heterojen hastalik grubudur. Farkl
seviyelerde hafiza, muhakeme, duyusal ve motor yeteneklerde bozulma ile
seyreden kronik ilerleyici hastaliklardir. Norodejenerasyon, sinir hiicrelerinin
ilerleyici o0limi ve beyin dokusu kaybi icin kullanilan genelleyici bir semsiye
terimdir. Norodejeneratif hastaliklarin patogenezi, yas, kalitim ve ¢evre gibi bircok
etki s6z konusudur (Barnham vd., 2004; Golpich vd., 2017; X. Li vd., 2021; M. T.
Lin & Beal, 2006).

Motor Korteks

Azalan
Kortikospinal
Noron

| Torasik | *T

Spinal Motor Noron

| Lumbar

Sakral

Sekil 2.1 ALS motor korteksten beyin sap1 ve omurilikteki sinapslara uzanan
kortikospinal motor néronlar (iist motor néronlar) ve iskelet kaslarina uzanan
bulbar veya spinal motor néronlari (alt motor néronlar) etkiler (Taylor vd.,

2016)



Amyotrofik lateral skleroz (ALS), nérodejeneratif bir hastaliktir. Ust (korteksten
beyin sapina ve omurili§e uzanan nodronlar) ve alt (beyin sapindan ya da
omurilikten kaslara uzanan noronlar) motor néronlarda dejenerasyona ve
kayiplara sebep olur (Brown & Al-Chalabi, 2017; Hardiman vd., 2017). Bu
kayiplar noronlarin asir1 apoptotik 6liimii nedeniyle gelisir (Stetkdrova & Ehler,
2021). Hastalik belirli bir bolgede baslar ve daha sonra tiim viicuda yayilir (Brown
& Al-Chalabi, 2017; Hardiman vd., 2017; van Es vd., 2017). ALS kalitsallik
acisindan ailesel (fALS) ve sporadik (sALS) olarak 2 grupta incelenir (Hardiman
vd., 2017; van Es vd., 2017). Merkezi sinir sisteminin kortikal, beyin sap1 ve
omurilik motor noéronlarini etkiler ve motor néron hastaliklar icerisinde yer alir
(Aktekin & Uysal, 2020; Stetkdrova & Ehler, 2021). Hastalarin yaklasik %50’sinde
bilissel veya davranissal problemler goriilir ve yaklasik %13’{inde ise
Frontotemporal Demans (FTD) ile iligkili oldugu belirtilmektedir (Hardiman vd.,
2017; van Es vd., 2017). Genellikle orta veya gec¢ yasta ortaya c¢ikan bu hastalik,
ilerleyici bir kas atrofisi (kiiciilme, korelme) ile kendini gosterir. Ani kas
segirmeleriyle baslar ve noronlar hedefteki kaslar ile sinaptik baglantilarini
kaybederler ve bu da atrofiye neden olur (Brown & Al-Chalabi, 2017; Mejzini vd.,
2019). ALS bircok sistemi etkiledigi i¢in ¢oklu sistem hastaligidir. Klinik, genetik
ve noropatolojik diizeylerde heterojenlik gosterir (Stetkdrova & Ehler, 2021; van
Es vd., 2017). Giincel tedavi yontemlerine baktigimizda Riluzole ve Edaravone
onay almis ilaclardir. Bunlara ek olarak Nuedexta psodobulbar etkiyi tedavi etmek
icin Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) kullanilir (Brown & Al-Chalabi, 2017;
Mejzini vd., 2019; van Es vd., 2017).

2.1.1 Epidemiyoloji

Bircok {iilkede yapilan epidemiyoloji calismalarina gore; ALS hastaligi insidans
degeri her 100.000 kisi icin 0,6-3,8 arasinda yeni vaka, prevalans degerleri ise her
100.000 kiside 4,1-8,4 arasinda toplam vaka goriildiigii ortaya koyulmustur
(Benjaminsen vd., 2018; Jun vd., 2019; Leighton vd., 2019; Longinetti vd., 2018;
Palese vd., 2019; Rose vd., 2019; S. Zhou vd., 2018). Tiirkiye’de yapilan ALS
epidemiyoloji calismalarinda insidans degerleri her 100.000 kiside 1,2-1,9 yeni
vaka, prevalans degerleri ise her 100.000 kiside 3,7-7,3 toplam vaka



kaydedilmistir (Turgut vd., 2019; Uysal vd., 2021). ALS'nin insidans1 ve prevalansi
da artan yas ile paralel olarak artmaktadir (Brown & Al-Chalabi, 2017).

2.1.2 Genetik Nedenler

Motor korteks ve omurilikteki motor noronlarin 6limii ALS patogenezinin
temelini olusturur (Brown & Al-Chalabi, 2017; van Es vd., 2017). Hastaligin
isminde karsimiza cikan amyotrofi; motor noéronlarin 6lmesine bagli olarak
omurilikte bulunan ventral koklerin zayiflamasi ve kaslarin sinirsizlesmesi ile
olusan atrofiyi tamimlar. Karsimiza cikan bir diger kavram ise sklerozdur; bu
kortikospinal aksonlarin dejenere olmasina bagl olarak omurilikte lateral olarak
meydana gelen incelme ve sertlesmeyi tanimlar (Brown & Al-Chalabi, 2017;
Hardiman vd., 2017). Mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, aksonal transport,
toksik protein yi1g1lmasi, glutamat eksitotoksisitesi, bozulan protein degredasyonu,
protein homeostazi, oksidatif stres, inflamasyon, RNA metabolizma hasarlar1 gibi
bircok hiicresel ve molekiiler siire¢ ALS patofizyolosine dahil olmustur (Hardiman

vd., 2017; van Es vd., 2017).
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Sekil 2.2 ALS mekanizmasi (Turner vd., 2013)
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Sekil 2.3 1993 - 2016 yillar1 arasindaki ALS genetik manzarasi (Chia vd., 2018)

1969 yilinda ilk olarak tanimlanan SOD1 (siiperoksit dismutaz 1) proteini, 1993
yilinda ALS patogenezinde rol aldig1 ortaya koyulmustur. SOD1 gen mutasyonu,
ALS’de tanimlanan ilk mutasyondur (McCord & Fridovich, 1969; Rosen vd.,
1993). Bu gen bolgesinde 200’den fazla mutasyon oldugu ve fALS vakalarinin
yaklasik %20’sinin bu gende gerceklesen mutasyonlara dayandig: bildirilmistir
(Shaw vd., 1998; ALS online database. “SOD1 Gen Ozeti”.
https://alsod.ac.uk/output/gene.php/SOD1#variants). Kong ve Xunun 1998
yilinda, G93A mutant SOD1 eksprese eden transgenik fareler ile yaptiklar
calismada, motor noéronlarda bulunan mitokondri hasarinin mutant SOD1
toksisitesine aracilik ettigi, olusan bu hasarlarin motor ndéron fonksiyonlarini
azalttig1 ve ALS’nin klinik baslangicini tetikledigi ortaya koyulmustur (Kong & Xu,
1998). Fakat SOD1 proteinin hiicredeki net lokalizasyonu bilinmediginden dolay1
mitokondri ile iligkisi de tam olarak anlasilamamistir. Bu sebeple, 2002’de yapilan

calismada, G93A SOD1 transgenik fare modelinde hiicre icerisindeki mutant



SOD1 lokalizasyonu tayin edilmistir. Omurilik motor néron mitokondrilerinde ve
sitozolde yabanil tip (WT) ve mutant SOD1 konsantrasyonlarinin yakin oldugu
tespit edilmistir. Sonug olarak, SOD1’in sadece sitozolik bir enzim olmadig1 ve
mitokondri icerisinde de lokalize oldugu gosterilmistir (Higgins vd., 2002).
Yapilan daha sonraki calismalar ile mutant SOD1’in mitokondri dis zarinda ve
zarlar arasi boslukta bulundugu ortaya koyulmustur (J. Liu vd., 2004; Sturtz vd.,
2001). SOD1’in zarlar arasi bosluk ve dis zara ek olarak mitokondri matriksinde
de lokalize oldugu ortaya koyulmustur. Transgenik fareler ile yapilan ¢alismada,
mutant ve yabanil tip SOD1’lerin transgenik farelerin beyin hiicrelerindeki
mitokondrilerde biriktigi bildirilmistir. Mutant SOD1’in beyin mitokondrilerinde
yanlis katlandigini ve néronal dejenerasyona sebep olabilecek ¢okelti olusumuna
egilimli oldugu belirtilmistir (Vijayvergiya vd., 2005). Mutant SOD1 mitokondride
sadece cokelti olusturmakla kalmayip, morfolojisini de etkiler. 2011’de yapilan
calismada, yanlis katlanmis SOD1 motor noron aksonlarinda bulunan
mitokondrilerin morfolojisini ve dagilimini etkiledigi, mitokondriyal homeostazi
bozdugu ortaya koyulmustur. Noron govdesindeki mitokondrilerin daha kisa ve
kiiresel sekil aldigi, silindirik seklini kaybettigi belirtilmistir (vande Velde vd.,
2011). Yabanil tip SOD1 ve Bcl-2 anti apoptotik proteinlerdir. Mutant SOD1 ise
apoptozu tesvik eder. Pasinelli ve arkadaslarinin yaptigi calismada, omurilik
noronlarindaki mitokondrilerde mutant SOD1’in anti apoptotik protein olan Bcl-
2’ye baglandig1 ve cokelti olusturduklar: bildirilmistir. Boylece, mutant SOD1 ve
apoptotik yolak arasindaki baglanti ortaya koyulmustur (Pasinelli vd., 2004). Tiim
bunlar1 diistindiigiimiizde mutant SOD1’in mitokondride c¢okelti olusturmasi,
birikmesi, mitokondrinin seklini ve dagilimini etkilemesi mitokondride meydana
gelen islemlerin gerceklesmesine engel olacaktir. Buna baglh olarak mitokondri
fonksiyon bozuklugu ve ALS tetiklenmesi yasanacaktir. Bu kanitlar dahilinde
SODY’in mitokondri fonksiyon bozuklugu ile baglantili olarak ALS hastalig1 ve

motor noron dejenerasyonunda énemli rol aldig1 anlasilmaktadr.

TAR DNA-baglanma protein 43 (TDP-43) proteini TARDBP geni tarafindan
kodlanir ve DNA/RNA baglanma proteinidir. TARDBP geni, alt1 ekzon bolgesinden



olusur ve 1. kromozomda yer alir (Kabashi vd., 2008). 2016 yilinda yapilan
calismada, ALS ve FTD hastalarinin omurilik néronlarindaki mitokondrilerde
cokelmis TDP-43 proteini tespit edilmistir. ALS ile iliskili G298S ve A382T
mutasyonlar1 TDP-43’tin mitokondrideki lokalizasyonunu arttirdig1 belirtilmistir.
Yabanil tip ve mutant TDP-43’tin ETS’de bulunan Kompleks I alt {initelerinden
ND3 ve ND6 mRNA’larin1 baskiladig1 ve Kompleks I bozukluguna neden oldugu

bildirilmistir.
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Sekil 2.4 Sari isaretli diigiimler, ALS'de mitokondriyal islev bozuklugu ile ilgili
genleri temsil eder. KEGG Amyotrofik Lateral Skleroz Yolagi, Map05014



TDP-43’in mitokondrideki lokalizasyonu baskilandiginda, yabanil tip ve mutant
TDP-43 mitokondride lokalize olmadig1 ve mitokondride fonksiyon bozuklugunun
da gerceklesmedigi ortaya koyulmustur. Bu calisma ile ALS’de gerceklesen TDP-
43 toksisitesi dogrudan mitokondri ile iliskilendirilir (W. Wang vd., 2016). Bir
diger calismada ise mitokondride lokalize olan mutant TDP-43’{iin yani sira
sitozolde lokalize olan mutant TDP-43’iin de néronlarda toksisiteye bagl olarak
ALS’ye sebep olabildigi ortaya koyulmustur (Barmada vd., 2010). ALS’de oksidatif
stres ve TDP-43 cokelmesinin arastirildigt bu calismada, mitokondriyal
dengesizligin sebep oldugu oksidatif stresin TDP-43 c¢okelmesini indiikledigi
ortaya koyulmustur. Insan ve fare néronal hiicrelerinden elde edilen hiicre
hatlarinda TDP-43 c¢okelmesinin, noronal hiicreleri oksidatif strese karsi
hassaslastirdigi raporlanmistir. Niikleer genomda kodlanan mitokondriyal
proteinlerin bir kismi ile bazi miRNA’larin diizenlenmesinde ¢okelmis TDP-43’iin
rol aldig1 bildirilmis. Bu durum mitokondriyal dengesizlige neden oldugu ve

oksidatif stresi arttirdig: belirtilmistir (Zuo vd., 2021).

C90ORF72 geninde meydana gelen GGGGCC (G4C2) tekrar genislemesi ALS’de
meydana gelen yaygin genetik sebeplerdendir. Bu gen 9. kromozomda yer alir
(DeJesus-Hernandez vd., 2011; Renton vd., 2011). AUG baslama kodonuna
ihtiyac duymadan RAN translasyonu gerceklesir ve sonuc olarak cesitli tirtinler
sentezlenir. Bu iriinlerden olan DPR (Dipeptid Repeat Protein-Tekrar Dipeptid
Proteini) proteinleri olusur. Olusan bu proteinlerinden biri de glisin-arjinindir
(GR). Poli-GR proteinleri toksik ozellik gosterir (Wen vd., 2017; D. Yang vd.,
2015). ALS ile iligskili C9ORF72 mutasyonlu hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada,
(GR)80’nin mitokondriyal ribozomal proteinlere baglandigi ve mitokondriyal
fonksiyon bozukluguna neden oldugu bildirilmistir. C9ORF72 mutasyonlu
noronlardaki poli (GR) proteinleri kismen oksidatif stresi arttirarak DNA hasarina
neden olur. Analizler neticesinde mitokondri membran potansiyelinin de
kontrollere oranla yiiksek ciktig1 bildirilmistir (Lopez-Gonzalez vd., 2016).
C90RF72 heksaniikletotid genislemesi tasiyan ALS hastalarindan elde edilen
hiicre hattinda, antiapoptotik protein olan Bcl-2 seviyesinde ve mitokondriyal
membran potansiyelinde azalma ortaya koyulmustur. Ayrica mitokondrilerin

morfolojik olarak degisime ugradig1 ve krista yapisinda anormallikler oldugu
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bildirilmistir (Dafinca vd., 2016). Yine ayni grubun yaptig1 bir diger calismada,
ALS/FTD hastalarindan elde edilen hiicre kiiltiiriinde C9orf72 ve TARDBP
mutasyonlarinin mitokondriyal kalsiyum aliminda yasanan sikinti ile iligkili
oldugunu ortaya koymuslardir. Yani, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile
C9orf72 ve TARDBP mutasyonlarinin iligkisini hiicre kiiltiirii ortaminda ortaya

koymuslardir (Dafinca vd., 2020).

