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ÖZET 

 

Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) Hastalarında 

Mitokondriyal Fonksiyon Bozukluğu ile ilgili Genleri 

Hedef Alan miRNA’ların İn siliko ve İn vitro Yöntemlerle 

Araştırılması  

Gülçin BAYKAL 

 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Şenay VURAL KORKUT 

 

Amyotrofik Lateral Skleroz, motor nöronların dejenerasyonu ve iskelet kaslarının 

atrofisi ile karakterize ilerleyici, ölümcül bir hastalıktır. İnsidansı yılda 

2,1/100.000 ve prevalansı yılda 5,4/100.000'dir. Genellikle fokal olarak başlar ve 

solunum sistemi felci nedeniyle ölümcüldür. Güncel olarak 100'den fazla gende 

ALS'ye neden olan mutasyonlar tanımlanmıştır. Bunlar, hastalık patofizyolojisinin 

farklı mekanizmalarına etki eder. MikroRNA'lar olarak bilinen kodlama 

yapmayan, tek sarmallı RNA molekülleri, transkripsiyondan sonra mRNA 

bozulması yoluyla gen ekspresyonunu düzenlerler. miRNA'lar, Amyotrofik Lateral 

Skleroz gibi nörodejeneratif hastalıklar için biyobelirteç olarak kullanılabilir. 

Nöronal hücreler mitokondriye oldukça bağımlıdır ve mitokondriyal disfonksiyon 

nörodejeneratif hastalıklarla bağlantılıdır. Literatür taramasıyla, 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 araçlarını kullanılarak yapılan yolak zenginleştirme 

analizlerinde, tanımlanan genlerin ALS, mitokondriyal işlev bozukluğu ve nöron 

farklılaşması ile önemli bağlantılara sahip olduğu doğrulandı. In siliko miRNA 

tahminleri miRWalk, miRTargetLink, TargetScan ve miRNet veri tabanları 
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kullanılarak yapıldı. Ortak miRNA'ları seçmek için bir Venn diyagramı aracı 

kullanıldı ve 28 miRNA keşfedildi. Belirlenen 28 miRNA miRNet ve TAM araçları 

kullanılarak fonksiyonel ve zenginleştirme analizleri için set analizine tabi tutuldu. 

Her iki veri tabanında, iki ortak miRNA'nın, hsa-miR-9-5p ve hsa-miR-141-3p'nin 

ALS ile bağlantılı olduğu bulundu. İn vitro kısmın da ise, ALS hastalığının teşhis, 

izlem ve tedavisinde biyobelirteç olarak kullanılma potansiyeline sahip miRNA'ları 

belirlemek için in siliko analizinden elde edilen verilerimizin biyolojik örnekler 

üzerinde doğrulanmasıdır. Bu çalışmada yeni tanı almış, herhangi bir ilaç 

kullanmaya başlamamış ve ilaç tedavisi gören ALS hastalarından kan örnekleri 

alınmıştır. Herhangi bir nörolojik hastalığı olmayan sağlıklı bireylerden ve ALS 

dışında nörolojik hastalığa sahip nörolojik kontrollerden kan örnekleri elde 

edilmiştir. Tüm örneklerden periferik kan mononükleer hücreleri ve bunlardan 

miRNA izolasyonu yapılmıştır. hsa-miR-9-5p ve hsa-miR-141-3p'nin ekspresyon 

seviyeleri, gerçek zamanlı qPZR kullanılarak incelenmiştir.  

Anahtar Kelimeler: ALS, miRNA, mitokondri, in siliko, in vitro 
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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  
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1 
GİRİŞ 

 

1.1 Literatür Özeti  

Merkezi sinir sisteminin işlevinin ve yapısının ilerleyici dejenerasyonu ile 

karakterize edilen, ilgili nöronal sistemlerin seçici kaybı ile karakterize edilen 

nörodejeneratif hastalıklar (NDH) heterojen hastalık grubudur. 

Nörodejenerasyon, sinir hücrelerinin ilerleyici ölümü ve beyin dokusu kaybı için 

kullanılan genelleyici bir şemsiye terimdir. Nörodejeneratif hastalıkların 

patogenezi, yaş, kalıtım ve çevre gibi birçok etki söz konusudur (Barnham vd., 

2004; Golpich vd., 2017; X. Li vd., 2021; M. T. Lin & Beal, 2006). Amyotrofik 

lateral skleroz (ALS), nörodejeneratif bir hastalıktır. Üst (korteksten beyin sapına 

ve omuriliğe uzanan nöronlar) ve alt (beyin sapından ya da omurilikten kaslara 

uzanan nöronlar) motor nöronlarda dejenerasyona ve kayıplara sebep olur 

(Brown & Al-Chalabi, 2017; Hardiman vd., 2017). Bu kayıplar nöronların aşırı 

apoptotik ölümü nedeniyle gelişir (Štetkárová & Ehler, 2021). Hastalık belirli bir 

bölgede başlar ve daha sonra tüm vücuda yayılır     (Brown & Al-Chalabi, 2017; 

Hardiman vd., 2017; van Es vd., 2017). ALS kalıtsallık açısından ailesel (fALS) ve 

sporadik (sALS) olarak 2 grupta incelenir (Hardiman vd., 2017; van Es vd., 2017). 

Birçok ülkede yapılan epidemiyoloji çalışmalarına göre; ALS hastalığı insidans 

değeri her 100.000 kişi için 0,6-3,8 arasında yeni vaka, prevalans değerleri ise her 

100.000 kişide 4,1-8,4 arasında toplam vaka görüldüğü ortaya koyulmuştur 

(Benjaminsen vd., 2018; Jun vd., 2019; Leighton vd., 2019; Longinetti vd., 2018; 

Palese vd., 2019; Rose vd., 2019; S. Zhou vd., 2018). Türkiye’de yapılan ALS 

epidemiyoloji çalışmalarında insidans değerleri her 100.000 kişide 1,2-1,9 yeni 

vaka, prevalans değerleri ise her 100.000 kişide 3,7-7,3 toplam vaka 

kaydedilmiştir (Turgut vd., 2019; Uysal vd., 2021). ALS’nin insidansı ve prevalansı 

da artan yaş ile paralel olarak artmaktadır (Brown & Al-Chalabi, 2017). Motor 

korteks ve omurilikteki motor nöronların ölümü ALS patogenezinin temelini 

oluşturur (Brown & Al-Chalabi, 2017; van Es vd., 2017). Hastalığın isminde 

karşımıza çıkan amyotrofi; motor nöronların ölmesine bağlı olarak omurilikte 
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bulunan ventral köklerin zayıflaması ve kasların sinirsizleşmesi (denervation) ile 

oluşan atrofiyi tanımlar. Karşımıza çıkan bir diğer kavram ise sklerozdur; bu 

kortikospinal aksonların dejenere olmasına bağlı olarak omurilikte lateral olarak 

meydana gelen incelme ve sertleşmeyi tanımlar (Brown & Al-Chalabi, 2017; 

Hardiman vd., 2017). Nöronlar, yüksek enerji ve oksijen ihtiyaçları, aksonal 

taşıma ve nörotransmisyona dahil olması nedeniyle, çok sayıda mitokondri 

bulunduran ve dolayısıyla oksidatif hasar riski daha yüksek olan hücrelerdir 

(Bordoni & Gabbianelli, 2020; Gómez-Suaga vd., 2019; Hirabayashi vd., 2017; 

Lezi & Swerdlow, 2012; Markovinovic vd., 2022). Bu nedenle oksidatif hasardan 

kolayca etkilenebilirler. Nöronlarda sinir iletimi ATP bağımlıdır. Dolayısıyla 

mitokondriler daha çok iletimin olduğu yerlere yerleşmişlerdir. Mitokondride 

meydana gelen fonksiyon bozukluğu kanser, kardiyovasküler hastalıklar, diyabet 

ve nörodejeneratif hastalıklar gibi birçok patolojik durum ile ilişkilidir ve farklı 

nörodejeneratif hastalıkların oluşum mekanizması için önemlidir (Morgan & 

Orrell, 2016; Peoples vd., 2019; Wallace, 2012). Bu fonksiyon bozuklukları sadece 

mitokondriyal enerji mekanizmasını bozmakla kalmayıp aynı zamanda mitofaji, 

endoplazmik retikulum (ER) stresi, kalsiyum sinyalleşmesi gibi birçok noktada 

sıkıntıya sebep olmaktadır (Jaiswal, 2017; Morgan & Orrell, 2016; Tadic vd., 

2014). miRNA olarak adlandırılan bu küçük RNA’lar hücresel farklılaşma 

(Naguibneva vd., 2006), gelişim (Hornstein vd., 2005), immün tepkisi (Xiao vd., 

2007) gibi birçok biyolojik süreçte görev alırlar. miRNA’ların etkilerine 

bakıldığında 1000’den fazla molekülün birincil, ikincil ve üçüncül yapılarıyla 

etkileşime girerek birçok biyokimyasal yolağın düzenlenmesinde görev aldığı 

bilinmektedir. Memeli transkriptinin %60’ından fazlası miRNA’ların kontrolü 

altındadır. Bu sebeple, günümüzde birçok hastalığın tanısında, prognozunda ve 

tedavisinde miRNA’ların biyobelirteç olarak kullanımıyla ilgili çalışmalar 

yapılmaktadır (Friedman vd., 2009; Güzelgül & Aksoy, 2015). 