FUS geni DNA-RNA baglanma proteinidir. Genellikle cekirdekte lokalizedir.
Mutant FUS sitozolde birikir ve toksik hale gelir, mitokondriyal saperon proteinleri
ile etkilesime girer ve mitokondri parcalanmasini indiikler, serbest oksijen
tlrlerinin (ROS) lretimini arttirir (le Gall vd., 2020). R521C ve P525L transgenik
farelerin beyin ve omurilik dokularinda yapilan calismada, NMJ'de gerceklesen
erken, yapisal ve fonksiyonel anormallikler motor néron dejenerasyonunu ortaya
koyuyor. P525L FUS NMJ'de degisikliklere sebep oluyor ve mitokondri sayisi
yabanil tipe gore onemli miktarda azaliyor. Kalan mitokondriler ise, genislemis,
kofullagsmis ve yanlis diizenlenmis krista ve zar yapisina sahip oluyorlar. NMJ'de
gerceklesen bu anormal mitokondriler kaslarin sinirsizlesmesi ve uyarilamamasi
ile iligkilidir. Endojen FUS'un mutant FUS tarafindan indiiklenen ALS fenotipinin

baslangicina katkida bulunmadigi da ortaya koyulmustur (Sharma vd., 2016).

Optineurin (OPTN) proteini ve onu kodlayan OPTN geni ALS patolojisi ile
iliskilidir (Bury vd., 2016; Maruyama vd., 2010; Osawa vd., 2011; Wong &
Holzbaur, 2014). OPTN, Parkin-aracili mitofajide otofaji reseptorii olarak gorev
alir. Hasar gormiis mitokondrinin ortadan kaldirilmasinda, OPTN mitokondri dis
ylizeyinde toplanir ve otofagozomu indiikler. OPTN’nin mutasyona ugramasi ile
fonksiyonel olmayan mitokondrilerin zamanla noronlarda birikmesine ve bu
noronlarin 6liimiine sebep olur. E478G OPTN mutant hiicre kiiltiirtinde yapilan
calismada bu gende gerceklesen mutasyonun mitofaji siirecini hasara ugrattigi,
hasarli mitokondrilerin biriktigi, nérodejenerasyona sebep oldugu ve ALS ile
iligkili oldugu ortaya koyulmustur (Wong & Holzbaur, 2014). Moore ve
Holzbaur'un yaptig1 calismada, ROS ya da depolarizasyon kaynakli mitokondri
haraplanmasinda OPTN ve TBK1’in de dahil oldugu bazi iliskili proteinlerin

mitokondri etrafinda birlikte toplandigi ortaya koyulmustur. OPTN veya TBK1 ’in
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mutasyona ugramasi sonucunda otofagozom ve mitofaji zarar gormektedir
(Moore & Holzbaur, 2016). OPTN’nin NF-kB'yi baskiladigini bildirilen bir
calismaya ek olarak hayvan modelinde ve hiicre kiiltiiriinde yiiriitiilen bir diger
calismada, E478G mutant ALS ile iliskili hiicrelerde NF-xB aktivitesi normale
kiyasla fazla cikmistir. Mutant OPTN’nin NF-«B’yi baskilayamadigi, pro-
inflamatuvar sitokinlerin salinmasinda ve noronal hiicre 6liimiinde belirgin artis

oldugu belirtilmistir (Akizuki vd., 2013; Z. Liu vd., 2018).

TANK baglanma Kinaz 1 (TBK1) IKK-kinaz ailesi iiyesidir. Dogal bagisiklik sinyal
yolagi icerisinde gorev alir. TBK1 tip-1 interferonu indiikler, otofaji ve mitofajide
onemli role sahiptir. Otofajide gorev alan bir bagka gen ise OPTN’dir ve birlikte
calisirlar. TBK1’de gerceklesen mutasyonlar otofaji icin eksiklikler olusturacak ve
ALS patolojisini de etkileyen protein cOkeltileri meydana gelecektir. TBK1 ve
OPTN mitofaji icin de temeldir. TBK1’in fonksiyonunu kaybetmesi demek hatali
mitofaji ve hatali mitokondrilerin birikmesi demektir (Oakes vd., 2017). 90’dan
fazla tanimlanan TBK1 mutasyonlar1 ve ALS arasindaki iliski yapilan bircok
calisma ile ortaya koyulmustur (Cirulli vd., 2015; Freischmidt vd., 2015; Williams
vd., 2015). TBK1 normalde sitoplazmada eksprese olur ve tiim hiicrelerde
bulunur. Serebral korteks, hipokampus ve lateral ventrikiil néronlarinda yiiksek
seviyede bulunur. Noronlarda yiiksek seviyelerde bulunan TBK1, ALS hastaligi
sirasinda ekspresyon miktari azalir (Uhlén vd., 2015). Yapilan calismada, TBK1’de
bulunan ALS’ye neden olan mutasyonlarin mitofajiye olan etkileri arastirilmistir.
Hiicre kiiltiiriinde primer noronlarda mutant TBK1 bazal kosullar altinda
mitokondriyal strese neden olur, mitokondriyal hasar daha fazla stresin
olusmasina neden olur. TBK1’in ALS’ye bagli bazi mutasyonlar1 mitokondriyal
stresi indiikleyerek veya mitofajik siireci inhibe ederek hastalik patogenezine

katkida bulundugu gosterilir (Harding vd., 2021).

Mutant CHCHD10 (Sarilmis-bobin-heliks-sarilmis-bobin-heliks bolgesi 10) ALS
hastalarinda tanimlanmistir. CHCHD10 gen bolgesindeki mutasyonlar (R15L,
S591, P34S, G66V) hem sALS hem de fALS ile iliskilidir (Bannwarth vd., 2014;
Chaussenot vd., 2014; Johnson vd., 2014; Miiller vd., 2014). CHCHD10 gen iiriinii

zarlar arasi boslukta ve krista eklemelerinde bulunan mitokondriyal bir proteindir
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(Bannwarth vd., 2014). Ik olarak Bannwarth ve arkadaslar1 2014 yilinda, ALS ve
FTDli hastalardan alinan kas biyopsilerinde CHCHDIO geninde S59L
mutasyonunu tanimlamiglardir. Yaptiklar1 hiicre kiltiirii calismasinda ise
mutasyonlu genin fazla eksprese olmasi durumunu da incelemisler ve
mitokondriyal agin parcalandigini, kristanin yanlis diizenlendigini ve farkl
abnormalitelerin ortaya ciktigini gostermislerdir (Bannwarth vd., 2014). Genin ve
arkadaslarinin S59L. CHCHD10 mutant farelerde yaptiklari calismada, olusan
mitokondriyal hasarin ALS’yi tetikleyebilecegini ve CHCHD10 genindeki S59L
varyantinin fazla ekspresyonunun, motor noronlari olusacak strese bagli 6liime

duyarli hale getirdigini dogrulamislardir (Genin vd., 2019).

Mutant Valosin-iceren protein (VCP) geni ALS ve mitokondri fonksiyon bozuklugu
ile iligkili oldugu bulunmustur (Bartolome vd., 2013; Johnson vd., 2010; Kim vd.,
2013). 2010'da yapilan kohort calismasinda, VCP geninde bazi mutasyonlar
saptanmis. Bu calisma ile fALS vakalarinin %1-2’sinde VCP mutasyonu oldugu ve
motor noron dejenerasyonu ubikuitin/protein yolagindaki kusurlar iceren
kanitlar ortaya koyulmustur (Johnson vd., 2010). Kim ve arkadaslarinin
transgenik Drosophila ile yaptig1 calismada, VCPnin PINK1/Parkin aracili mitofaji
icin 6nemli oldugu ve VCP’de gerceklesecek mutasyonlarin PINK1/Parkin aracili
mitofajide fonksiyon bozukluklar1 olusturacagi ortaya koyulmustur (Kim vd.,
2013). Bartolome ve arkadaslarinin calismasinda, mutant VCP’nin mitokondriyal
membran potansiyelinin azalmasina, mitokondri oksijen tiiketiminin artmasina
sebep oldugu gosterilmistir. Bunlarin sonucunda ise ATP seviyesinin azaldigi
dolayisiyla hiicrenin enerji kapasitesinin diistiigii boylelikle bu hiicrelerin iskemi
gibi yiiksek enerji gerektiren islemlere karsi savunmasiz kaldigi goriilmiistiir

(Bartolome vd., 2013)

Bcl-2 (B hiicresi lenfoma) proteini Bcl-2 protein ailesine mensup, otofaji, apoptoz
ve mitokondriyal fonksiyon dinamiginde yer alan anahtar diizenleyicidir (Akhtar
vd., 2004; L. Zhou vd., 2015). Bcl-2 ailesi mitokondri dis zar gecirgenligini ve
apoptozu diizenlemede 6nemli role sahiptir. Mitokondri, zarlar arasi bosluktan
sitozole dogru sitokrom c salinimi yapar ve boylece kaspaz aktivasyonunu baglatir.

Bcl-2 ise baslamis olan bu aktivasyonu ve mitokondri dis zar gecirgenligini
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organize etmektedir. Bcl-2 tarafindan diizenlenen kaspazlar da apoptozu
diizenlemektedir. Boylece Bel-2, mitokondri, kaspazlar ve apoptoz ile i¢ ice gecmis
karmasik bir etkilesim goriilmektedir (Akhtar vd., 2004; Mérino & Bouillet, 2009).
Bcl-2 ve motor noron iliskisine bakildiginda, Bcl-2 nakavt edilmis transgenik
farelerde embriyonik sinir sistemi neredeyse normaldir ve noron 6liimlerinde artis
goriilmemistir. Ancak ilerleyen zamanlarda derin motor néron kayiplar: tespit
edilmistir. Bcl-2’nin, prenatal (dogum Oncesi) noéronal sag kalimi etkilemese de
erken post-natal donemde spesifik néron popiilasyonlarinin korunmasi i¢in 6nemli
oldugu ortaya koyulmustur (Michaelidis vd., 1996). Yapilan bir calismada ALS
hastalarinin omurilik motor néronlarinda BCL2 ve BAX genlerinin ekspresyon
seviyelerindeki degisiklikler tespit edilmis ve kontrollerle karsilastirildiginda,
BCL2 ifadesi daha diisiik ¢cikmis. Ayrica Bel-2 diizeylerindeki degisikliklerin ALS
hastaliginin prognozu hakkinda bilgi sagladigi yani potansiyel biyobelirte¢
olabilecegi de 6ne siiriilmiistiir (Mu vd., 1996). Ote yandan Pasinelli grubunun
yaptig1 iki calismaya baktigimizda, ALS hastaligina bagli olarak omurilik
mitokondrilerinde mutant SOD1 ve Bcl-2 arasinda anormal bir etkilesim
tanimlanmis, mutant SOD1’in Bcl-2 ile baglanip mitokondride ¢okelti olusturdugu
belirtilmis ve bu etkilesimin mitokondrilere dolayli olarak da noéronlara zarar
verdigi tespit edilmistir (Pasinelli vd., 2004; Pedrini vd., 2010). Tan ve
arkadaslari, mutant SOD1’in, Bcl-2 ile birleserek toksik kompleks haline geldigi,
mitokondride agregasyon olusturdugu ve mitokondrinin ADP gecirgenligini
azalttig1 ortaya koyulmustur (Tan vd., 2013). 2018 yilinda yapilan bagka bir
calismada Parkinson modeli hiicre hattinda Bcl-2 mRNA seviyesinin anlaml
sekilde down-regiile oldugunu ve bununla iligkili olarak miR-9 ve miR-141’in de
anlamli sekilde ekspresyon seviyelerinde farkliliklar oldugu ortaya koyulmustur
(Rostamian Delavar vd., 2018). Sonug olarak baktigimizda, yaptigimiz bu calisma
ile mitokondriyal fonksiyon bozukluguna etki eden genler tek bir baglik altinda
toplanmistir. Tim bu gen iriinlerini hedefledigini belirledigimiz miRNA'lar bu
calismada bir arada bulunmustur. Bu noktalar ile bu calisma literatiirde var olan

diger calismalardan ayrilmaktadir.

2.2 Mitokondri
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Mitokondri, OXPHOS aracilig1 ile enerji tasiyan molekiillerin ADP’den ATP’ye
donitistiiriilmesinde sorumlu olan hiicre ici organeldir (Lambris, 2019). Hiicresel
enerjinin yaklasik %90’nindan fazlasini karsilarken bu enerji iiretimine ek olarak,
Ca'> homeostazi, apoptozis, ROS {iretimi, hiicresel metabolizmanin
diizenlenmesi, steroid sentezi, heme sentezi gibi siireclerden de sorumludur
(Chinnery & Hudson, 2013; Lambris, 2019; Turnbull vd., 2010). Mitokondriyal
genom veya mitokondriyal DNA (mtDNA) olarak isimlendirilen kendine ait
halkasal yapida, cift zincirli genetik materyali ve kendine ait bagimsiz ribozomu
vardir (Keogh & Chinnery, 2015; Turnbull vd., 2010). Bu 6zelligi ile diger hayvan
hiicrelerinde bulunan organellerden ayrisir (Lambris, 2019). Mitokondriyal
fonksiyonlar iyi ya da kotii olmasi sahip oldugu cift katlh membran yapisinin
durumu ile yakindan iligkilidir (Turnbull vd., 2010). Dis zar1 inceledigimizde
mitokondriyi cevreledigini ve gozenekli oldugunu ve diisiik agirliga sahip
molekiillerin gecisine izin verdigini biliyoruz (Turnbull vd., 2010). Oldukca ¢ok
katlanmis olan i¢ zara baktigimizda ise solunum zincirindeki enzimlerin var
oldugunu goriiyoruz. Ayrica, i¢c zar matriksin zarlar arasi bosluktan da ayirmis
bulunuyor (Turnbull vd., 2010). Matriks bolgesine yani ic¢ zar icerisinde kalan
bolgeye baktigimizda, mitokondrinin genetik malzemesi bu bolgede yer alirken
TCA ve yag asidi oksidasyon enzimlerini de gorebiliyoruz. Krista -parmak benzeri
cikintilar- matristeki biyokimyasal substratlar ve solunum zinciri enzimleri
arasinda maksimum yiizey alani saglar. Ayrica, i¢ zar sadece su, oksijen ve
karbondioksit molekiillerini gegirir (Turnbull vd., 2010). Mitokondrinin temel ve
ilk gorevi ADP’den ATP iiretimi yoluyla hiicresel enerji ihtiyacin1 karsilamaktir
(Turnbull vd., 2010). Bu islem oksidatif fosforilasyon araciligi ile cok alt tiniteli 5
intermembran kompleks ve iki mobil elektron tastyicisi (koenzim Q10 ve sitokrom
c) yardimiyla gerceklesir (McFarland vd., 2010; Turnbull vd., 2010). Bu
komplekslerden kompleks II tamamiyla niikleer DNA tarafindan kodlanirken diger
tiim kompleksler hem mtDNA hem de nDNA tarafindan kodlanirlar (Turnbull vd.,
2010). Sitrik asit dongiisii, glikoliz ve anaerobik metabolizmadan elde edilen
elektron donorleri tarafindan alinan elektronlar ile oksidatif fosforilasyon baslar
(Keogh & Chinnery, 2015). Oksirediiksiyon reaksiyonlar1 araciligi ile elektronlar

solunum zinciri boyunca molekiiler oksijene dogru tasinir. Ve bu tasinim
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hareketiyle birlikte elektrokimyasal gradiyent olusturur(Turnbull vd., 2010). Bu
gradiyentle birlikte ATP sentaz (kompleks V) ile ADP’ye P; (inorganik fosfat)
eklenmesi ile ATP {iiretimi gerceklesir(Keogh & Chinnery, 2015; Turnbull vd.,
2010).
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Sekil 2.5 Mitokondriyal solunum zinciri (Keogh & Chinnery, 2015)

Mitokondriyal solunum zinciri fonksiyonunun beyin de dahil olmak tizere bircok
dokuda bozulmasiyla yaslanmanin birbirlerine paralel gittigi yapilan calismalar ile
de ortaya koyulmustur (Keogh & Chinnery, 2015). Buna ek olarak mitokondri ve
mtDNA bircok norodejeneratif hastaligin gelisiminde o6nemli bir konumda
durmaktadir (Keogh & Chinnery, 2015). Literatiirdeki tiim bilgilerimizi bir araya
getirdigimizde yaslanma ve norodejenerasyon konularinin mitokondri ve onun
genetik materyali etrafinda iliskilendigini fark ediyoruz (Keogh & Chinnery,
2015).

2.2.1 Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu ve ALS

Noronlar, yliksek enerji ve oksijen ihtiyaclari, aksonal tasima ve norotransmisyona
dahil olmasi nedeniyle, cok sayida mitokondri bulunduran ve dolayisiyla oksidatif
hasar riski daha yiiksek olan hiicrelerdir (Bordoni & Gabbianelli, 2020; Gémez-
Suaga vd., 2019; Hirabayashi vd., 2017; Lezi & Swerdlow, 2012; Markovinovic
vd., 2022). Bu nedenle oksidatif hasardan kolayca etkilenebilirler. Noronlarda

sinir iletimi ATP bagimhdir dolayisiyla mitokondriler daha cok iletimin oldugu
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yerlere yerlesmislerdir. Mitokondride meydana gelen fonksiyon bozuklugu kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve norodejeneratif hastaliklar gibi bircok
patolojik durum ile iliskilidir ve farkli norodejeneratif hastaliklarin olusum
mekanizmasi i¢in 6nemlidir (Morgan & Orrell, 2016; Peoples vd., 2019; Wallace,
2012). Bu fonksiyon bozukluklari sadece mitokondriyal enerji mekanizmasini
bozmakla kalmayip ayni zamanda mitofaji, endoplazmik retikulum (ER) stresi,
kalsiyum sinyallesmesi gibi bircok noktada sikintiya sebep olmaktadir (Jaiswal,
2017; Morgan & Orrell, 2016; Tadic vd., 2014).

Ilk olarak 1981 yilinda ve sonraki yillarda yapilan calismalarda ALS hastalarinin
motor noronlarinda boyutlar ve sekilleri bozulmus ve c¢okelmis mitokondriler
tespit edilmistir (Atsumi, 1981; Sasaki & Iwata, 1996, 2007). 1993 yilinda ise ALS
hastalarindan postmortem olarak elde edilen beyin dokularinda mitokondriyal
elektron tasima sistemine (ETS) ait kompleks I aktivitesinin arttig1 bulunmustur.
Bowling ve arkadaslarinin yapmis olduklari bu calisma, ALS hastalarinda ETS
fonksiyon bozuklugunu ortaya koyan ilk calismadir (Bowling vd., 1993). Sonraki
yillarda baska gruplar tarafindan da ALS hastalarinda ETS’ye ait komplekslerin
aktiviteleri arastirilmistir (Browne vd., 1998; Swerdlow vd., 1998). Bunlardan bir
digeri de Jung ve arkadaslarinin ¢alismasi, burada G93A mutant SOD1 transgenik
fareler ile ETS’ye ait kompleks I aktivitesinin azaldigi bulunmustur. Ek olarak,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun hastaligin baslangicindan 6nce basladig:
da ortaya konulmustur (Jung vd., 2002).

Lin ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, ALS hastalarindan alinan kan 6rnekleri
incelenmis, kontrol grubuna kiyasla hastalarda oksidatif fosforilasyona ait
enzim/protein seviyelerinde azalmalar sonucu, ETS fonksiyon bozukluklari tespit
edilmistir. Ayrica, sonuclarin kan 6rneklerinden elde edildigi ilk calisma olmustur
(J. Lin vd., 2009). Magrane ve arkadaslarinin SOD1 ve TDP43 mutasyonlu
transgenik fareler ile yaptiklar1 ¢alismada ise, motor noronlarinda mitokondriyal
morfoloji anomalileri ve bu anomalilere bagli olarak akson boyunca mitokondriyal
transport bozukluklar1 ortaya koyulmustur (Magrané vd., 2014). Motor noron
Olimiiniin nerede bagladigini arastiran arastirmacilar mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu ile karsilasmislar ve yapilan calismalar neticesinde, mitokondrilerin

aksonal transportunda problem yasandigi, anomali gosteren mitokondrilerin
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noromiiskiiler kavsakta (NMJ) biriktigi ve bunlarla iligkili olarak motor noéron
dejenerasyonunun ilk olarak NMJ'den basladig: bildirilmistir (Fischer vd., 2004;
Magrané vd., 2012; A. M. Schaefer vd., 2005). Mitokondride meydana gelen
fonksiyon bozukluklarinin ALS patofizyolojisindeki rolii ve o©nemi yapilan
calismalar ile ortaya koyulmustur. ALS ve mitokondri iligkisi c¢oziilmeye
calisilirken, arastirmacilar bu konu iizerinde hangi genlerin nasil etki gosterdigini
arastirmiglardir. ALS ile iliskili mutasyona sahip genlerin ayni zamanda
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile de iligkili oldugu belirlenmistir. Bu genler
arasinda SOD1, TARDBP, FUS, C9ORF72, CHCHD10, OPTN, TBK1, VCP ve BCL2

sayilabilir.

2.3 Kodlanmayan RNA’lar (ncRNA)

Insan genomunu %1-2’si protein kodlamaktadir. Genomik DNA'nin yaklasik {icte
ikisinin yaygin olarak kopyalandigini ortaya koyan calismalara gore bu durum
nihai olarak proteinlere cevrilen %1-2 orani ile keskin bir tezatlik olusturur
(Djebali vd., 2012; Dunham vd., 2012). RNA diinyasini iki ana baslik altinda
incelersek bunlar kodlanabilen, proteine doniisebilen, RNA’lar; kodlanmayan
RNA’lardir (ncRNA, non-codingRNA). Gecmiste, kodlanmayan RNA’lar ¢op (junk)
DNA olarak anilirdi. Giiniimiizde yeni nesil dizileme teknolojilerinin yardim ile
artik bu tiir RNA’lar dizilenip ortaya konulmaktadir. ncRNA’lar uzunluklarina gore
iki basghik altinda incelenir. 200 niikleotidden daha uzun olanlar uzun
kodlanmayan RNA’lar (IncRNA); 200 niikleotidden kisa olanlar ise kisa
kodlanmayan RNA’lardir. Kisa kodlanmayan RNA’lar; miRNA, siRNA, snoRNA,
piRNA vs. Uzun kodlanmayan RNA’lar ise intergenik IncRNA, intronik IncRNA,

antisens IncRNA, enhansir IncRNA olarak siralayabiliriz (Beermann vd., 2016).

2.3.1 mikroRNA (miRNA) ve Biyogenezi

1993 yilinda Ambros laboratuvarinda ve 2000 yilinda Ruvkun laboratuvarinda
yapilan calismalarda C. elegans larva gelisiminin zamanlamasini kontrol eden lin-
4 ve daha sonra let-7 genleri karakterize edilmis ve bunlarin iki kiiciik diizenleyici
RNA’y1 kodladig1 ortaya koyulmustur (R. C. Lee vd., 1993; Reinhart vd., 2000).

Giintimiizde mikro RNA (miRNA) olarak adlandirilan kodlanmayan, tek zincirli
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RNA molekiilleri,
regllatorler olarak bilinmektedir. Tek bir miRNA bircok hedef mRNA’y1

gen anlatimini post-transkripsiyonel olarak diizenleyen

diizenleyebilir ve bir mRNA transkripti ise bircok miRNA tarafindan diizenlenebilir

(Bartel, 2004; Peter, 2010; Wu vd., 2010).
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Sekil 2.6 RNA diinyasi

miRNA’lar hedef mRNA’ya tam veya kismi uyumluluk (komplementerlik)
gostererek, 3’ okunmamis bolgesine (UTR-untranslated region) baglanirlar.
miRNA’larin 2-8 niikleotid uzunlugundaki cekirdek dizisi (seed sequence) hedef
mRNA ’ya komplementerligi 6nemlidir. miRNA’da bulunan cekirdek dizisi mRNA
ile komplementerligine bagl olarak 4 farkli baglanma gerceklestirir. Bunlardan 6
miRNA iizerindeki cekirdek dizisinde 6 niikleotidlik

gerceklesmesidir. 7merAl ise cekirdek dizisinde 6 niikleotid eslesmesinin yaninda

mer, eslesme
miRNA’nin birinci niikleotidin karsisinda A niikleotidinin bulunmasidir. 7mer-mS8,
cekirdek dizisi 6 niikleotid eslesmesine ek olarak miRNAnin sekizinci
niikleotidinde de eslesme saglanmasidir. 8mer ise 6 niikleotid eslesmesine ek
olarak miRNA’nin sekizinci niikleotidinde eslesme ve 1. Niikleotidinin karsisinda
A niikleotidinin olmasidir (Bartel, 2009; Grimson vd., 2007). mRNA-miRNA tam
komplementerlik gosterirse mRNA yikimi ile, az komplementerlik gosterirse
translasyonel inhibisyon denilen mRNA’nin baskilanmasiyla sonuclanir (Goriir &
Tamer, 2011; KARAGUN vd., 2014).