 

1.2 Tezin Amacı 

Bu çalışmanın amacı, ALS hastalığının tanı koyma süresini kısaltmak ve bu süreci 

kolaylaştırmaktır. İlk olarak biyoenformatik araçlar ile belirlenen bazı miRNA’ların 

biyobelirteç olarak kullanılabilirliğini anlamlı şekilde ortaya koymak. Daha 
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sonrasında ise ıslak laboratuvar çalışmaları ile bu verilerin hasta ve kontrollerden 

elde edilen kan örnekleri ile doğrulamasını yapmaktır. 

Belirlenen bu amaç doğrultusunda; biyoenformatik tabanlı araştırmalar ile belirli 

sayıda miRNA tahmini elde etmek, ALS tanısı koyulmuş hastalardan, sağlıklı 

kontrol bireyleri ve nörolojik kontrol bireylerinden verileri karşılaştırmak için kan 

örnekleri elde etmek ve kan örneklerinden izole edilen toplam RNA’lardan, 

oluşturulan cDNA ile miRNA’ların ayrılması ve RT-qPCR ile miRNA 

validasyonlarının sağlamaktır. Çalışmaya başlanırken sağlıklı kontroller ile 

nörolojik kontrollerden elde ettiğimiz ekspresyon değerlerinin ALS hastalarından 

elde ettiğimiz değerler ile karşılaştırılması, istatiksel analizler sağlanması ve 

anlamlı sonuçlar ortaya konulması hedeflenmiştir. 

 
1.3 Hipotez  

ALS hastalığı patogenezinde etkili olan genleri hedef alan belirli miRNA’lar tanı 

koyma sürecinde potansiyel biyobelirteç olarak kullanılabilir mi sorusu üzerinden 

çalışma hipotezini geliştirdik. 

Mitokondriyal fonksiyon bozukluğuna etki eden genetik mekanizmanın gen 

düzeyinde, biyoenformatik araçlar ile araştırılması ve tüm bu gen ürünlerini 

hedefleyen, belirli miRNA’ların da birlikte araştırıldığı ve bir çalışmada toplandığı 

başka benzer bir çalışma literatürde yer almamaktadır. Tüm bu genleri ve onları 

hedefleyen belirli miRNA’ların araştırıldığı bu çalışma literatürde yapılan diğer 

çalışmalardan ayrışmaktadır. ALS patogenezinde bulunan mitokondriyal 

fonksiyon bozukluğu önemli olmasına rağmen dahil olduğu genetik mekanizma 

ve onu hedef alan miRNA’lar bütüncül anlamda ortaya koyulmamıştır. Bu çalışma 

ile söz konusu gen ve bu genleri hedefleyen belirli miRNA’lardan elde edilen 

verilerin literatürdeki boşluğun bir kısmını doldurması beklenmektedir.  

Söz konusu araştırılması yapılan miRNA’ların nöronal süreçlerde hangi rolleri 

üstlendiklerini yapılan çalışmalar ile özetlenmiştir. Bu miRNA’ların yaşanan 

nörodejenerasyonda ekspresyon seviyelerinde anlamlı farklılık göstermeleri 

beklenmektedir. Ortaya koyulan anlamlı sonuçlar neticesinde hastalığın tanı 

sürecini kısaltacak miRNA’ların belirlenmesi hedeflenmektedir. 
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2 
GENEL BİLGİLER 

 
2.1 Amyotrofik Lateral Skleroz’da Genel Görünüm 
Alzheimer, Parkinson ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi hastalıklar 

nörodejeneratif hastalıklar (NDH) olarak isimlendirilir. Merkezi sinir sisteminin 

işlevinin ve yapısının ilerleyici dejenerasyonu ile karakterize edilen, ilgili nöronal 

sistemlerin seçici kaybı ile karakterize edilen heterojen hastalık grubudur. Farklı 

seviyelerde hafıza, muhakeme, duyusal ve motor yeteneklerde bozulma ile 

seyreden kronik ilerleyici hastalıklardır. Nörodejenerasyon, sinir hücrelerinin 

ilerleyici ölümü ve beyin dokusu kaybı için kullanılan genelleyici bir şemsiye 

terimdir. Nörodejeneratif hastalıkların patogenezi, yaş, kalıtım ve çevre gibi birçok 

etki söz konusudur (Barnham vd., 2004; Golpich vd., 2017; X. Li vd., 2021; M. T. 

Lin & Beal, 2006).  

 

Şekil 2.1 ALS motor korteksten beyin sapı ve omurilikteki sinapslara uzanan 

kortikospinal motor nöronları (üst motor nöronlar) ve iskelet kaslarına uzanan 

bulbar veya spinal motor nöronları (alt motor nöronlar) etkiler (Taylor vd., 

2016) 
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Amyotrofik lateral skleroz (ALS), nörodejeneratif bir hastalıktır. Üst (korteksten 

beyin sapına ve omuriliğe uzanan nöronlar) ve alt (beyin sapından ya da 

omurilikten kaslara uzanan nöronlar) motor nöronlarda dejenerasyona ve 

kayıplara sebep olur (Brown & Al-Chalabi, 2017; Hardiman vd., 2017). Bu 

kayıplar nöronların aşırı apoptotik ölümü nedeniyle gelişir (Štetkárová & Ehler, 

2021). Hastalık belirli bir bölgede başlar ve daha sonra tüm vücuda yayılır (Brown 

& Al-Chalabi, 2017; Hardiman vd., 2017; van Es vd., 2017). ALS kalıtsallık 

açısından ailesel (fALS) ve sporadik (sALS) olarak 2 grupta incelenir (Hardiman 

vd., 2017; van Es vd., 2017). Merkezi sinir sisteminin kortikal, beyin sapı ve 

omurilik motor nöronlarını etkiler ve motor nöron hastalıkları içerisinde yer alır 

(Aktekin & Uysal, 2020; Štetkárová & Ehler, 2021). Hastaların yaklaşık %50’sinde 

bilişsel veya davranışsal problemler görülür ve yaklaşık %13’ünde ise 

Frontotemporal Demans (FTD) ile ilişkili olduğu belirtilmektedir (Hardiman vd., 

2017; van Es vd., 2017). Genellikle orta veya geç yaşta ortaya çıkan bu hastalık, 

ilerleyici bir kas atrofisi (küçülme, körelme) ile kendini gösterir. Ani kas 

seğirmeleriyle başlar ve nöronlar hedefteki kaslar ile sinaptik bağlantılarını 

kaybederler ve bu da atrofiye neden olur (Brown & Al-Chalabi, 2017; Mejzini vd., 

2019). ALS birçok sistemi etkilediği için çoklu sistem hastalığıdır. Klinik, genetik 

ve nöropatolojik düzeylerde heterojenlik gösterir (Štetkárová & Ehler, 2021; van 

Es vd., 2017). Güncel tedavi yöntemlerine baktığımızda Riluzole ve Edaravone 

onay almış ilaçlardır. Bunlara ek olarak Nuedexta psödobulbar etkiyi tedavi etmek 

için Amerika Birleşik Devletleri’nde (ABD) kullanılır (Brown & Al-Chalabi, 2017; 

Mejzini vd., 2019; van Es vd., 2017).  