miRNA biyogenezi kanonik (tipik) ve kanonik olmayan (atipik) yolaklar ile
gerceklesir. Genellikle miRNA olusumunda kanonik yolak devrede olur. miRNA'lar

niikleer genomdan RNA Polimeraz II (bazen de RNA Pol III) ile transkripte olurlar
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ve uzun primer miRNA transkripti (pri-miRNA) ortaya cikar (Borchert vd., 2006;
Y. Lee vd., 2004). Pri-miRNA 5’ ucunda 7 metilguanozin baslig1 ve 3’ ucunda ise
poli A kuyrugu ile yaklasik 1000 niikleotid uzunluga sahiptir. Bir Ribontikleaz III
enzimi olan Drosha ile RNA baglanma proteini olan DGCR8 birleserek
mikroiglemci kompleksini olustururlar ve pri-miRNA’y1 keserek yaklasik 60-70
niikleotid uzunlugunda 6ncii miRNA’lar (pre-miRNA’lar) ortaya koyulur. Hala
cekirdekte bulunan pre-miRNA’lar, eksportin 5 ile sitoplazmaya gecis yaparlar.
Sitoplazmada bulunan Dicer enzimi, pre-miRNA’lar1 keser ve ~22 niikleotid cift
zincirli olgun miRNA molekiilleri olusur. Bunun ardindan, cift ipligin birine Ago-
2 proteinine bagli RISC (RNA-indiiklenmis susturma kompleksi) enzim kompleksi
baglanarak hedefine yonelir. Ago ve RISC baglanmamis diger zincir ise
tamamlayici zincirdir ve * isareti ile gosterilir. Kanonik olmayan yolaklar ise
alternatif yolaklardir ve bunlar Drosha bagimsiz yolaklar ve Dicer bagimsiz
yolaklar olmak iizere ikiye ayrilirlar (Goodall vd., 2013). Bu kiiciik RNA’lar
hiicresel farklilasma (Naguibneva vd., 2006), gelisim (Hornstein vd., 2005),
immiin tepkisi (Xiao vd., 2007) gibi bircok biyolojik siirecte gorev alirlar. 2005’te
Hornstein ve arkadaslarinin yaptigi1 calismaya baktigimizda, farelerde uzuv
gelisiminde rol alan Hoxb8 ve Shh genlerinin ekspresyonunda rol aldig: diistiniilen
miR-196'nin in vitro olarak incelenmesiyle, bu genlerin ekspresyonunda akis
yukarisinda (upstream) hareket ettigi gozlemlenmistir. Boylece miRNA’larin
hiicresel gelisimde rol aldigi, gen regiilasyonunda etkili oldugu ortaya
koyulmustur (Hornstein vd., 2005). miRNA’lar ile biyogenezde yer alan RISC de
en az miRNA’lar kadar 6nemli rol oynar. 2007’de yapilan calismaya baktigimizda,
farelerde yaptiklarn calismada, RISC proteinlerinden olan Ago2’yi kodlayan gen
nakavt ediliyor ve fareler gelisemeden embriyonik 6liim gerceklesiyor (Morita vd.,
2007). Bir diger calismada ise, fare embriyonik kok hiicrelerinde bir RNA
baglanma proteini olan DGCRS8’i kodlayan gen nakavt ediliyor ve miRNA
biyogenezinin tam olarak devam edemedigi ve embriyonik kok hiicre kolonilerinin
olusumunda tutukluk yasandigi belirtiliyor (Y. Wang vd., 2007). Bazi miRNA’lar
norogenezde (Akerblom vd., 2012), noronal farklilasmada (Conaco vd., 2006)
gorev alirlar. Gorevli olan bu miRNA’larda fonksiyon bozuklugu yasandigi zaman

norodejenerasyona sebep olduklar1 yapilan calismalar ile ortaya koyulmustur.
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Yapilan calismalardan birinde, gelismekte olan sican ve maymun beyinlerindeki
miRNA ekspresyon profili DNA mikrocip yontemi ile incelenmis, 138 tane miRNA
tespit edilmis ve bunlardan 66 tanesinin gelisim sirasinda ekspresyon seviyelerinin
degistigi kaydedilmistir. Memeli beyin gelisiminde miRNA 6nemini ortaya koyan
ilk calisma olarak literatiirde yerini almistir (Miska vd., 2004). Bir diger calisma
Schaefer ve arkadaslarinin, Dicer enzimi olan ve olmayan iki grup fare ile
yaptiklari calismada, Purkinje hiicrelerinde miRNA’larin post-mitotik noéronlardaki
roliinli incelemislerdir. Dicer'in inaktif olmasiyla Purkinje hiicrelerinde eksprese
edilen miRNA’lar yok olmaya baglamis ve Purkinje hiicrelerinin dejenerasyonuna
yol ag¢mistir. Dicer eksikliginde ilerleyen norodejenerasyon, miRNA’larin
norodejeneratif bozukluklara dahil olma olasiligini arttirir. Bu calisma ile
miRNA’larin néron gelisimi, néron yasami icin temel oldugu ve yoklugunda bu
hiicrelerin dejenerasyonuna sebep olabilecegi ortaya koyulmustur (A. Schaefer
vd., 2007). Bir diger calismada ise, 14 sALS hastasi ve 14 saglikli kontrolden elde
edilen lokositlerden izole edilen miRNA’larin ekspresyon profilleri ortaya
koyulmus. Kontrollere kiyasla 8 tane miRNA ALS hastalarinda farkli seviyelerde
gozlemlenmis, miR-338-3p yiiksek seviyede, diger 7 miRNA ise diisiik seviyede
cikmistir. Bu calisma sALS’nin erken asamasinda hastalarin kan orneklerinden
elde edilen miRNA’larin hastalik ile iliskili spesifik degisikliklerini tespit eden ilk
calisma olmustur. Ayrica miRNA’larin motor noronlardan ziyade kan
orneklerinden elde edilmesi de bu calismay1 6zellestiren bir diger noktadir (de
Felice vd., 2012). G93A SOD1 transgenik farelerin kullanildigi bu calismada,
omurilik ve beyin kokii doku Orneklerinde degisen miRNA ekspresyon seviyeleri
ve bu degisimin ALS ile iliskisi arastirilmistir. miR-200a, miR-124 gibi 10
miRNA'nin ekspresyon seviyesinde degisiklik tespit edilmistir. Bunlar arasinda,
miR-124’in asag1 dogru diizenlendigi ve bu miRNA’nin noéral kok hiicrelerin
astrositik farklilasmaya etki ettigi ortaya koyulmustur. Sox2 ve Sox9
transkripsiyon faktorlerinin miktarlarinda ve miR-124 arasinda zithk ortaya
koyulmustur (F. Zhou & Zhang, 2018). Yapilan calismalar neticesinde,
miRNA’larin noronal siireclerde ve noérodejenerasyonda rol aldigi ortaya

koyulmustur.
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2.4 Biyobelirtecler

Biyobelirtec, normal biyolojik siireclerin, patojenik siireclerin veya terapotik
miidahaleye verilen farmakolojik yanitlarin bir gostergesi olarak nesnel 6l¢iilen
bir 6zelliktir (Vu & Bowser, 2017). Biyobelirteclerde ideal olan, hastalik siiresince
sabit olmasi, erisilebilir dokularda saptanabilir olmasi ve ayni zamanda kolaylikla
olciilebilir olmasidir (Magen vd., 2021). Biyobelirtecler bircok sebeple
kullanilabilir. Hastalig1 tanimlamak, hastaligin seyrini takip etmek, terapotik
goriintiilemek olarak siralanabilir. Biyobelirtecleri kaynagina gore; kan temelli
biyobelirtecler, CSF temelli biyobelirtecler, MRI biyobelirtecler, norofizyolojik
biyobelirtecler olarak cesitlendirebiliriz (Turner vd., 2009). ALS hastaliginda kan
ve CSF sivilarn basta olmak iizere bircok biyobelirtec bu zamana kadar yapilan
caligmalar ile ortaya koyulmustur (Benatar vd., 2018; S. Li vd., 2016; Magen vd.,
2021; Verde vd., 2019).

2.4.1 miRNA ve Biyobelirtecler

Bugiline kadar binden fazla miRNA tanimlanmistir ve bunlarin cesitli viicut
stvilarinda (plazma, serum, idrar...) bulunmalan ve dikkate deger kararliliklari,
onlarn cesitli insan hastaliklarinin islem veya miidahale gerektirmeyen (invaziv
olmayan) biyobelirtecleri icin milkemmel adaylar haline getirmektedir (Etheridge
vd., 2011; Monleau vd., 2014). miRNA’larin etkilerine bakildiginda bircok
molekiiliin birincil, ikincil ve figilincil yapilariyla etkilesime girerek bircok
biyokimyasal yolagin diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir. Memeli
transkriptinin %60’indan fazlas1t miRNA’larin kontrolii altindadir. Bu sebeple,
gliniimiizde bircok hastaligin tanisinda, prognozunda ve tedavisinde miRNA’larin
biyobelirte¢ olarak kullanimiyla ilgili calismalar yapilmaktadir (Friedman vd.,
2009; Giizelgill & Aksoy, 2015). Biyobelirte¢ olarak kullanilmasi planlanan
miRNA’larin ilk kez serumdaki varligi Lawrie ve arkadaslarn tarafindan 2008
yilinda gosterilmistir (Lawrie vd., 2008). miRNA’larin tiim hiicrelerde genlerin
transkripsiyon sonrasi kontrolleri ile iligskili oldugu diisiiniildiigiinde bu
molekiillerin ¢ok sayida hastalikla olan iligkisi sasirtici degildir. ALS hastaligina
tedavi ve tan1 yoniinden baktigimizda, tam olarak tedavisi olmayan bir hastaliktir.

ALS icin tek ve saf bir tani testi yoktur (Waller vd., 2017). Tedavinin ilk basamag1
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olan tani, uzun bir siire¢ olarak karsimiza cikar ve ortalama 12 aydir (Brown & Al-
Chalabi, 2017). Bu durumla iligkili olarak, ALS calismalarinda biyobelirte¢
arastirmalar1 oncelige sahiptir (Bowser vd., 2011; van Es vd., 2017). Boylece
tanisal siireci ve gecikmeyi azaltmak amaclanir. Iste tam bu noktada, bu
calismanin hastali§in tani siiresini kisaltmasini ve kolaylastirmasini saglayacak
sekilde literatiire katki yapmasi beklenmektedir. Uzerinde durdugumuz
miRNA’larin ALS hastalarinin kan oOrneklerinde biyobelirte¢ olarak kullanilma
ihtimali arastirilmistir. Biyobelirte¢ calismalari tedavinin hizli ve erken sekilde
baslamasini saglamak amaciyla yiiriitiiliir (van Es vd., 2017). Biyobelirtec konusu
oldukca cesitli ve genis bir konudur. Kan, viicudumuzdaki her doku ile etkilesimde
olan bir biyobelirte¢ kaynagidir (Waller vd., 2017). Daha 6ncelerden beri, kandaki
mRNA ve protein degisiklikleri norodejeneratif hastaliklardaki patolojik
degisiklikleri yansitmasi i¢in kullanilmistir (Borovecki & Habek, 2010; Sharp vd.,
2006; Waller vd., 2017). Bircok calisma ile periferik kan hiicresi genlerinin ve
miRNA  ekspresyonlarinin ~ norolojik  hastaliklarda  belirte¢  olarak
kullanilabilecegine dair kanitlar ortaya koyulmustur (Borovecki & Habek, 2010;
Maes vd., 2007; Nishimura vd., 2007). Kanda bulunan miRNA’lar, ilging sekilde
stabil durumdadir yani, RNase degredasyonuna karsi daha direncli, farkli saklama
sicakliklarina, yiiksek ya da diisiik pH seviyelerine gore oldukca stabil ve
dayaniklidir. Boylece, kanda bulunan miRNA’lar1 uygun sekilde biyobelirte¢ olarak
calismasi kolaylasir (Waller vd., 2017).

2.4.2 miRNA-9

miRNA-9 (miR-9), ilk olarak Lagos-Quintana ve arkadaslarinin Drosophila’ da
yaptiklari calisma ile literatiire girmistir (Lagos-Quintana vd., 2001). Memelilerde
miR-9, farkli kromozomlarda bulunan ii¢ farkli genden kodlanmuis ¢ farkli 6ncii
(miR-9-1, miR-9-2 ve miR-9-3) miRNA’dan islenir (Shibata vd., 2008). miR-9,
beyin bolgesinde oldukca fazla bulunur ve beyin-spesifiktir, bolgeye ozgtidiir.
Yapilan bircok calisma neticesinde oldukca fazla miktarda eksprese oldugu ve
beyin bélgesine 6zgii oldugu ortaya koyulmustur. Ozellikle beyin gelisiminde
embriyonik donemde eriskin donemlere kiyasla daha yiiksek seviyede oldugu da

bildirilmistir (Landgraf vd., 2007; Miska vd., 2004; Sempere vd., 2004). miR-9’un
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beyindeki varligiyla birlikte burada ne yaptigini hangi islem ve siireclerde rol
aldigin1 arastiran arastirmacilar, norogenezde ve noronal farklilasmada rol
aldigini ortaya koymuslardir. Zebra baliklari ile yapilan ¢alismada, ge¢c embriyonik
donemde miR-9 ekspresyonun basladigi ve devaminda orta-arka beyin
bolgesindeki norogenezi tesvik ettigi ve Fgf sinyal yolagindaki bilesenleri hedef
aldig1 ortaya koyulmustur (Leucht vd., 2008). miR-9, noronal kok hiicrelerin
kendini yenileyebilmesini ve farklilasmasini saglar. TLX bir niikleer reseptor ve
noral kok hiicre yenilenmesi ve diizenlenmesi i¢in temeldir. TLX ve miR-9
arasindaki iliskinin arastirildig: calismada, miR-9 TLX reseptOriinii negatif olarak
diizenleyerek noral kok hiicrelerdeki farklilagsma siirecinde rol oynamaktadir. Bu
da miR-9’un noronal farklilagsmadaki roliinii ve 6nemini ortaya koyar (Zhao vd.,
2009). miR-9 ve noronal farklilasmadaki roliinti, noral progenitér hiicrelerin
proliferasyonu nasil regiile ettigini ortaya koyan daha pek cok calisma mevcuttur
(Shibata vd., 2008, 2011). Noron gelisiminde, farklilasmasinda 6nemli olan bu
miRNA’da yasanacak degisiklikler norodejenerasyona da sebep olabilecegini
diisiinen arastirmacilar, miR-9 ve norodejenerasyon arasindaki baglantiy1
arastirmiglardir. Lukiw’in yaptig1 calismada, postmortem Alzheimer’li beyin
hiicrelerinde miR-9 seviyesi yiiksek ¢ikmis. Bunun sonucunda ise, miR-9’un
norodejenerasyonda rol alabilecegi ortaya koyulmustur (Lukiw, 2007). miR-9 ve
motor noron 6zelinde konuya baktigimizda ise, in vivo olarak Dicer mutant
farelerde yapilan calismada, miRNA aktivitesinin postmitotik spinal motor
noronlarda temel oldugu ortaya koyulmustur. Agir norofilament alt biriminin
miR-9 hedefi oldugu bildirilmistir. miR-9un olgun noronlarda ve
norodejenerasyonda potansiyel diizenleyici oldugu ileri siiriilmiistiir (Haramati
vd., 2010). ALSnin miR-9 ile iliskisine bakildiginda, Zhou ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada G93A SOD1 transgenik fare modelinde mikrocip ile miR-9
seviyelerine bakilmistir. Farelerin omuriliklerinde miR-9un yukar1 dogru
diizenlendigi tespit edilmis, yapilan in situ hibdirizasyon calismasi sonucunda
miR-9un yabamil tip ve transgenik farelerde farkli zamanlarda,
norodejenerasyonun basladigi bolge olan, omurilik 6n ve arka boz maddelerindeki
hiicrelerin sitoplazmasinda lokalize oldugu tespit edilmistir. Bu durum