 
2.1.1 Epidemiyoloji  

Birçok ülkede yapılan epidemiyoloji çalışmalarına göre; ALS hastalığı insidans 

değeri her 100.000 kişi için 0,6-3,8 arasında yeni vaka, prevalans değerleri ise her 

100.000 kişide 4,1-8,4 arasında toplam vaka görüldüğü ortaya koyulmuştur 

(Benjaminsen vd., 2018; Jun vd., 2019; Leighton vd., 2019; Longinetti vd., 2018; 

Palese vd., 2019; Rose vd., 2019; S. Zhou vd., 2018). Türkiye’de yapılan ALS 

epidemiyoloji çalışmalarında insidans değerleri her 100.000 kişide 1,2-1,9 yeni 

vaka, prevalans değerleri ise her 100.000 kişide 3,7-7,3 toplam vaka 
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kaydedilmiştir (Turgut vd., 2019; Uysal vd., 2021). ALS’nin insidansı ve prevalansı 

da artan yaş ile paralel olarak artmaktadır (Brown & Al-Chalabi, 2017).  

2.1.2 Genetik Nedenler 

Motor korteks ve omurilikteki motor nöronların ölümü ALS patogenezinin 

temelini oluşturur (Brown & Al-Chalabi, 2017; van Es vd., 2017). Hastalığın 

isminde karşımıza çıkan amyotrofi; motor nöronların ölmesine bağlı olarak 

omurilikte bulunan ventral köklerin zayıflaması ve kasların sinirsizleşmesi ile 

oluşan atrofiyi tanımlar. Karşımıza çıkan bir diğer kavram ise sklerozdur; bu 

kortikospinal aksonların dejenere olmasına bağlı olarak omurilikte lateral olarak 

meydana gelen incelme ve sertleşmeyi tanımlar (Brown & Al-Chalabi, 2017; 

Hardiman vd., 2017). Mitokondriyal fonksiyon bozuklukları, aksonal transport, 

toksik protein yığılması, glutamat eksitotoksisitesi, bozulan protein degredasyonu, 

protein homeostazı, oksidatif stres, inflamasyon, RNA metabolizma hasarları gibi 

birçok hücresel ve moleküler süreç ALS patofizyolosine dahil olmuştur (Hardiman 

vd., 2017; van Es vd., 2017). 

 
Şekil 2.2 ALS mekanizması (Turner vd., 2013) 
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Şekil 2.3 1993 – 2016 yılları arasındaki ALS genetik manzarası (Chia vd., 2018) 

 
1969 yılında ilk olarak tanımlanan SOD1 (süperoksit dismutaz 1) proteini, 1993 

yılında ALS patogenezinde rol aldığı ortaya koyulmuştur. SOD1 gen mutasyonu, 

ALS’de tanımlanan ilk mutasyondur (McCord & Fridovich, 1969; Rosen vd., 

1993). Bu gen bölgesinde 200’den fazla mutasyon olduğu ve fALS vakalarının 

yaklaşık %20’sinin bu gende gerçekleşen mutasyonlara dayandığı bildirilmiştir  

(Shaw vd., 1998; ALS online database. “SOD1 Gen Özeti”. 

https://alsod.ac.uk/output/gene.php/SOD1#variants). Kong ve Xu’nun 1998 

yılında, G93A mutant SOD1 eksprese eden transgenik fareler ile yaptıkları 

çalışmada, motor nöronlarda bulunan mitokondri hasarının mutant SOD1 

toksisitesine aracılık ettiği, oluşan bu hasarların motor nöron fonksiyonlarını 

azalttığı ve ALS’nin klinik başlangıcını tetiklediği ortaya koyulmuştur (Kong & Xu, 

1998). Fakat SOD1 proteinin hücredeki net lokalizasyonu bilinmediğinden dolayı 

mitokondri ile ilişkisi de tam olarak anlaşılamamıştır. Bu sebeple, 2002’de yapılan 

çalışmada, G93A SOD1 transgenik fare modelinde hücre içerisindeki mutant 
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SOD1 lokalizasyonu tayin edilmiştir. Omurilik motor nöron mitokondrilerinde ve 

sitozolde yabanıl tip (WT) ve mutant SOD1 konsantrasyonlarının yakın olduğu 

tespit edilmiştir. Sonuç olarak, SOD1’in sadece sitozolik bir enzim olmadığı ve 

mitokondri içerisinde de lokalize olduğu gösterilmiştir (Higgins vd., 2002). 

Yapılan daha sonraki çalışmalar ile mutant SOD1’in mitokondri dış zarında ve 

zarlar arası boşlukta bulunduğu ortaya koyulmuştur (J. Liu vd., 2004; Sturtz vd., 

2001). SOD1’in zarlar arası boşluk ve dış zara ek olarak mitokondri matriksinde 

de lokalize olduğu ortaya koyulmuştur. Transgenik fareler ile yapılan çalışmada, 

mutant ve yabanıl tip SOD1’lerin transgenik farelerin beyin hücrelerindeki 

mitokondrilerde biriktiği bildirilmiştir. Mutant SOD1’in beyin mitokondrilerinde 

yanlış katlandığını ve nöronal dejenerasyona sebep olabilecek çökelti oluşumuna 

eğilimli olduğu belirtilmiştir (Vijayvergiya vd., 2005). Mutant SOD1 mitokondride 

sadece çökelti oluşturmakla kalmayıp, morfolojisini de etkiler. 2011’de yapılan 

çalışmada, yanlış katlanmış SOD1 motor nöron aksonlarında bulunan 

mitokondrilerin morfolojisini ve dağılımını etkilediği, mitokondriyal homeostazı 

bozduğu ortaya koyulmuştur. Nöron gövdesindeki mitokondrilerin daha kısa ve 

küresel şekil aldığı, silindirik şeklini kaybettiği belirtilmiştir (vande Velde vd., 

2011). Yabanıl tip SOD1 ve Bcl-2 anti apoptotik proteinlerdir. Mutant SOD1 ise 

apoptozu teşvik eder. Pasinelli ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, omurilik 

nöronlarındaki mitokondrilerde mutant SOD1’in anti apoptotik protein olan Bcl-

2’ye bağlandığı ve çökelti oluşturdukları bildirilmiştir. Böylece, mutant SOD1 ve 

apoptotik yolak arasındaki bağlantı ortaya koyulmuştur (Pasinelli vd., 2004). Tüm 

bunları düşündüğümüzde mutant SOD1’in mitokondride çökelti oluşturması, 

birikmesi, mitokondrinin şeklini ve dağılımını etkilemesi mitokondride meydana 

gelen işlemlerin gerçekleşmesine engel olacaktır. Buna bağlı olarak mitokondri 

fonksiyon bozukluğu ve ALS tetiklenmesi yaşanacaktır. Bu kanıtlar dahilinde 

SOD1’in mitokondri fonksiyon bozukluğu ile bağlantılı olarak ALS hastalığı ve 

motor nöron dejenerasyonunda önemli rol aldığı anlaşılmaktadır.  

 

TAR DNA-bağlanma protein 43 (TDP-43) proteini TARDBP geni tarafından 

kodlanır ve DNA/RNA bağlanma proteinidir. TARDBP geni, altı ekzon bölgesinden 
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oluşur ve 1. kromozomda yer alır (Kabashi vd., 2008). 2016 yılında yapılan 

çalışmada, ALS ve FTD hastalarının omurilik nöronlarındaki mitokondrilerde 

çökelmiş TDP-43 proteini tespit edilmiştir. ALS ile ilişkili G298S ve A382T 

mutasyonları TDP-43’ün mitokondrideki lokalizasyonunu arttırdığı belirtilmiştir. 

Yabanıl tip ve mutant TDP-43’ün ETS’de bulunan Kompleks I alt ünitelerinden 

ND3 ve ND6 mRNA’larını baskıladığı ve Kompleks I bozukluğuna neden olduğu 

bildirilmiştir. 