norodejenerasyon ile baglantili bulunmustur (F. Zhou vd., 2013). A90V TARDBP
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ve M337V TARDBP mutasyonlu FTD/ALS hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir diger
calismada iki farkli hiicre kiiltiiriinde miR-9un asag1 dogru diizenlendigi
bildirilmistir (Zhang vd., 2013). G93A SOD1 transgenik farelerin kullanildig:
calismada, miR-9un primer motor kortekste beyin kokii ve beyin sapi motor
cekirdegi bolgelerinde yukari dogru diizenlendigi, subventrikiiler bolge ve
hipokampus bolgelerinde ise asag1 dogru diizenlendigini ortaya koymuslardir
(Marcuzzo vd., 2015). miR-9 ile ilgili konu dahilinde yapilan calismalardan
onemli olanlar1 ortaya koyduk. miR-9’un yapacagimiz projede yer almasinin
nedenleri norogenezde, noronal farklilasmada yer almasidir. Bu siireclerde rol
alan miR-9’un yasanan norodejenerasyondan etkilenerek ekspresyon seviyesinde
anlamli degislik kaydetmeyi beklemekteyiz. 2018de yapilan bir calismada ALS
hastalarindan elde edilen beyin omurilik sivis1 (CSF) orneklerinde kontrollere
kiyasla miR-9-5p ve bazi diger miRNA’larin ekspresyon seviyeleri farkli ¢citkmstir.
Bu calismada miR-9-5p ALS hastalarinda up-regiile oldugu ve ekspresyon
seviyesinin hasta CSFlerinde yiiksek ciktig1 ortaya koyulmustur (Waller vd.,
2018). Ayn1 yil, bagka bir grup tarafindan yapilan sporadik ALS hastalarinin dahil
oldugu calismada kan oOrnekleri iizerinden miR-9-5p ve bazi miRNA ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. Hasta ve kontrollerin ekspresyon seviyelerine
bakildiginda, miR-9-5p hasta 6rneklerinde daha yiiksek seviyede ¢ikmis yani up
regilile olmustur (Vrabec vd., 2018). Genel olarak literatiire baktigimizda, miR-
9un beyindeki varligi ve noronal farklilasmada rol oynadigi gorilmektedir.
Ayrica, daha once yapilan calismalarda bir grup ALS hastalarinin CSF'lerinde ve
sporadik ALS hasta grubunun da kan 6rneklerinde miR-9 kontrollere kiyasla farkl

seviyelerde ortaya koyulmustur.

2.4.3 miRNA-141

miR-141'in iiyesi oldugu miRNA-200 ailesi, bes tiyesi (miR-200a, miR-200b, miR-
200c, miR-429 ve miR-141) ile iki farkli genomik bolgede bulunur (Huang vd.,
2014). miR-141'in apoptozu modiile ettigi gosterilmistir ve fibroblastlar oksidatif
strese maruz kaldiktan sonra miR-141’in ekspresyonu artar (Mateescu vd., 2011).
ROS (reaktif oksijen tiirleri), hiicre aerobik solunumunun yan {riinleridir.
Mitokondri ise, enerji saglamak icin aerobik solunumun ana yeridir ve

hiicrelerdeki temel ROS kaynagidir. 2008 yilinda yapilan bir calismada, ROS ile
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indiiklenen bir miRNA olan miR-141'in Alzheimer hastalarinin beyinlerinde asir1
eksprese edildigi bulunmustur (Cogswell vd., 2008). Bir calisma, miR-141 ve miR-
9 ekspresyonunun Parkinson hastaliginda oksidatif strese yanit olarak 6nemli
olciide arttigin1 dogrulamistir (Rostamian Delavar vd., 2018). Ayrica baska bir
calismada, akut pankreatit hastalarinin serum verilerinde miR-9 ve miR-141'in

potansiyel biyobelirtec olabilecegi kesfedilmistir (Lu vd., 2017).

2.5 Periferik Kan Mononiikleer Hiicreleri (PBMC)

Periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC), kan dolasiminda bulunan,
lenfositler (T hiicreleri, B hiicreleri), dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler, monositler ve
dendritik hiicreler gibi tek yuvarlak cekirdege sahip lokositlerden olusur (Y. Wang
vd., 2015). Periferik kan, kolay elde edildiginden temel ve klinik arastirmalar icin
ideal bir dokudur (Fan vd., 2015). ALS hastaliginin baslangici ve ilerlemesi
tizerinde aktif glial hiicreler ve bagisiklik hiicreleri arasindaki karmasik bir
etkilesimden olusan noéroinflamatuar reaksiyonun etkisi oldugu gortilmektedir
(Beers & Appel, 2019). Bu sebeple, icerisinde bagisiklik hiicrelerini iceren PBMC
bu amac icin erisilebilir ve uygulanabilir bir insan hiicresi kaynagidir (Luotti vd.,
2020). Monleau ve arkadaslarinin ii¢ ayr kit ile denedikleri calismada serum ve
PBMC karsilastirilmas: yapildiginda PBMC'den daha fazla miRNA elde edilmistir
(Monleau vd., 2014). Ayrica kanitlar, PBMC'lerin beyinle ortak bir miRNA ifade
modelini paylasabilecegini diistindiirmektedir (Fan vd., 2015; Liang vd., 2007).
PBMC'nin kullanim potansiyeli oldugu ortaya koyulan bir ¢alismada, plazma ve
PBMC karsilastirilmasi yapildiginda baz1 miRNA’larin plazmada ¢ok az yogunlukta
kaldigini ve neredeyse hic oOlcililemedigini, PBMC'de ise daha fazla olciildiigiini
bildirmislerdir (Schwienbacher vd., 2017). ALS mutant fare modeli {izerinde
dogal bagisikligin etkilerinin arastirildigi calismada, inflamatuvar monositlerin
aktive edildigi ve hastalik ilerleyisi ile korele oldugu ve bu sebeple, hastaligin
evresi veya ilerleyisi icin biyobelirte¢ olarak gorev alabilecegi ortaya koyulmustur
(Butovsky vd., 2012). Tim bu bilgiler 1s181inda, ALS hastaligi ve bagisiklik
hiicrelerinin baglantis1 dogrultusunda bu calismada miRNA kaynagi olarak PBMC

kullanilmasi uygun bulunmustur.
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Genel Laboratuvar Malzemeleri

Tablo 3.1 Laboratuvar Genel Malzemeleri

Malzeme Adet/Miktar Uretici Firma
Mikro pipetler 3 adet/10, 100, 100 ul Eppendorf
Pipet Uclar1 10 kutu/10, 100, 100 ul M. Plastic
Falkon Tiipleri 100 adet/15 ml Sarstedt
Falkon Tiipleri 100 adet/50 ml Sarstedt
Lenfosit Ayirict Medya 1 adet/500 ml Biosera
(Ficoll)

PBS 2 adet/500 ml Multicell
Nitril Eldiven 100 adet MyGlove
Santrifiij Tiipl 500 adet/1,5 ml M. Plastic
PZR Tiipleri 1000 adet/0,2 ml M. Plastic
PZR Tiipleri 500 adet/0,5 ml M. Plastic
PZR Tiip Stand1 6 adet M. Plastic
Niikleaz Icermeyen Su 1 adet/25 ml NEB

EDTA’l1 Tiipler 40 adet/10 ml BD Vacutainer
Kloroform 1 adet/2,5L Sigma-Aldrich
Etil Alkol (%96) 1 adet/5 L Necm Kimya
Etil Alkol (%100) 1 adet/2,5L Millipore Corporation
miRCURY LNA miRNA PZR 3 adet Qiagen
Primerleri

Tablo 3.2 Total RNA Izolasyon (miRNeasy Mini Kit) Kit Icerigi

Malzemeler Adet/Miktar Uretici Firma
QIAzol Liziz Reaktifi 1 adet/50 mL Qiagen
RNeasy Mini Spin Kolon 50 adet Qiagen
RWT Tamponu 1 adet/45 mL Qiagen
RPE Tamponu 1 adet/55 mL Qiagen
Niikleaz Icermeyen Su 1 adet/10 mL Qiagen
Toplama Tiipleri 50 adet/1,5 mL Qiagen
Toplama Tiipleri 50 adet/2 mL Qiagen

Tablo 3.3 ¢cDNA Cevirme (miRCURY LNA RT Kit) Kit Icerigi

Malzemeler Adet/Miktar Uretici Firma
SYBR Reaksiyon Tamponu 1 adet/128 uL Qiagen

(Mg2+’

Primerler ve dNTP’leri icerir)

Prob reaksiyon Tamponu 1 adet/128 uL Qiagen

(Mg>*, Prob RT primerleri ve
dNTP’leri icerir)

miRCURY RT Enzim Karisimi | 1 adet/64 uL Qiagen
Niikleaz Icermeyen Su 1 adet/1,5 mL Qiagen
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Tablo 3.4 RT-qPCR (miRCURY LNA SYBR Yesil PZR Kit) Kit icerigi

Malzemeler Adet/Miktar Uretici Firma
PZR Master Karisimi (SYBR 3 adet/1 mL Qiagen
Green PZR tampponu,
dNTP’ler, Polimeraz, Antikor)
ROX Referans Boyasi 1 adet/1 mL Qiagen
Niikleaz Icermeyen Su 2 adet/1,5 mL Qiagen

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.5 Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar

Ekipman Uretici Firma

Ultra Derin Dondurucu Dolap (-80° C) Thermo Fisher Scientific
Derin Dondurucu Dolap (+4° C) Arcelik
Masaiistii Santrifiij Hettich Universal 32 R
Masaiistii Santrifiij Beckman Coulter Allegra X-30R
RT-gPCR Termal Is1 Dongiileyici Roche
Termal Is1 Dongiileyici T100 Bio-Rad
Vorteks Velp
Bilgisayar Apple
Nanodrop Thermo Fisher Scientific
Ceker Ocak Hedlab

3.1.3 Kullanilan Bilgisayar Programlari

Tablo 3.6 Ol¢iim ve hesaplamalarda kullanilan yazilimsal gerecler

Program Uretici Firma

Excel Calisma Sayfasi Microsoft Co.

Word Calisma Sayfasi Microsoft Co.

SPSS IBM

EnrichR Maayan Lab.

g:Profiler Elixir Infrastructure
CROssBAR METU-Hacettepe-EMBL-EBI
miRWalk Heidelberg University
miRTarget Link 2.0 Saarland University
miRNet 2.0 McGill University
TargetScan Whitehead Institute

Venn Diagram Tool Ghent University

TAM 2.0 Hebei University of Technology
Diagrams.net JGraph

G*Power 3.1 Heinrich-Heine University

3.1.4 Etik Kurul
Bu calisma icin Istanbul Cam ve Sakura Sehir Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'nun 07/07/2022 tarihinde 2022.07.227 sayili kararina gore etik kurul

onay verildi. Hasta gruplari icin onam formlar: goniilliilere imzalatild1.



3.2 Metot
3.2.1 In Siliko Calismalar

3.2.1.1 Veri Toplama ve Arastirma Stratejisi

2022 yilina kadar yayinlanmis uygun calismalar icin PubMed ve Science Direct
veri tabanlarinda elektronik aramalar yoluyla ALS hastaliginda mitokondri
fonksiyon bozuklugu ve iligkili olan genler {izerine literatiir taramasi yapilmustir.
Arastirma konusu ile ilgili oldugu diisiiniillen makaleler manuel olarak gozden

gecirilmistir. ALS, mikroRNA'lar ve mitokondri olan MeSH terimleri kullanilmistur.

3.2.1.2 Belirlenen Genlerin Yol Zenginlestirme Analizleri

Literatir taramasindan belirlenen genler, Enrichr
(https://maayanlab.cloud/Enrichr/ ) gen seti zenginlestirme analiz araci ile
analiz edildi. Tanimlanan genler {izerinde KEGG 2021 Human'da yol analizi
yapildi. Belirlenen genler ayrica g:Profiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost )
aracinda calistirildi. Biyolojik yol analizleri, g:Gost fonksiyonel profillemede KEGG
ve WikiPathway kullanilarak gerceklestirilmistir. Son olarak genler CROssBAR

(https://crossbar.kansil.org ) araci ile calistirildi.

3.2.1.3 miRNA Tahmini ve Uygunluk Kriterleri

Daha spesifik sonuclar elde etmek icin dort farkli veri tabani, miRWalk
(http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de ), miRTargetLink 2.0
(https://ccbcompute.cs.uni-saarland.de/mirtargetlink2 ), miRNet 2.0
(https://www.mirnet.ca ) ve TargetScan (http://www.targetscan.org/vert 80/ ),
belirlenen genleri hedefleyen miRNA'lar1 tanimlamak i¢in kullanildi. Tim veri
tabanlarinda organizma olarak homo sapiens arandi. Tanimlanan her gen, ayri ayri
dort veri tabaninda analiz edildi. Her gen icin bir Venn diyagrami araci
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ ), dort ayri veri tabanindan
elde edilen miRNA'lar kullanilarak karsilik gelen genle ilgili ortak miRNA'lar
gorsellestirmek icin kullanildi. Bu arastirma belirli dahil etme kriterleri dahilinde
gerceklestirilmistir: i) her gen icin en az iki veri tabaninda bulunan miRNA'lar tek

bir listede toplanmustir, ii) ortak listeden en az {i¢c geni hedef alan miRNA'lar tek
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bir listede birlestirilmistir. Tiim islemler icin p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.

3.2.1.4 miRNA Set Analizi
Ortak listenin olusturulmasinin ardindan, miRNet 2.0 ( https://www.mirnet.ca )
ve TAM 2.0 (http://www.lirmed.com/tam2/ ) araclari ile miRNA'lar kullanilarak

set analizi yapildi. Ortak miRNA'lar1 gostermek icin her iki veri tabani ve bir venn

Literatlir Taramasi

semasi kullanildi.

‘ALS ve mitokondriyal |
iyon ile iligkili
l l l l 9 gen tespit edildi ‘
miRWalk miRNet miRTargetLink TargetScan
(9 genden her biri| (9 genden her biri (9 genden her biri| (9 genden her biri
igin) icin) icin) icin)

En az 2 veritabaninda,
her bir gen igin ortak
miRNA'lar ortaya
koyuldu

En az 3 geni iceren
ortak miRNA'lar
ortaya koyuldu

‘ 28 miRNA ‘

-

A

mIRNA Set Analizi ) Zenginlestirme Analizleri
miRNet < FaHon
TAM [ g:Profiler
CROssBAR

‘ "~ 2mANA

H

miR-9-5p
| miR-141-3p |

Sekil 3.1 Is Akist

3.2.2 In Vitro Calismalar

3.2.2.1 Klinik Ornekler

Tiim ALS hastalar klinik ve noropatolojik olarak El Escorial Kriterlerine gore tani
alan hastalar dahil edilmistir (Brooks vd., 2000). Saglikli kontroller kontrol
edilmis ve herhangi bir ALS veya norodejeneratif hastalik tanisi yoktur. Norolojik
kontroller ise Esansiyel Tremor ve Parkinson hastalarindan secilmistir (Prof. Dr.
Halil Atilla Idrisoglu ve Uzm. Dr. Dilara Mermi Dibek, Istanbul Basaksehir Cam ve
Sakura Sehir Hastanesi, Istanbul). Galismaya dahil olan hasta ve kontrollerin 18

yas ve iizerinde olmasi, kadin veya erkek olmasi 6ngoriilmiistiir. Hasta ve kontrol
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sayilar istatiksel analizler sonucunda belirlenmistir. Bu arastirmanin %80 kadar
giic (power) icin tahmini 6rneklem biiytikligii alt sinir1 36’dir. 4 saglikli kontrol
+ 20 ila¢ tedavisi almis hasta + 11 ilag¢ tedavisi almamis hasta + 7 norolojik
kontrol grubu olacak sekilde toplamda 42’dir. Bu istatiksel analiz icin G*Power
3.1 programi kullanildi. Istatiksel veriler Waller vd., 2018’deki miRNA arastirma
sonuclar1 baz alinarak olusturuldu (Waller vd., 2018). Gii¢ analizine gore; etki
biiytikligi (d) = 0,962963, I. tip hata (a=0,05), 1-b = 0,80, Standart sapma (s
= 0,54), Gruplar arasi oran 1, Cift yonlii analiz (two-tailed), t testi, Ortalama: 2
bagimsiz grup arasindaki fark (Means: Differences between two independent
means two groups). Gii¢ analizine gore testin giicii %80 (0,8013).

Tablo 3.7 ALS Grubu Hasta Demografik Bilgileri

ALS ilach 20
ALS ilacsiz 11
Kadin 5
Erkek 26
<30

30-39

40-49

50-59 9
>60 17

Tablo 3.8 Norolojik Kontrol Grubu Hasta Demografik Bilgileri

Parkinson 2

Esansiyel Tremor
Kadin

Erkek

<30

30-39

40-49

50-60

>60

Q| —R OO |OC Wlh|lu

Tablo 3.9 Saglikli Kontrol Grubu Demografik Bilgileri

Saglikli1 Kontrol 4
Kadin 1
Erkek 3
<30 1
30-39 1
40-49 0




Tablo 3.9 Saglkh Kontrol Grubu Demografik Bilgileri (devami)

>60 1

3.2.2.2 PBMC Hazirlig:

PBMC (Periferik kan mononiikleer hiicreler) hazirligi icin 7 ml venoz kan alinarak
EDTA'L tiplere koyulmustur. Alinan kan Ornekleri PBS ile 1:1 oraninda
seyreltilmistir. Kan ve PBS karisimi Ficoll (Lenfosit ayirict medya) {izerine
eklenmistir. Standart Ficoll, yogunluk gradyan santrifiij yontemi ile izole
edilmistir (400 x g’'de 20 dk., 20° C). Santrifiij sonrasi olasi kontaminasyonu
engellemek icin izole edilmis PBMC hiicrelerine PBS eklenip, 2 kez 400 x g’de 20°
Cde 10 dakika santrifiij edilerek saflastirma saglanmistir. Elde edilen bulutsu
katmandan ayni giin cerisinde total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir (de Felice

vd., 2012, 2014).

3.2.2.3 Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

ALS hastalarindan ve kontrollerden elde edilen kan orneklerinden PBMC
hazirlandiktan sonra miRNeasy Mini Kit kullanilarak total RNA izolasyonu elde
edilmistir. RNA’larin miktar1 ve kalitesi, Nanodrop Spektrofotometre kullanilarak
olciilmiistiir. RNA miktar1 66 — 567 ng arasinda olanlar, A260/A280 orani 1,90 —
2,1 ve A260/A230 oram 0,27 — 2,0 arasinda olanlar calismaya dahil edilmistir.

RNA’lar kullanilan kitin protokoliine gére cDNA'ya cevrilmistir.

3.2.2.4 Kantitatif Ger¢ek Zamanli PZR (RT-qPCR) ile miRNA Validasyonu
RT-qPZR ile miR-9 ve miR-141’in ekspresyon analizi Saglik Bilimleri Universitesi,
Validebag Deneysel Tip ve Arastirma Merkezi'nde, Dr. Tugba KUL KOPRULU
rehberliginde gerceklesmistir. Primerlerin alindig1 firma tarafindan hedef
miRNA’lar miR-9, miR-141 ve House-keeping Gen U6 ic¢in uygun primerler
tasarlanmistir. Periferal kandan elde edilen l6kositlerden total RNA izolasyonu
yapildi. miRNA diizeylerinin belirlenebilmesi icin Real-Time qPZR Sistem
kullanilmistir. Kantitatif PZR, es zamanh takibi saglayan miRCURY LNA SYBR
Yesil PZR Kit ile Roche qPZR cihazinda onerilen protokole uygun bir sekilde
gerceklestirildi. Her bir 6rnek 3 kere tekrarlanmistir (de Felice vd., 2014; Gagliardi
vd., 2018; Kuzma-Kozakiewicz vd., 2016; Schipper vd., 2007).
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Tablo 3.10 RT-qPZR i¢in kullanilan primerler

‘ Primer Ad1i Primer Sekansi

Housekeeping | GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGG

—5 AACGAUACAGAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGC
AAGGAUGACACGCAAAUUCGUGAAGCGUUCCAUA
[8]9]8)8]

miR-9 5'UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA

miR-141 5'UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG

Tablo 3.11 RT-qPZR Kosullari

Asama Sicaklik Siire

PZR baslangi¢ | 95°C 2 dk

sicakligi

Denatiirasyon 95°C 10s

Birlestirilmis 56 °C 1 dk

Annelig/Uzatma

Dongii sayist 45 dongili

Erime Egri Analizi 60-95 °C

3.2.2.5 Istatiksel Analiz

Ornek gruplan arasinda miRNA seviyeleri degisim katsayisi (fold change) 2
Ortalama Delta Delta Ct (2-DDCt-Cycle Threshold) yontemi ile belirlenmis ve
QIAGEN GeneGlobe platform tizerinden hesaplamalari yapilmistir (Gagliardi vd.,
2018; Livak & Schmittgen, 2001). Boylelikle ilgili genlerin ekspresyon
miktarlarinin kacg kat arttig1 belirlenmistir. Farkli gruplarin karsilastirilmali olarak
degerlendirilmesi ayni platform tizerinde bulunan Student’s t testi ile yapilmistur.
Kat degisim sayisi (Fold change) FC < 1,50 ve p degeri p <0,05 istatiksel olarak

anlaml olarak degerlendirilmistir.
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4

SONUGC VE ONERILER

4.1 Sonuclar

4.1.1 Genlerin Se¢imi

ALS'de mitokondriyal disfonksiyonla iliskili genler tizerinde bir literatiir
arastirmasi yapildi. Bu caligsmalar sonucunda SOD1, FUS, TARDBP, C9orf72, OPTN,
TBK1, CHCHD10, VCP ve BCL2 genleri ortaya ¢ikarildi ve arastirmalara bu genler
ile devam edildi. (Tablo 4.1). Tanimlanan genler, KEGG Yolaklar1 diyagraminda
sar1 ile etiketlendi (Sekil 2.4).

Tablo 4.1 Literatiire dayanilarak ortaya koyulan ALS’de mitokondriyal

disfonksiyona bagl genler

Lokus Gen (Protein) Referanslar
.. S (Kong & Xu, 1998; vande
ALS1 SOD1 (Siiperoksit dismutaz 1) Velde vd., 2011)
ALS6 FUS (RNA baglanma proteini FUS) (Sharma vd., 2016)
ALS10 TARDBP (TAR DNA baglanma proteini | (W. Wang vd., 2016;
43) Zuo vd., 2021)

(Z. Liuvd., 2018; Wong &
Holzbaur, 2014)
(Johnson vd., 2010; Kim

ALS12 OPTN (Optinorin)

FTD/ALS6 | VCP (Valosin iceren protein)

vd., 2013)
FTD/ALS1 C9orf72 .(Kromozom 9 acik okuma (Dafinca vd., 2016)
cercevesi 72)
FTD/ALS2 CHCHD10 (Sarilmis-bobin-heliks- (Bannwarth vd., 2014;
sarilmis-bobin-heliks bolgesi 10) Genin vd., 2019)
FTD/ALS4 | TBK1 (TANK baglanma kinaz 1) (Harding vd., 2021)
. (Mu vd., 1996; Pedrini
18921.33 |BCL2 (B-hiicre Lenfoma 2) vd., 2010)
4.1.2 Belirlenen Genlerin Yol Zenginlestirme Analizleri

Belirlenen genler Enrichr veri tabaninda KEGG analizi ile gerceklestirilmistir.
Sekiz genin ALS ile o6nemli o6lciide iliskili oldugu bulundu. Yedi genin

norodejenerasyon ile giiclii bir sekilde baglantili oldugu bulundu. TBK1 ve OPTN
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genlerinin mitofaji ile 6nemli dl¢tide iligkili oldugu bulunurken, TBK1 ve BCL2'nin

otofaji ile 6nemli 6lciide iliskili oldugu bulundu (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 Enrichr araci kullanilarak yol zenginlestirme analizi KEGG 2021 icin

Terim p degeri q degeri Cakisan genler

Amyotrofik Lateral 9,877965e- 6,025558e- [VCP, TBK1, FUS, BCL2, CHCHD10,

Skleroz 14 12 TARDBP, OPTN, SOD1]

Norodejenerasyon  1,409405e- 4,298684e- [VCP, TBK1, FUS, BCL2, TARDBP,

Yolaklari 10 09 OPTN, SOD1]
4,037790e- 8,210173e-

Mitofaji 04 03 [TBK1, OPTN]
8,365989e- 1,275813e-

mRNA izleme yolu 04 02 [FUS, TARDBP]
1,624891e- 1,699943e-

Otofaji 03 02 [TBK1, BCL2]
1,672075e- 1,699943e-

Kizamik 03 02 [TBK1, BCL2]
2,261359e- 1,809705e-

Hepatit B 03 02 [TBK1, BCL2]

Endoplazmik

retikulumda protein  2,515130e- 1,809705e-

isleme 03 02 [VCP, BCL2]
NOD benzeri Reseptor 2,812236e- 1,809705e-

Sinyal Yolu 03 02 [TBK1, BCL2]
2,966730e- 1,809705e-

RNA Transport 03 02 [FUS, TARDBP]

KEGG yolu analizi, g:Profiler araciyla dokuz gen tizerinde yapildi. Dokuz genin
ALS ile 6nemli 6lciide iligkili oldugu ortaya cikti. Sekiz genin nérodejenerasyon ile
gliclii bir sekilde baglantili oldugu bulundu. TARDBP, TBK1, VCP, CHCHDI10,
C90ORF72 ve SODI1 genlerinin mitokondriyal morfolojideki anormallikle 6nemli
olciide baglantili oldugu gorildii. Bu veri tabani analizi sonucunda otofaji, ndron
atrofisi ve morfolojik anormalliklerin diizenlenmesi ile iligkili bircok genin oldugu
ortaya cikt1 (Sekil 4.1). Ayrica bu genler icin CROssBAR araci kullanildi. Sonug
olarak, TBK1 ve OPTN genleri, mitofaji ile ilgili yolda belirgindi. Ayn1 zamanda
otofajiye baglh yolakta TBK1, BCL2 ve C9orf72 genleri bulundu. Ayrica, BCL2 geni
ayrica p53 sinyal yolu ve apoptoza da baglandi. BCL2 ve VCP genleri birlikte
degerlendirildiginde bu genler endoplazmik retikulumda protein islemede de
bulunmustur (Sekil 4.2). Sekil 2.4'teki KEGG yolu, p53 sinyal yolunu ve

endoplazmik retikulumda protein islemeyi ayrintili olarak géstermektedir.
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-log, (pad,
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. ng‘: AO [ ]
(@) 10
1 @ e e® o ®

Go, e So, So,

e Rey
e, 96 ¢ "y
C Oy )