 

Şekil 2.4 Sarı işaretli düğümler, ALS'de mitokondriyal işlev bozukluğu ile ilgili 

genleri temsil eder. KEGG Amyotrofik Lateral Skleroz Yolağı, Map05014 

 



 10 

TDP-43’ün mitokondrideki lokalizasyonu baskılandığında, yabanıl tip ve mutant 

TDP-43 mitokondride lokalize olmadığı ve mitokondride fonksiyon bozukluğunun 

da gerçekleşmediği ortaya koyulmuştur. Bu çalışma ile ALS’de gerçekleşen TDP-

43 toksisitesi doğrudan mitokondri ile ilişkilendirilir (W. Wang vd., 2016). Bir 

diğer çalışmada ise mitokondride lokalize olan mutant TDP-43’ün yanı sıra 

sitozolde lokalize olan mutant TDP-43’ün de nöronlarda toksisiteye bağlı olarak 

ALS’ye sebep olabildiği ortaya koyulmuştur (Barmada vd., 2010). ALS’de oksidatif 

stres ve TDP-43 çökelmesinin araştırıldığı bu çalışmada, mitokondriyal 

dengesizliğin sebep olduğu oksidatif stresin TDP-43 çökelmesini indüklediği 

ortaya koyulmuştur. İnsan ve fare nöronal hücrelerinden elde edilen hücre 

hatlarında TDP-43 çökelmesinin, nöronal hücreleri oksidatif strese karşı 

hassaslaştırdığı raporlanmıştır. Nükleer genomda kodlanan mitokondriyal 

proteinlerin bir kısmı ile bazı miRNA’ların düzenlenmesinde çökelmiş TDP-43’ün 

rol aldığı bildirilmiş. Bu durum mitokondriyal dengesizliğe neden olduğu ve 

oksidatif stresi arttırdığı belirtilmiştir (Zuo vd., 2021). 

 
C9ORF72 geninde meydana gelen GGGGCC (G4C2) tekrar genişlemesi ALS’de 

meydana gelen yaygın genetik sebeplerdendir. Bu gen 9. kromozomda yer alır 

(DeJesus-Hernandez vd., 2011; Renton vd., 2011). AUG başlama kodonuna 

ihtiyaç duymadan RAN translasyonu gerçekleşir ve sonuç olarak çeşitli ürünler 

sentezlenir. Bu ürünlerden olan DPR (Dipeptid Repeat Protein-Tekrar Dipeptid 

Proteini) proteinleri oluşur. Oluşan bu proteinlerinden biri de glisin-arjinindir 

(GR). Poli-GR proteinleri toksik özellik gösterir (Wen vd., 2017; D. Yang vd., 

2015). ALS ile ilişkili C9ORF72 mutasyonlu hücre hatlarında yapılan çalışmada, 

(GR)80’nin mitokondriyal ribozomal proteinlere bağlandığı ve mitokondriyal 

fonksiyon bozukluğuna neden olduğu bildirilmiştir. C9ORF72 mutasyonlu 

nöronlardaki poli (GR) proteinleri kısmen oksidatif stresi arttırarak DNA hasarına 

neden olur. Analizler neticesinde mitokondri membran potansiyelinin de 

kontrollere oranla yüksek çıktığı bildirilmiştir (Lopez-Gonzalez vd., 2016). 

C9ORF72 heksanükletotid genişlemesi taşıyan ALS hastalarından elde edilen 

hücre hattında, antiapoptotik protein olan Bcl-2 seviyesinde ve mitokondriyal 

membran potansiyelinde azalma ortaya koyulmuştur. Ayrıca mitokondrilerin 

morfolojik olarak değişime uğradığı ve krista yapısında anormallikler olduğu 
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bildirilmiştir (Dafinca vd., 2016). Yine aynı grubun yaptığı bir diğer çalışmada, 

ALS/FTD hastalarından elde edilen hücre kültüründe C9orf72 ve TARDBP 

mutasyonlarının mitokondriyal kalsiyum alımında yaşanan sıkıntı ile ilişkili 

olduğunu ortaya koymuşlardır. Yani, mitokondriyal fonksiyon bozukluğu ile 

C9orf72 ve TARDBP mutasyonlarının ilişkisini hücre kültürü ortamında ortaya 

koymuşlardır (Dafinca vd., 2020). 

 
FUS geni DNA-RNA bağlanma proteinidir. Genellikle çekirdekte lokalizedir. 

Mutant FUS sitozolde birikir ve toksik hale gelir, mitokondriyal şaperon proteinleri 

ile etkileşime girer ve mitokondri parçalanmasını indükler, serbest oksijen 

türlerinin (ROS) üretimini arttırır (le Gall vd., 2020). R521C ve P525L transgenik 

farelerin beyin ve omurilik dokularında yapılan çalışmada, NMJ'de gerçekleşen 

erken, yapısal ve fonksiyonel anormallikler motor nöron dejenerasyonunu ortaya 

koyuyor. P525L FUS NMJ’de değişikliklere sebep oluyor ve mitokondri sayısı 

yabanıl tipe göre önemli miktarda azalıyor. Kalan mitokondriler ise, genişlemiş, 

kofullaşmış ve yanlış düzenlenmiş krista ve zar yapısına sahip oluyorlar. NMJ’de 

gerçekleşen bu anormal mitokondriler kasların sinirsizleşmesi ve uyarılamaması 

ile ilişkilidir. Endojen FUS’un mutant FUS tarafından indüklenen ALS fenotipinin 

başlangıcına katkıda bulunmadığı da ortaya koyulmuştur (Sharma vd., 2016). 

 
Optineurin (OPTN) proteini ve onu kodlayan OPTN geni ALS patolojisi ile 

ilişkilidir (Bury vd., 2016; Maruyama vd., 2010; Osawa vd., 2011; Wong & 

Holzbaur, 2014). OPTN, Parkin-aracılı mitofajide otofaji reseptörü olarak görev 

alır. Hasar görmüş mitokondrinin ortadan kaldırılmasında, OPTN mitokondri dış 

yüzeyinde toplanır ve otofagozomu indükler. OPTN’nin mutasyona uğraması ile 

fonksiyonel olmayan mitokondrilerin zamanla nöronlarda birikmesine ve bu 

nöronların ölümüne sebep olur. E478G OPTN mutant hücre kültüründe yapılan 

çalışmada bu gende gerçekleşen mutasyonun mitofaji sürecini hasara uğrattığı, 

hasarlı mitokondrilerin biriktiği, nörodejenerasyona sebep olduğu ve ALS ile 

ilişkili olduğu ortaya koyulmuştur (Wong & Holzbaur, 2014). Moore ve 

Holzbaur’un yaptığı çalışmada, ROS ya da depolarizasyon kaynaklı mitokondri 

haraplanmasında OPTN ve TBK1’in de dahil olduğu bazı ilişkili proteinlerin 

mitokondri etrafında birlikte toplandığı ortaya koyulmuştur. OPTN veya TBK1 ’in 
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mutasyona uğraması sonucunda otofagozom ve mitofaji zarar görmektedir 

(Moore & Holzbaur, 2016). OPTN’nin NF-kB’yi baskıladığını bildirilen bir 

çalışmaya ek olarak hayvan modelinde ve hücre kültüründe yürütülen bir diğer 

çalışmada, E478G mutant ALS ile ilişkili hücrelerde NF-kB aktivitesi normale 

kıyasla fazla çıkmıştır. Mutant OPTN’nin NF-kB’yi baskılayamadığı, pro-

inflamatuvar sitokinlerin salınmasında ve nöronal hücre ölümünde belirgin artış 

olduğu belirtilmiştir (Akizuki vd., 2013; Z. Liu vd., 2018). 

 

TANK bağlanma Kinaz 1 (TBK1) IKK-kinaz ailesi üyesidir. Doğal bağışıklık sinyal 

yolağı içerisinde görev alır. TBK1 tip-1 interferonu indükler, otofaji ve mitofajide 

önemli role sahiptir. Otofajide görev alan bir başka gen ise OPTN’dir ve birlikte 

çalışırlar. TBK1’de gerçekleşen mutasyonlar otofaji için eksiklikler oluşturacak ve 

ALS patolojisini de etkileyen protein çökeltileri meydana gelecektir. TBK1 ve 

OPTN mitofaji için de temeldir. TBK1’in fonksiyonunu kaybetmesi demek hatalı 

mitofaji ve hatalı mitokondrilerin birikmesi demektir (Oakes vd., 2017). 90’dan 

fazla tanımlanan TBK1 mutasyonları ve ALS arasındaki ilişki yapılan birçok 

çalışma ile ortaya koyulmuştur (Cirulli vd., 2015; Freischmidt vd., 2015; Williams 

vd., 2015). TBK1 normalde sitoplazmada eksprese olur ve tüm hücrelerde 

bulunur. Serebral korteks, hipokampus ve lateral ventrikül nöronlarında yüksek 

seviyede bulunur. Nöronlarda yüksek seviyelerde bulunan TBK1, ALS hastalığı 

sırasında ekspresyon miktarı azalır (Uhlén vd., 2015). Yapılan çalışmada, TBK1’de 

bulunan ALS’ye neden olan mutasyonların mitofajiye olan etkileri araştırılmıştır. 

Hücre kültüründe primer nöronlarda mutant TBK1 bazal koşullar altında 

mitokondriyal strese neden olur, mitokondriyal hasar daha fazla stresin 

oluşmasına neden olur. TBK1’in ALS’ye bağlı bazı mutasyonları mitokondriyal 

stresi indükleyerek veya mitofajik süreci inhibe ederek hastalık patogenezine 

katkıda bulunduğu gösterilir (Harding vd., 2021).  

 
Mutant CHCHD10 (Sarılmış-bobin-heliks-sarılmış-bobin-heliks bölgesi 10) ALS 

hastalarında tanımlanmıştır. CHCHD10 gen bölgesindeki mutasyonlar (R15L, 

S59L, P34S, G66V) hem sALS hem de fALS ile ilişkilidir (Bannwarth vd., 2014; 

Chaussenot vd., 2014; Johnson vd., 2014; Müller vd., 2014). CHCHD10 gen ürünü 

zarlar arası boşlukta ve krista eklemelerinde bulunan mitokondriyal bir proteindir 
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(Bannwarth vd., 2014). İlk olarak Bannwarth ve arkadaşları 2014 yılında, ALS ve 

FTD’li hastalardan alınan kas biyopsilerinde CHCHD10 geninde S59L 

mutasyonunu tanımlamışlardır. Yaptıkları hücre kültürü çalışmasında ise 

mutasyonlu genin fazla eksprese olması durumunu da incelemişler ve 

mitokondriyal ağın parçalandığını, kristanın yanlış düzenlendiğini ve farklı 

abnormalitelerin ortaya çıktığını göstermişlerdir (Bannwarth vd., 2014). Genin ve 

arkadaşlarının S59L CHCHD10 mutant farelerde yaptıkları çalışmada, oluşan 

mitokondriyal hasarın ALS’yi tetikleyebileceğini ve CHCHD10 genindeki S59L 

varyantının fazla ekspresyonunun, motor nöronları oluşacak strese bağlı ölüme 

duyarlı hale getirdiğini doğrulamışlardır (Genin vd., 2019).  

 

Mutant Valosin-içeren protein (VCP) geni ALS ve mitokondri fonksiyon bozukluğu 

ile ilişkili olduğu bulunmuştur (Bartolome vd., 2013; Johnson vd., 2010; Kim vd., 

2013). 2010’da yapılan kohort çalışmasında, VCP geninde bazı mutasyonlar 

saptanmış. Bu çalışma ile fALS vakalarının %1-2’sinde VCP mutasyonu olduğu ve 

motor nöron dejenerasyonu ubikuitin/protein yolağındaki kusurları içeren 

kanıtlar ortaya koyulmuştur (Johnson vd., 2010). Kim ve arkadaşlarının 

transgenik Drosophila ile yaptığı çalışmada, VCP’nin PINK1/Parkin aracılı mitofaji 

için önemli olduğu ve VCP’de gerçekleşecek mutasyonların PINK1/Parkin aracılı 

mitofajide fonksiyon bozuklukları oluşturacağı ortaya koyulmuştur (Kim vd., 

2013). Bartolome ve arkadaşlarının çalışmasında, mutant VCP’nin mitokondriyal 

membran potansiyelinin azalmasına, mitokondri oksijen tüketiminin artmasına 

sebep olduğu gösterilmiştir. Bunların sonucunda ise ATP seviyesinin azaldığı 

dolayısıyla hücrenin enerji kapasitesinin düştüğü böylelikle bu hücrelerin iskemi 

gibi yüksek enerji gerektiren işlemlere karşı savunmasız kaldığı görülmüştür 

(Bartolome vd., 2013) 

 
Bcl-2 (B hücresi lenfoma) proteini Bcl-2 protein ailesine mensup, otofaji, apoptoz 

ve mitokondriyal fonksiyon dinamiğinde yer alan anahtar düzenleyicidir (Akhtar 

vd., 2004; L. Zhou vd., 2015). Bcl-2 ailesi mitokondri dış zar geçirgenliğini ve 

apoptozu düzenlemede önemli role sahiptir. Mitokondri, zarlar arası boşluktan 

sitozole doğru sitokrom c salınımı yapar ve böylece kaspaz aktivasyonunu başlatır. 

Bcl-2 ise başlamış olan bu aktivasyonu ve mitokondri dış zar geçirgenliğini 
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organize etmektedir. Bcl-2 tarafından düzenlenen kaspazlar da apoptozu 

düzenlemektedir. Böylece Bcl-2, mitokondri, kaspazlar ve apoptoz ile iç içe geçmiş 

karmaşık bir etkileşim görülmektedir (Akhtar vd., 2004; Mérino & Bouillet, 2009). 

Bcl-2 ve motor nöron ilişkisine bakıldığında, Bcl-2 nakavt edilmiş transgenik 

farelerde embriyonik sinir sistemi neredeyse normaldir ve nöron ölümlerinde artış 

görülmemiştir. Ancak ilerleyen zamanlarda derin motor nöron kayıpları tespit 

edilmiştir. Bcl-2’nin, prenatal (doğum öncesi) nöronal sağ kalımı etkilemese de 

erken post-natal dönemde spesifik nöron popülasyonlarının korunması için önemli 

olduğu ortaya koyulmuştur (Michaelidis vd., 1996). Yapılan bir çalışmada ALS 

hastalarının omurilik motor nöronlarında BCL2 ve BAX genlerinin ekspresyon 

seviyelerindeki değişiklikler tespit edilmiş ve kontrollerle karşılaştırıldığında, 

BCL2 ifadesi daha düşük çıkmış. Ayrıca Bcl-2 düzeylerindeki değişikliklerin ALS 

hastalığının prognozu hakkında bilgi sağladığı yani potansiyel biyobelirteç 

olabileceği de öne sürülmüştür (Mu vd., 1996). Öte yandan Pasinelli grubunun 

yaptığı iki çalışmaya baktığımızda, ALS hastalığına bağlı olarak omurilik 

mitokondrilerinde mutant SOD1 ve Bcl-2 arasında anormal bir etkileşim 

tanımlanmış, mutant SOD1’in Bcl-2 ile bağlanıp mitokondride çökelti oluşturduğu 

belirtilmiş ve bu etkileşimin mitokondrilere dolaylı olarak da nöronlara zarar 

verdiği tespit edilmiştir (Pasinelli vd., 2004; Pedrini vd., 2010). Tan ve 

arkadaşları, mutant SOD1’in, Bcl-2 ile birleşerek toksik kompleks haline geldiği, 

mitokondride agregasyon oluşturduğu ve mitokondrinin ADP geçirgenliğini 

azalttığı ortaya koyulmuştur (Tan vd., 2013). 2018 yılında yapılan başka bir 

çalışmada Parkinson modeli hücre hattında Bcl-2 mRNA seviyesinin anlamlı 

şekilde down-regüle olduğunu ve bununla ilişkili olarak miR-9 ve miR-141’in de 

anlamlı şekilde ekspresyon seviyelerinde farklılıklar olduğu ortaya koyulmuştur 

(Rostamian Delavar vd., 2018). Sonuç olarak baktığımızda, yaptığımız bu çalışma 

ile mitokondriyal fonksiyon bozukluğuna etki eden genler tek bir başlık altında 

toplanmıştır. Tüm bu gen ürünlerini hedeflediğini belirlediğimiz miRNA'lar bu 

çalışmada bir arada bulunmuştur. Bu noktalar ile bu çalışma literatürde var olan 

diğer çalışmalardan ayrılmaktadır.  