D Source Term ID S Term Name Padj (query_1)
1 Go:BP G0:0061919 process utilizing autophagic mechanism H ER
2 GO:BP G0:0006914 autophagy H BN
3 GO:BP G0:0008219 cell death H BN
a GO:BP G0:0051881 ion of mi ial potential || | ]
5 GO:BP G0:0016239 positive regulation of macroautophagy ]
6 GO:BP G0:0010506 regulation of autophagy | N |
7 GO:BP G0:0010508 positive regulation of autophagy [ ]
8 KEGG KEGG:05014 Amyotrophic lateral sclerosis T[]}
9 KEGG KEGG:05022 Pathways of neurodegeneration - multiple diseases EE BN
10 KEGG KEGG:04140 Autophagy - animal - -
n WP WP:WP2447 Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) . .
12 HP HP:0007190 Neuronal loss in the cerebral cortex HE B
13 HP HP:0030195 Fatigable weakness of swallowing muscles HEE B
14 HP HP:0007354 Amyotrophic lateral sclerosis HEE B
15 HP HP: a D of the lateral inal tracts HEE B
16 HP HP:0007373 Motor neuron atrophy BEEE B
17 HP HP:0002450 Abnormal motor neuron morphology HEE B
18 HP HP:0002180 Neurodegeneration HEE B
19 HP HP:0012757 Abnormal neuron morphology HEE B
20 HP HP:0002127 Abnormal upper motor neuron morphology HE B
21 HP HP:0007372 Atrophy/D ion involving the corticospinal tracts HEE B
22 HP HP: b I mi ial HE B
23 HP HP:0030191 Abnormal peripheral nervous system synaptic transmission ... .
24 HP HP: b | synaptic ission at the junction T 1T |
25 HP HP:0012535 Abnormal synaptic transmission 1 1] .
26 HP HP:0002492 Mor i ity of the corticospinal tract HEEE B
27 HP HP:0002366 Abnormal lower motor neuron morphology HE B
28 HP HP:0002145 Frontotemporal dementia HE B
29 HP HP:0000726 Dementia HE B
30 HP HP:0007367 Atrophy/Degeneration affecting the central nervous system HEE B
31 HP HP:0000759 Abnormal peripheral nervous system morphology HEE B
32 HP HP:0010549 Weakness due to upper motor neuron dysfunction HEE B
y y
version e106_eg53_p16_65fcd97 i he colors for log scale:
I man Phanctype Ontology (sequence b e n
I Oicect assay [IDA], Mutant

G 5 10 15 2 25 30 35 40 45 %80

Sekil 4.1 Belirlenen genlerin zenginlestirme sonuclarinin g:Profiler Manhattan
grafigi ile gorsellestirilmesi A) g:Profiler zenginlestirme sonuclarinin Manhattan
Grafigi B) Gen listesi ayrintili yol zenginlestirme analizi.

4.1.3 miRNA'larin Tanimlanmasi ve Set Analizleri

Baslangicta tek bir veri tabani yerine daha spesifik sonuclar elde etmek icin dort
farkli veri tabani kullanildi. Veriler, her bir gen i¢in ayr1 ayr1 dort veri tabanindan
elde edildi. Her gen icin, en az iki veri tabaninda bulunan miRNA'lar1 bulmak i¢in
ayr1 ayr1 bir Venn diyagrami kullanildi (Sekil 4.3). Her bir gen icin en az iki veri
tabaninda bulunan ortak miRNA'lar arasinda en az ii¢ geni hedefleyen ilgili tiim
miRNA'lar Venn semasi kullanilarak listelenmis ve analizler sonucunda 28 miRNA
ortaya cikarilmistir (Tablo 4.3). Bu miRNA'lar ayrica miRNA set analizi icin
miRNet 2.0 ve TAM 2.0 aracglarn kullanilarak degerlendirildi (Tablo 4.4).
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STATS-med‘ﬂduction

NOD-like re signaling...

P53 sig athway
RIG-I-like r r signalin?

Sekil 4.2 CROssBAR araci ile yol zenginlestirme analizi
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Sekil 4.3 Tanimlanan genler icin dort farkli veri tabani kullanilarak elde edilen
ortak miRNA'lar1 ortaya cikarmak icin kullanilan Venn diyagrami gortintiileri.
Tiim veri tabanlarinda ortak olan BCL2 icin 6 miRNA vardir. TARDBP icin dort
veri tabaninda ortak olan 1 miRNA vardir. Dort veri tabaninda da CHCHD10 icin
2 ortak miRNA vardir. Kalan SOD1, FUS, C9ORF72, TBK1, OPTN, VCP genleri
icin en fazla 3 veri tabaninda ortak miRNA'lar bulunmaktadir. Dort veri
tabaninda bu 6 gen icin ortak miRNA'lar yoktur. A: SOD1, B: FUS, C: TARDBP,
D: C9ORF72, E: OPTN, F: VCP, G: CHCHD10, H: TBK1, I: BCL2

Bu asamada, yol zenginlestirme analizlerinden elde edilen veriler kullanilarak
miRNA'lar elimine edildi. Belirlenen dokuz gen ile iliskili yolaklar1 ve 28 miRNA
ile iligkili yolaklar1 karsilastirdigimizda Tablo 4.4'teki verileri elde ettik. Tabloda
bulunan verilere baktigimizda miR-9 ve miR-141'in oldugunu belirledik. Sonuc
olarak, 2 miRNA elde ettik. iki yaygin miRNA'nin, hsa-miR-9-5p ve hsa-miR-141-

3p’nin her iki veri tabaninda da ALS ile 6nemli 6l¢iide baglantili oldugu bulundu.

4.1.4 Kantitatif PZR (RT-qPCR) miRNA Validasyon Sonuclari

Kantitatif gercek zamanli PZR ile hsa-miR-9-5p ve hsa-miR-141-3p’nin hasta ve
kontrol kan orneklerinde ekspresyon analizlerini yaparak validasyonlarini
saglamis olduk. Sonuclar neticesinde kat degisim (Fold Change) degerleri ve P
degerleri Tablo 4.6'te gosterilmektedir. Ayrica, bu verilerin 1s1 haritas1 ve
clustergram gorseli Sekil 4.4’te gosterilmektedir (Sekil 4.4 ve Tablo 4.6). Norolojik
kontrol, ilacli ve ilagsiz ALS hasta gruplari saglikli kontrollere gore kiyaslandiginda
aralarinda belirli farklar olusmustur. Ozellikle miR-141 ALS ilacsiz grupta
istatiksel olarak anlamli sekilde up-regiile oldugu ortaya koyulmustur. ALS ilagh
ve ALS ilacsiz hasta gruplari, norolojik kontrol grubuna gore kiyaslandiginda ise
miR-141 ALS ilacsiz grupta istatiksel olarak anlamli sekilde up regiile oldugu

ortaya koyulmustur (Tablo 4.6).
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Tablo 4.3 Mitokondriyal Fonksiyon bozuklugu ile ilgili genleri hedef alan miRNA

tahminleri
miRNA Hedef Veri Tabanlan miRNA Hedef Veri Tabanlari
Genler Genler
BCL2 | MirTargetLink, MirNet BCL2 M“f;{;:{feﬁllg\ll‘et
hsa-miR- | TARDBP | MirTargetLink, MirNet | sa-miR- FUS MirTargetLink, MirNet
103a-3p 125b-5p
MirTargetLink, . . .
VCP MirNet, TargetScan TARDBP | MirTargetLink, MirNet
. . MirTargetLink,
BCL2 MirTargetLink, BCL2 MirWalk, MirNet,
MirNet, TargetScan TargetScan
hsa-miR- COORF72 MirTargetLink, hsa-miR- COORF72 MirTargetLink,
136-5p TargetScan 139-5p MirWalk, TargetScan
MirTargetLink, MirTargetLink,
vep TargetScan SOLE MirNet, TargetScan
C90ORF72 er&?ﬁgf;ﬁiﬂk’ BCL2 MirNet, TargetScan
FUS MirTargetLink, MirNet hlsg-SmSiR- FUS MirNet, TargetScan
. -op
hsa-miR- . . . MirTargetLink,
141-3p TARDBP | MirTargetLink, MirNet TBK1 mirNet, TargetScan
. . MirTargetLink,
OPTN Mlﬁ?ﬁgﬁ?k’ BCL2 MirWalk, MirNet,
TargetScan
BCL2 | MirTargetLink, MirNet | hsa-miR- | coorp7 |  MirTargetLink,
182-5p MirNet, TargetScan
hsa-miR-
1 81b-15 D FUS MirTargetLink, MirNet TARDBP MirNet, TargetScan
TARDBP | MirTargetLink, MirNet OPTN MlTr;agﬁ‘;tCL;Ek’
C90ORF72 | MirNet, TargetScan BCL2 MirTargetLink, MirNet
hsa-miR- | TARDBP MirTargetLink, hsa-miR- | TARDBP | MirTargetLink, MirNet
186-5p MirNet, TargetScan 200c¢-3p
MirTargetLink, . . .
TBK1 MirNet, TargetScan TBK1 MirTargetLink, MirNet
BCL2 MirTargetLink, MirNet FUS MirTargetLink, MirNet
hsa-miR- | OPTN Mlﬁ‘i‘rg\ftﬁ?k’ hsa-miR- | TARDBP | MirWalk, MirNet
20a-5p rva 212-3p MiTareeilink
TARDBP | MirTargetLink, MirNet TBK1 lrM?rr\%f;Hin ;
SOD1 MirTargetLink, MirNet FUS MirNet, TargetScan
hsa-miR- | TARDBP | MirTargetLink, MirNet | hsa-miR- OPTN erl:l;;l;%ve eﬂink,
23b-3p - 330-3p ! 3
MirTargetLink, MirTargetLink,
vep MirNet, TargetScan TARDBP TargetScan
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Tablo 4.3 Mitokondriyal Fonksiyon bozuklugu ile ilgili genleri hedef alan miRNA

tahminleri (devami)

FUS MirTargetLink, MirNet BCL2 MirWalk, TargetScan
. . MirTargetLink,
hsa-miR- | TARDBP er}’g ?H;’t Sl\g:et’ hsa-miR- | TARDBP | Mirwalk, MirNet,
331-3p & 361-3p TargetScan
MirTargetLink, MirTargetLink,
vep TargetScan vep MirNet, TargetScan
OPTN M}r;zri‘;tclﬁk’ BCL2 | MirTargetLink, MirNet
hsa-miR- . hsa-miR- MirTargetLink,
361-5p SOD1 MirNet, TargetScan 376¢-3p C90ORF72 MirNet, TargetScan
VCP | MirTargetLink, MirNet FUS MirTargetLink,
TargetScan
COORF72 M‘Tr;f;g;tgﬁk’ BCL2 | MirTargetLink, MirNet
hsa-miR- MirTargetLink, hsa-miR- . . .
410-3p OPTN TargetScan 429 TARDBP | MirTargetLink, MirNet
VCP MirTggseiLink, TBK1 | MirTargetLink, MirNet
TargetScan
BCL2 MirWalk, TargetScan SOD1 MirTargetLink,
TargetScan
hsa-miR- MirTargetLink, hsa-miR- MirTargetLink,
432-5p OPTE TargetScan 513a-5p TARDEZ MirNet, TargetScan
TARDBP | MirWalk, TargetScan TBK1 MirTargetLink,
TargetScan
COORF72 MirTargetLink, SOD1 MirTargetLink,
TargetScan TargetScan
hsa-miR- OPTIN MirTargetLink, hsa-miR- | ARpDEP MirTargetLink,
545-3p TargetScan 552-3p TargetScan
MirTargetLink, MirTargetLink,
TARDBP TargetScan TBK1 MirWalk
MirTargetLink,
BCL2 MirNet, TargetScan BCL2 MirWalk, MirNet,
: — hsa-miR- TargetScan
hsa-miR- C90ORF72 MirTargetLink, 7-5p FUS MirNet, TargetScan
582-5p TargetScan
FUS MirNet, TargetScan VCP MirTargetLink, MirNet
SOD1 MirNet, TargetScan BCL2 MirNet, MirWalk
MirTargetLink, . .
BCL2 MirWalk, MirNet let-7b-5p C90ORF72 MirNet, MirWalk
hsa-miR- MirTargetLink, . .
9-5p OPTN MirNet, TargetScan FUS MirNet, MirWalk
TARDBP MirTargetLink,
TargetScan
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Tablo 4.4 miRNet ve TAM set analizleri

miRNA Fonksiyonu

miRNA’lar

P Degeri
(miRNet)

P Degeri
(TAM)

Yaslanma

hsa-let-7b-5p
hsa-miR-7-5p
hsa-miR-181b-5p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-200c-3p
hsa-miR-155-5p
hsa-let-7b-3p

0,111

5,98¢-10

No6ron Farklilagmasi

hsa-miR-182-5p
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-376c¢-3p

0,0617

3,89¢-6

Beyin Gelisimi

hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-155-5p

0,201

3,41e-6

Oksidatif Stres

hsa-miR-141-3p

0,462

0,1808

Noron Gelisimi

hsa-miR-141-3p

0,488

0,1808

Apoptoz

hsa-miR-7-5p
hsa-miR-182-5p
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-155-5p

0,623

1,95¢-5

miRNA Hastaliklar

Amyotrofik Lateral Skleroz

hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-9-5p

0,00733

1,48e-5

miRNA Doku

Beyin

hsa-let-7b-5p
hsa-miR-139-5p
hsa-miR-7-5p
hsa-miR-181b-5p
hsa-miR-212-3p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-186-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-361-5p
hsa-miR-330-3p
hsa-miR-429

1,27¢-8

4,89¢-4

*Koyu olarak yazilan degerler istatiksel olarak anlamlidir, p<0,05
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Tablo 4.5 In siliko yontemler ile bulunan miRNA’larin literatiir 6zeti