 

2.2 Mitokondri 
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Mitokondri, OXPHOS aracılığı ile enerji taşıyan moleküllerin ADP’den ATP’ye 

dönüştürülmesinde sorumlu olan hücre içi organeldir (Lambris, 2019). Hücresel 

enerjinin yaklaşık %90’nından fazlasını karşılarken bu enerji üretimine ek olarak, 

Ca+2 homeostazı, apoptozis, ROS üretimi, hücresel metabolizmanın 

düzenlenmesi, steroid sentezi, heme sentezi gibi süreçlerden de sorumludur 

(Chinnery & Hudson, 2013; Lambris, 2019; Turnbull vd., 2010). Mitokondriyal 

genom veya mitokondriyal DNA (mtDNA) olarak isimlendirilen kendine ait 

halkasal yapıda, çift zincirli genetik materyali ve kendine ait bağımsız ribozomu 

vardır (Keogh & Chinnery, 2015; Turnbull vd., 2010). Bu özelliği ile diğer hayvan 

hücrelerinde bulunan organellerden ayrışır (Lambris, 2019). Mitokondriyal 

fonksiyonlar iyi ya da kötü olması sahip olduğu çift katlı membran yapısının 

durumu ile yakından ilişkilidir (Turnbull vd., 2010). Dış zarı incelediğimizde 

mitokondriyi çevrelediğini ve gözenekli olduğunu ve düşük ağırlığa sahip 

moleküllerin geçişine izin verdiğini biliyoruz (Turnbull vd., 2010). Oldukça çok 

katlanmış olan iç zara baktığımızda ise solunum zincirindeki enzimlerin var 

olduğunu görüyoruz. Ayrıca, iç zar matriksin zarlar arası boşluktan da ayırmış 

bulunuyor (Turnbull vd., 2010). Matriks bölgesine yani iç zar içerisinde kalan 

bölgeye baktığımızda, mitokondrinin genetik malzemesi bu bölgede yer alırken 

TCA ve yağ asidi oksidasyon enzimlerini de görebiliyoruz. Krista -parmak benzeri 

çıkıntılar- matristeki biyokimyasal substratlar ve solunum zinciri enzimleri 

arasında maksimum yüzey alanı sağlar. Ayrıca, iç zar sadece su, oksijen ve 

karbondioksit moleküllerini geçirir (Turnbull vd., 2010). Mitokondrinin temel ve 

ilk görevi ADP’den ATP üretimi yoluyla hücresel enerji ihtiyacını karşılamaktır 

(Turnbull vd., 2010). Bu işlem oksidatif fosforilasyon aracılığı ile çok alt üniteli 5 

intermembran kompleks ve iki mobil elektron taşıyıcısı (koenzim Q10 ve sitokrom 

c) yardımıyla gerçekleşir (McFarland vd., 2010; Turnbull vd., 2010). Bu 

komplekslerden kompleks II tamamıyla nükleer DNA tarafından kodlanırken diğer 

tüm kompleksler hem mtDNA hem de nDNA tarafından kodlanırlar (Turnbull vd., 

2010). Sitrik asit döngüsü, glikoliz ve anaerobik metabolizmadan elde edilen 

elektron donörleri tarafından alınan elektronlar ile oksidatif fosforilasyon başlar 

(Keogh & Chinnery, 2015). Oksiredüksiyon reaksiyonları aracılığı ile elektronlar 

solunum zinciri boyunca moleküler oksijene doğru taşınır. Ve bu taşınım 
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hareketiyle birlikte elektrokimyasal gradiyent oluşturur(Turnbull vd., 2010). Bu 

gradiyentle birlikte ATP sentaz (kompleks V) ile ADP’ye Pi (inorganik fosfat) 

eklenmesi ile ATP üretimi gerçekleşir(Keogh & Chinnery, 2015; Turnbull vd., 

2010). 

 
Şekil 2.5 Mitokondriyal solunum zinciri (Keogh & Chinnery, 2015) 

 

Mitokondriyal solunum zinciri fonksiyonunun beyin de dahil olmak üzere birçok 

dokuda bozulmasıyla yaşlanmanın birbirlerine paralel gittiği yapılan çalışmalar ile 

de ortaya koyulmuştur (Keogh & Chinnery, 2015). Buna ek olarak mitokondri ve 

mtDNA birçok nörodejeneratif hastalığın gelişiminde önemli bir konumda 

durmaktadır (Keogh & Chinnery, 2015). Literatürdeki tüm bilgilerimizi bir araya 

getirdiğimizde yaşlanma ve nörodejenerasyon konularının mitokondri ve onun 

genetik materyali etrafında ilişkilendiğini fark ediyoruz (Keogh & Chinnery, 

2015).  

 
2.2.1 Mitokondriyal Fonksiyon Bozukluğu ve ALS 

Nöronlar, yüksek enerji ve oksijen ihtiyaçları, aksonal taşıma ve nörotransmisyona 

dahil olması nedeniyle, çok sayıda mitokondri bulunduran ve dolayısıyla oksidatif 

hasar riski daha yüksek olan hücrelerdir (Bordoni & Gabbianelli, 2020; Gómez-

Suaga vd., 2019; Hirabayashi vd., 2017; Lezi & Swerdlow, 2012; Markovinovic 

vd., 2022). Bu nedenle oksidatif hasardan kolayca etkilenebilirler. Nöronlarda 

sinir iletimi ATP bağımlıdır dolayısıyla mitokondriler daha çok iletimin olduğu 
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yerlere yerleşmişlerdir. Mitokondride meydana gelen fonksiyon bozukluğu kanser, 

kardiyovasküler hastalıklar, diyabet ve nörodejeneratif hastalıklar gibi birçok 

patolojik durum ile ilişkilidir ve farklı nörodejeneratif hastalıkların oluşum 

mekanizması için önemlidir (Morgan & Orrell, 2016; Peoples vd., 2019; Wallace, 

2012). Bu fonksiyon bozuklukları sadece mitokondriyal enerji mekanizmasını 

bozmakla kalmayıp aynı zamanda mitofaji, endoplazmik retikulum (ER) stresi, 

kalsiyum sinyalleşmesi gibi birçok noktada sıkıntıya sebep olmaktadır (Jaiswal, 

2017; Morgan & Orrell, 2016; Tadic vd., 2014).  

İlk olarak 1981 yılında ve sonraki yıllarda yapılan çalışmalarda ALS hastalarının 

motor nöronlarında boyutları ve şekilleri bozulmuş ve çökelmiş mitokondriler 

tespit edilmiştir (Atsumi, 1981; Sasaki & Iwata, 1996, 2007). 1993 yılında ise ALS 

hastalarından postmortem olarak elde edilen beyin dokularında mitokondriyal 

elektron taşıma sistemine (ETS) ait kompleks I aktivitesinin arttığı bulunmuştur. 

Bowling ve arkadaşlarının yapmış oldukları bu çalışma, ALS hastalarında ETS 

fonksiyon bozukluğunu ortaya koyan ilk çalışmadır (Bowling vd., 1993). Sonraki 

yıllarda başka gruplar tarafından da ALS hastalarında ETS’ye ait komplekslerin 

aktiviteleri araştırılmıştır (Browne vd., 1998; Swerdlow vd., 1998). Bunlardan bir 

diğeri de Jung ve arkadaşlarının çalışması, burada G93A mutant SOD1 transgenik 

fareler ile ETS’ye ait kompleks I aktivitesinin azaldığı bulunmuştur. Ek olarak, 

mitokondriyal fonksiyon bozukluğunun hastalığın başlangıcından önce başladığı 

da ortaya konulmuştur (Jung vd., 2002).  