Grup

miRNA'lar Aciklama Ornek Genigligi Yayinlar
miR-103a- sALS hastalarinda anlaml sekilde down-  Periferal 56 sALS, 20 Liguori et al.,
3p regiile oldugu ortaya koyulmustur kan SK 2018
Astrogliosis ile iligkili olarak glia Smirnova et al.,
. e fee s . 2005; Pogue et
hiicrelerini diizenledigi bilmektedir
al., 2010
G93A ALS mutant farelerde mikroglia
hiicrelerinde up-regiile oldugu tespit .
edilmis ve ALS'deki néroinflamasyon Beyin G93A Mutant Parisi et al., 2013
A N dokusu Fare
mekanizmasinda rol oynadigini ortaya
koymuslardir
G93A ALS mutant fare beyinlerinde miR-
124 ve miR-9 ile ALS'de kortikobulbar yol Beyin G93A Mutant Marcuzzo et al.,
miR-125b dejenerasyonu ile iliskili oldugu dokusu Fare 2015
bulunmustur
Alzheimer mutant farelerde miR-9 ile
birlikte dolasimda down-regiile oldugu Beyin Alzheimer
ve muhtemel biyobelirte¢ olabilecegi dokusu Mutant Fare Hong et al., 2017
ortaya koyulmustur
G93A ALS mutant fare beyin dokularinda .
mikroglia aktivasyonunu ve ALS'de motor Beyin Ot Parisi et al., 2016
.. A ce. oo dokusu Fare
noéron 6liimiini diizenledigi bildirilmistir
ALS hastalarinda Alzheimer ve MS 15> 2 .
miR-139-5p hastalarina kiyasla down-regtile olarak Serum {AEENI0 Elcia et al.,
P bulunmustur Y & Alzheimer, 73 2018
3 MS, 30 SK
miR-9 ile oksidatif strese kars1 anlamli Hiicre PC12 hiicre Delavar et al.,
sekilde up-regiile oldugu bildirilmistir kiiltiird hatti 2018
. Oksidatif strese maruz kalan fibroblast Fibroblast Yumurtalik Mateescu et al
miR-141  hiicreleri miR-141 ekspresyonunu ) . kanser mutant ?
hiicreleri 2011
uyartyor fare
ROS ile indiiklenen miR-141, Alzheimer .. Alzheimer . .
hasta beyin dokularinda up-regtile Hiicre Beyin Kinoshita et al.,
4 p-reg Kiiltiirii eym - 2015
olmustur hiicreleri
G?BA AJ.JS mutant farelerde mlR—125bv Beyin G93A Mutant N
mikroglia hiicrelerinde up-regiile oldugu Parisi et al., 2013
Lo dokusu Fare
tespit edilmis
miR-155'in pre-semptomatik ve
semptomatik asamalarda potansiyel ALS Omurilik G93A Mutant Cunha et al.,
biyobelirteci olabilecegini ortaya Fare 2018
koymuslardir
MIRASS3P  azmada anlaml sekild il Sobus et al
azmada anlamli sekilde up-regiile obus et al.,
oldugu ortaya koyulmustur Plazma 12 sALS, 6 NK 2018
ALS mutasyonlu farelerde up-regiile
oldugu bulunmus ve inflamasyona sebep G93A Mutant Butovsky et al.,
olan miRNA'lardan biri oldugu Fare 2012

belirtilmistir
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Tablo 4.5 In siliko yontemler ile bulunan miRNA’larin literatiir 6zeti (devam)

miR-181'in ndronlarda yiiksek seviyede
bulundugunu ve Norofilament hafif zincir

miR-181 ile miRNA+protein kompleksi olusturarak ~ Plazma 215<2 ALS, 103 Magen et al., 2021
prognostik biyobelirtec olabilecegini ortaya
koymuslardir
. .. . D'erchia et al.,
miR-  ALS ve MS hastalarinda down-regiile Periferal 56 sALS, 20 . ;
182-5p oldugu bulunmustur kan SK 2017; Liguori et
d 5 ; al.,, 2018
SALS hastalarinda anlamli sekilde down- Periferal 56 sALS, 20 Liguori et al.,
miR regiile oldugu ortaya koyulmustur kan SK 2018
186-5
® Alzheimer hastalarinda down-regiile oldugu
Satoh et al., 2015
ortaya koyulmustur
. .. . Beyin-
miR- sAL"S hastalarinin BOS 6rneklerinde up- omurilik 32 s5ALS, 6 Waller et al., 2018
23b-3p regiile olarak bulunmustur NK, 10 SK
swvist (BOS)
Beyinde oldukca fazla bulunan miRNA g/gelzil—Sosa etal,
M}Jtant A.LS bezfm hucrelermde: I ' Beyin G93A Mutant Marcuzzo et al.,
miR-125 ile baglantili olarak noral
o < dokusu Fare 2015
aktiviteyi artirdig1 bulunmustur
Post-
Sagllkll kon:trollere kiyasla miR-9 down- mortem 12 sALS, 12 Emde et al., 2015
regiile oldugu ortaya koyulmustur motor SK
noron
SMA hastalarinda up-regiile olarak Serum 10 SMA, 7 SK Catapano et al.,
bulunmustur 2016
miR-9- miR-9 ve miR-125b down-regiile oldugu Alzheimer Hong et al., 2017
5p bulunmus Mutant Fare
SALS hastalarinin omurilik 6rneklerinde Campos-melo et
anlaml sekilde down-regiile oldugu ortaya = Omurilik SALS P
al., 2018
koyulmustur
.. Beyin-
sALS hastalarinda up-regiile olarak omurilik 32 sALS, 6 Waller et al., 2018
bulunmustur NK, 10 SK
swvist (BOS)
ALS hasta omurilik 6rneklerinde bu ve
bagka diger 2 miRNA down-regiile Omurilik 8 ALS, 5 SK Hawley et al.,

olmuslar. Ve miR-9 ve NEFL iligkisini ortaya
koymugslardir

2019
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Tablo 4.6 Hedeflenen miRNA’larin Kat degisim (Fold Change, FC) ve P degerleri

Saglikli Kontrollere Kiyasla Norolojik Kontrollere Kiyasla

miRNA'lar Nérolojik ALS ilach ALS ilacsiz ALS ilach ALS ilagsiz
Kontrol
Kat Kat Kat Kat Kat
Degisim P Degisim P Degisim P Degisim P Degisim P
Degeri Degert Degeri Degeri Degeri Deger Degeri Degert Degeri Degert

hs;-rsn;R- 1,33 0,220 | 1,82 0,073 2,01 0,050 1,37 0,188 1,52 0,114

hsamiR-| 0 | 5517 138 | 0160 | 177 |0023| 125 |o0218| 161
141-3p —— 202

U6
snRNA

* Koyu olarak yazilan degerler istatiksel olarak anlamlidir, p<0,05 ve FC > 1,50 .

1,00 - 1,00 - 1,00 - 1,00 - 1,00

hsa-miR-9-5p
hsa-miR-141-3p
Magnitude of gene expression
min avg max

FEEFEED
6095@00

[ hsa-miR-9-5p
hsa-miR-141-3p

Magnitude of gene expression

avg max

Sekil 4.4 Hasta grubundan elde edilen verilerin kontroller ile kiyaslanmast ile
olusan Clustergram. A) ilach ve ilacsiz ALS hastalarindan elde edilen verilerin
saglikli kontrollerden elde edilen veriler ile kiyaslandiginda ortaya cikan
clustergram. B) Ilacl ve ilagsiz ALS hastalarindan elde edilen verilerin nérolojik

kontrollerden elde edilen veriler ile kiyaslandiginda ortaya ¢ikan clustergram.
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4.2 Oneriler

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), norodejeneratif bir hastaliktir. Motor néronlarin
dejenerasyonu ve iskelet kaslarinin atrofisi ile karakterize ilerleyici, 6liimciil bir
hastaliktir. Insidans: yilda 2,1/100.000 ve prevalansi yilda 5,4/100.000'dir.
Genellikle fokal olarak baslar ve solunum sistemi felci nedeniyle 6liimciildiir.
MiRNA'larin bircok hastaligin tanisini kisaltmak ve kolaylastirmak icin biyobelirtec
olarak kullanilmasina iliskin arastirmalarin yapildigi bilinmektedir. Biyobelirte¢
calismalar1 ALS teshisi icin ¢cok 6nemlidir ve teshis icin gereken siireyi kisaltir. ALS
hastaliginin ortalama tani siiresi 12 aydir. Bu durumla ilgili olarak ALS
calismalarinda biyobelirte¢ arastirmalarina oOncelik verilmektedir (Joilin vd.,
2020; Takahashi vd., 2015; Toivonen vd., 2014). Biz bu calismada in siliko ve in
vitro yontemler ile ALS patolojisinde yer alan mitokondriyal fonksiyon bozuklugu
ile ilgili genleri hedef alan miRNA’larin potansiyel biyobelirte¢ olmalarini
arastirdik. Literatiirden ALS ve mitokondriyal disfonksiyon ile ilgili dokuz hedef
gen belirlendi. Tanimlanan genler i¢in dort farkli veri tabanindan elde edilen ortak
miRNA'lar ortaya cikarmak icin bir Venn diyagrami kullanildi (Sekil 4.3). Bunun
sonucunda 28 miRNA listelendi. Belirlenen genler ile Enrichr, g:Profiler ve
CROssBAR araclan ile yolak analizleri yapildi. 28 miRNA set analizlerine tabi
tutuldu ve elde edilen yolak analizlerinin de yardimiyla hastalik patogenezi ile
ilgili olarak 2 miRNA ¢n plana cikti. One cikan hsa-miR-9-5p ve hsa-miR-141-3p
miRNA’larina, ALS hastalarindan elde edilen kan oOrneklerinde RT-qPCR ile
ekspresyon seviyelerine bakildi. Sonu¢ olarak, miR-141 ilac tedavisi gormemis,
yeni tani almig ALS hastalarinda istatiksel olarak anlaml sekilde up-regiile oldugu,
ekspresyon seviyesinin kontrollere gore hastalarda fazla oldugu ortaya
koyulmustur (FC=1,77, p<0,05; FC=1,61, p<0,05, Tablo 4.6). Tablo 4.6'da
verilen verilere baktigimizda norolojik kontrol grubunun saglikli kontrol grubu ile
kiyasladigimizda miR-9 icin FC=1,33, miR-141 icin FC=1,10. Istatiksel olarak
anlamli oldugunu soyleyemeyiz hem kat degisim degerleri acisindan hem de p
degerleri acisindan. ALS grubu degerlerine baktigimizda ise, saglikli kontroller ile
kiyaslandiginda ilac tedavisi gormekte olan ALS grubunun kat degisim degerleri

ila¢ tedavisi gormemis ALS grubu hastalarina gore daha diisiik ve p degerleri ise
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daha yiiksek yani anlamli degil yorumunu her iki miRNA icin de yapabiliriz. ilac
tedavisi gormemis grup ise kat degisim degeri daha yiiksek ve p degerleri diger
gruba gore daha anlamli (Tablo 4.6). Norolojik kontrolleri baz aldigimizda ise
miR-141 ilacsiz grupta yine anlamh sekilde up-regiile oldugunu gorebiliyoruz.
Norolojik kontrollere gore kiyasladigimizda veriler saglikli kontroller ile
kiyasladigimizdaki benzerlikleri ortaya koyuyor (Tablo 4.6).

Literatiirde bulunan ¢ ayr1 calisma miR-141’in oksidatif stres ve ROS ile
indiiklendigini ve bu indiiklenme ile up-regiile oldugunu ortaya koyuyorlar
(Delavar vd., 2018; Mateescu vd., 2011; Kinoshita vd., 2015). Elde ettigimiz
verileri literatiirdeki diger calismalar ile kiyasladigimizda birbirlerini
destekledikleri anlasilmaktadir. miR-141 literatirde daha o6nce ALS hasta
gruplarinda higbir 6rnekte bakilmamis ve arastirilmamaistir. Bu sebeple bu calisma
ilk olma niteligi tasimaktadir. miR-9, yapilan iki ayr1 calismada omurilik
orneklerinde down-regiile olmustur (Campos-melo vd., 2018; Hawley vd., 2019).
Yapilan bir diger calismada ise hasta BOS orneklerinde up-regiile oldugu ortaya
koyulmustur (Waller vd., 2018). miR-9 icin farkli dokularda farkli ekspresyon
seviyelerini gormekteyiz. Literatiirde ALS hastalarinda miR-9 i¢in kan 6rneginde
veya dolasimda daha once bakilmamistir. Bu sebeple yaptigimiz calisma
literatiirde yapilan ilk calismadir. Bu calisma paralelinde, genisletilmis kohortlar
halinde calismanin ilerletilmesi ve sonuclarin karsilastirilmasi agisindan 6nem
tasimaktadir. Dikkat edilmesi gereken bir diger nokta ise burada miRNA
izolasyonu PBMC oOrneklerinden elde edilmistir. Calisma bu yoniiyle de
literatiirdeki diger calismalardan ayrilmaktadir. Genel bilgiler kisminda da
bahsettigimiz gibi PBMC serum ve plazmadan oldukca farkli ve daha yogun
miRNA icerir. Monleau ve arkadaslarinin yaptigi calismada PBMC ve serum
karsilastirmasinda PBMC orneklerinde daha fazla miRNA oldugu tespit edilmistir
(Monleau vd., 2014). Yapilan bir diger calismada ise PBMC ve plazma
karsilastirilmasinda bazi miRNA’lar ¢ok az veya hic plazmada eksprese olmazken
PBMC'de daha fazla bulunduklar ortaya koyulmustur. Genel olarak, literatiire
dayanarak ALS'de mitokondriyal disfonksiyona dahil olan genlerin oldugunu
gosterdik. Burada, belirlenen genleri hedefleyen miR-9 ve miR-141’in ALS

tizerindeki tahmini etkilerini in siliko yontemlerle gosterdik. Biyobelirtecler olarak

46



klinik kullanim icin tanimlanmis miRNA'lar1 ve bunlarin hedef genlerini
arastirmak ve dogrulamak icin hastalardan elde edilen kan orneklerinde bu

miR’lerin ekspresyon seviyelerine baktik ve elde ettigimiz degerleri ortaya koyduk.
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Proje Bashgi: “Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) hastalarinda mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu ile ilgili genleri hedef alan miRNA’larin in siliko ve in vitro
yontemlerle arastirilmasi”

Misafir Lisansiistii Arastirma Asistani
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fenotipik 6zellikleri”
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