Lin ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, ALS hastalarından alınan kan örnekleri 

incelenmiş, kontrol grubuna kıyasla hastalarda oksidatif fosforilasyona ait 

enzim/protein seviyelerinde azalmalar sonucu, ETS fonksiyon bozuklukları tespit 

edilmiştir. Ayrıca, sonuçların kan örneklerinden elde edildiği ilk çalışma olmuştur 

(J. Lin vd., 2009). Magrane ve arkadaşlarının SOD1 ve TDP43 mutasyonlu 

transgenik fareler ile yaptıkları çalışmada ise, motor nöronlarında mitokondriyal 

morfoloji anomalileri ve bu anomalilere bağlı olarak akson boyunca mitokondriyal 

transport bozuklukları ortaya koyulmuştur (Magrané vd., 2014). Motor nöron 

ölümünün nerede başladığını araştıran araştırmacılar mitokondriyal fonksiyon 

bozukluğu ile karşılaşmışlar ve yapılan çalışmalar neticesinde, mitokondrilerin 

aksonal transportunda problem yaşandığı, anomali gösteren mitokondrilerin 
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nöromüsküler kavşakta (NMJ) biriktiği ve bunlarla ilişkili olarak motor nöron 

dejenerasyonunun ilk olarak NMJ’den başladığı bildirilmiştir (Fischer vd., 2004; 

Magrané vd., 2012; A. M. Schaefer vd., 2005). Mitokondride meydana gelen 

fonksiyon bozukluklarının ALS patofizyolojisindeki rolü ve önemi yapılan 

çalışmalar ile ortaya koyulmuştur. ALS ve mitokondri ilişkisi çözülmeye 

çalışılırken, araştırmacılar bu konu üzerinde hangi genlerin nasıl etki gösterdiğini 

araştırmışlardır. ALS ile ilişkili mutasyona sahip genlerin aynı zamanda 

mitokondriyal fonksiyon bozukluğu ile de ilişkili olduğu belirlenmiştir. Bu genler 

arasında SOD1, TARDBP, FUS, C9ORF72, CHCHD10, OPTN, TBK1, VCP ve BCL2 

sayılabilir. 

 

2.3 Kodlanmayan RNA’lar (ncRNA) 

İnsan genomunu %1-2’si protein kodlamaktadır. Genomik DNA'nın yaklaşık üçte 

ikisinin yaygın olarak kopyalandığını ortaya koyan çalışmalara göre bu durum 

nihai olarak proteinlere çevrilen %1-2 oranı ile keskin bir tezatlık oluşturur 

(Djebali vd., 2012; Dunham vd., 2012). RNA dünyasını iki ana başlık altında 

incelersek bunlar kodlanabilen, proteine dönüşebilen, RNA’lar; kodlanmayan 

RNA’lardır (ncRNA, non-codingRNA). Geçmişte, kodlanmayan RNA’lar çöp (junk) 

DNA olarak anılırdı. Günümüzde yeni nesil dizileme teknolojilerinin yardımı ile 

artık bu tür RNA’lar dizilenip ortaya konulmaktadır. ncRNA’lar uzunluklarına göre 

iki başlık altında incelenir. 200 nükleotidden daha uzun olanlar uzun 

kodlanmayan RNA’lar (lncRNA); 200 nükleotidden kısa olanlar ise kısa 

kodlanmayan RNA’lardır. Kısa kodlanmayan RNA’lar; miRNA, siRNA, snoRNA, 

piRNA vs. Uzun kodlanmayan RNA’lar ise intergenik lncRNA, intronik lncRNA, 

antisens lncRNA, enhansır lncRNA olarak sıralayabiliriz (Beermann vd., 2016).  

 

2.3.1 mikroRNA (miRNA) ve Biyogenezi 

1993 yılında Ambros laboratuvarında ve 2000 yılında Ruvkun laboratuvarında 

yapılan çalışmalarda C. elegans larva gelişiminin zamanlamasını kontrol eden lin-

4 ve daha sonra let-7 genleri karakterize edilmiş ve bunların iki küçük düzenleyici 

RNA’yı kodladığı ortaya koyulmuştur (R. C. Lee vd., 1993; Reinhart vd., 2000). 

Günümüzde mikro RNA (miRNA) olarak adlandırılan kodlanmayan, tek zincirli 
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RNA molekülleri, gen anlatımını post-transkripsiyonel olarak düzenleyen 

regülatörler olarak bilinmektedir. Tek bir miRNA birçok hedef mRNA’yı 

düzenleyebilir ve bir mRNA transkripti ise birçok miRNA tarafından düzenlenebilir 

(Bartel, 2004; Peter, 2010; Wu vd., 2010). 

 

Şekil 2.6 RNA dünyası 

miRNA’lar hedef mRNA’ya tam veya kısmi uyumluluk (komplementerlik) 

göstererek, 3’ okunmamış bölgesine (UTR-untranslated region) bağlanırlar. 

miRNA’ların 2-8 nükleotid uzunluğundaki çekirdek dizisi (seed sequence) hedef 

mRNA ’ya komplementerliği önemlidir. miRNA’da bulunan çekirdek dizisi mRNA 

ile komplementerliğine bağlı olarak 4 farklı bağlanma gerçekleştirir. Bunlardan 6 

mer, miRNA üzerindeki çekirdek dizisinde 6 nükleotidlik eşleşme 

gerçekleşmesidir. 7merA1 ise çekirdek dizisinde 6 nükleotid eşleşmesinin yanında 

miRNA’nın birinci nükleotidin karşısında A nükleotidinin bulunmasıdır. 7mer-m8, 

çekirdek dizisi 6 nükleotid eşleşmesine ek olarak miRNA’nın sekizinci 

nükleotidinde de eşleşme sağlanmasıdır. 8mer ise 6 nükleotid eşleşmesine ek 

olarak miRNA’nın sekizinci nükleotidinde eşleşme ve 1. Nükleotidinin karşısında 

A nükleotidinin olmasıdır (Bartel, 2009; Grimson vd., 2007). mRNA-miRNA tam 

komplementerlik gösterirse mRNA yıkımı ile, az komplementerlik gösterirse 

translasyonel inhibisyon denilen mRNA’nın baskılanmasıyla sonuçlanır (Görür & 

Tamer, 2011; KARAGÜN vd., 2014).  

miRNA biyogenezi kanonik (tipik) ve kanonik olmayan (atipik) yolaklar ile 

gerçekleşir. Genellikle miRNA oluşumunda kanonik yolak devrede olur. miRNA’lar 

nükleer genomdan RNA Polimeraz II (bazen de RNA Pol III) ile transkripte olurlar 
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ve uzun primer miRNA transkripti (pri-miRNA) ortaya çıkar (Borchert vd., 2006; 

Y. Lee vd., 2004). Pri-miRNA 5’ ucunda 7 metilguanozin başlığı ve 3’ ucunda ise 

poli A kuyruğu ile yaklaşık 1000 nükleotid uzunluğa sahiptir. Bir Ribonükleaz III 

enzimi olan Drosha ile RNA bağlanma proteini olan DGCR8 birleşerek 

mikroişlemci kompleksini oluştururlar ve pri-miRNA’yı keserek yaklaşık 60-70 

nükleotid uzunluğunda öncü miRNA’lar (pre-miRNA’lar) ortaya koyulur. Halâ 

çekirdekte bulunan pre-miRNA’lar, eksportin 5 ile sitoplazmaya geçiş yaparlar. 

Sitoplazmada bulunan Dicer enzimi, pre-miRNA’ları keser ve ~22 nükleotid çift 

zincirli olgun miRNA molekülleri oluşur. Bunun ardından, çift ipliğin birine Ago-

2 proteinine bağlı RISC (RNA-indüklenmiş susturma kompleksi) enzim kompleksi 

bağlanarak hedefine yönelir. Ago ve RISC bağlanmamış diğer zincir ise 

tamamlayıcı zincirdir ve * işareti ile gösterilir. Kanonik olmayan yolaklar ise 

alternatif yolaklardır ve bunlar Drosha bağımsız yolaklar ve Dicer bağımsız 

yolaklar olmak üzere ikiye ayrılırlar (Goodall vd., 2013). Bu küçük RNA’lar 

hücresel farklılaşma (Naguibneva vd., 2006), gelişim (Hornstein vd., 2005), 

immün tepkisi (Xiao vd., 2007) gibi birçok biyolojik süreçte görev alırlar. 2005’te 

Hornstein ve arkadaşlarının yaptığı çalışmaya baktığımızda, farelerde uzuv 

gelişiminde rol alan Hoxb8 ve Shh genlerinin ekspresyonunda rol aldığı düşünülen 

miR-196’nın in vitro olarak incelenmesiyle, bu genlerin ekspresyonunda akış 

yukarısında (upstream) hareket ettiği gözlemlenmiştir. Böylece miRNA’ların 

hücresel gelişimde rol aldığı, gen regülasyonunda etkili olduğu ortaya 

koyulmuştur (Hornstein vd., 2005). miRNA’lar ile biyogenezde yer alan RISC de 

en az miRNA’lar kadar önemli rol oynar. 2007’de yapılan çalışmaya baktığımızda, 

farelerde yaptıkları çalışmada, RISC proteinlerinden olan Ago2’yi kodlayan gen 

nakavt ediliyor ve fareler gelişemeden embriyonik ölüm gerçekleşiyor (Morita vd., 

2007). Bir diğer çalışmada ise, fare embriyonik kök hücrelerinde bir RNA 

bağlanma proteini olan DGCR8’i kodlayan gen nakavt ediliyor ve miRNA 

biyogenezinin tam olarak devam edemediği ve embriyonik kök hücre kolonilerinin 

oluşumunda tutukluk yaşandığı belirtiliyor (Y. Wang vd., 2007). Bazı miRNA’lar 

nörogenezde (Åkerblom vd., 2012), nöronal farklılaşmada (Conaco vd., 2006) 

görev alırlar. Görevli olan bu miRNA’larda fonksiyon bozukluğu yaşandığı zaman 

nörodejenerasyona sebep oldukları yapılan çalışmalar ile ortaya koyulmuştur. 
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Yapılan çalışmalardan birinde, gelişmekte olan sıçan ve maymun beyinlerindeki 

miRNA ekspresyon profili DNA mikroçip yöntemi ile incelenmiş, 138 tane miRNA 

tespit edilmiş ve bunlardan 66 tanesinin gelişim sırasında ekspresyon seviyelerinin 

değiştiği kaydedilmiştir. Memeli beyin gelişiminde miRNA önemini ortaya koyan 

ilk çalışma olarak literatürde yerini almıştır (Miska vd., 2004). Bir diğer çalışma 

Schaefer ve arkadaşlarının, Dicer enzimi olan ve olmayan iki grup fare ile 

yaptıkları çalışmada, Purkinje hücrelerinde miRNA’ların post-mitotik nöronlardaki 

rolünü incelemişlerdir. Dicer’ın inaktif olmasıyla Purkinje hücrelerinde eksprese 

edilen miRNA’lar yok olmaya başlamış ve Purkinje hücrelerinin dejenerasyonuna 

yol açmıştır. Dicer eksikliğinde ilerleyen nörodejenerasyon, miRNA’ların 

nörodejeneratif bozukluklara dahil olma olasılığını arttırır. Bu çalışma ile 

miRNA’ların nöron gelişimi, nöron yaşamı için temel olduğu ve yokluğunda bu 

hücrelerin dejenerasyonuna sebep olabileceği ortaya koyulmuştur (A. Schaefer 

vd., 2007). Bir diğer çalışmada ise, 14 sALS hastası ve 14 sağlıklı kontrolden elde 

edilen lökositlerden izole edilen miRNA’ların ekspresyon profilleri ortaya 

koyulmuş. Kontrollere kıyasla 8 tane miRNA ALS hastalarında farklı seviyelerde 

gözlemlenmiş, miR-338-3p yüksek seviyede, diğer 7 miRNA ise düşük seviyede 

çıkmıştır. Bu çalışma sALS’nin erken aşamasında hastaların kan örneklerinden 

elde edilen miRNA’ların hastalık ile ilişkili spesifik değişikliklerini tespit eden ilk 

çalışma olmuştur. Ayrıca miRNA’ların motor nöronlardan ziyade kan 

örneklerinden elde edilmesi de bu çalışmayı özelleştiren bir diğer noktadır (de 

Felice vd., 2012). G93A SOD1 transgenik farelerin kullanıldığı bu çalışmada, 

omurilik ve beyin kökü doku örneklerinde değişen miRNA ekspresyon seviyeleri 

ve bu değişimin ALS ile ilişkisi araştırılmıştır. miR-200a, miR-124 gibi 10 

miRNA’nın ekspresyon seviyesinde değişiklik tespit edilmiştir. Bunlar arasında, 

miR-124’ün aşağı doğru düzenlendiği ve bu miRNA’nın nöral kök hücrelerin 

astrositik farklılaşmaya etki ettiği ortaya koyulmuştur. Sox2 ve Sox9 

transkripsiyon faktörlerinin miktarlarında ve miR-124 arasında zıtlık ortaya 

koyulmuştur (F. Zhou & Zhang, 2018). Yapılan çalışmalar neticesinde, 

miRNA’ların nöronal süreçlerde ve nörodejenerasyonda rol aldığı ortaya 

koyulmuştur. 
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2.4 Biyobelirteçler 

Biyobelirteç, normal biyolojik süreçlerin, patojenik süreçlerin veya terapötik 

müdahaleye verilen farmakolojik yanıtların bir göstergesi olarak nesnel ölçülen 

bir özelliktir (Vu & Bowser, 2017). Biyobelirteçlerde ideal olan, hastalık süresince 

sabit olması, erişilebilir dokularda saptanabilir olması ve aynı zamanda kolaylıkla 

ölçülebilir olmasıdır (Magen vd., 2021). Biyobelirteçler birçok sebeple 

kullanılabilir. Hastalığı tanımlamak, hastalığın seyrini takip etmek, terapötik 

görüntülemek olarak sıralanabilir. Biyobelirteçleri kaynağına göre; kan temelli 

biyobelirteçler, CSF temelli biyobelirteçler, MRI biyobelirteçler, nörofizyolojik 

biyobelirteçler olarak çeşitlendirebiliriz (Turner vd., 2009). ALS hastalığında kan 

ve CSF sıvıları başta olmak üzere birçok biyobelirteç bu zamana kadar yapılan 

çalışmalar ile ortaya koyulmuştur (Benatar vd., 2018; S. Li vd., 2016; Magen vd., 

2021; Verde vd., 2019).  

 

2.4.1 miRNA ve Biyobelirteçler 

Bugüne kadar binden fazla miRNA tanımlanmıştır ve bunların çeşitli vücut 

sıvılarında (plazma, serum, idrar…) bulunmaları ve dikkate değer kararlılıkları, 

onları çeşitli insan hastalıklarının işlem veya müdahale gerektirmeyen (invaziv 

olmayan) biyobelirteçleri için mükemmel adaylar haline getirmektedir (Etheridge 

vd., 2011; Monleau vd., 2014). miRNA’ların etkilerine bakıldığında birçok 

molekülün birincil, ikincil ve üçüncül yapılarıyla etkileşime girerek birçok 

biyokimyasal yolağın düzenlenmesinde görev aldığı bilinmektedir. Memeli 

transkriptinin %60’ından fazlası miRNA’ların kontrolü altındadır. Bu sebeple, 

günümüzde birçok hastalığın tanısında, prognozunda ve tedavisinde miRNA’ların 

biyobelirteç olarak kullanımıyla ilgili çalışmalar yapılmaktadır (Friedman vd., 

2009; Güzelgül & Aksoy, 2015). Biyobelirteç olarak kullanılması planlanan 

miRNA’ların ilk kez serumdaki varlığı Lawrie ve arkadaşları tarafından 2008 

yılında gösterilmiştir (Lawrie vd., 2008). miRNA’ların tüm hücrelerde genlerin 

transkripsiyon sonrası kontrolleri ile ilişkili olduğu düşünüldüğünde bu 

moleküllerin çok sayıda hastalıkla olan ilişkisi şaşırtıcı değildir. ALS hastalığına 

tedavi ve tanı yönünden baktığımızda, tam olarak tedavisi olmayan bir hastalıktır. 

ALS için tek ve saf bir tanı testi yoktur (Waller vd., 2017). Tedavinin ilk basamağı 
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olan tanı, uzun bir süreç olarak karşımıza çıkar ve ortalama 12 aydır (Brown & Al-

Chalabi, 2017). Bu durumla ilişkili olarak, ALS çalışmalarında biyobelirteç 

araştırmaları önceliğe sahiptir (Bowser vd., 2011; van Es vd., 2017). Böylece 

tanısal süreci ve gecikmeyi azaltmak amaçlanır. İşte tam bu noktada, bu 

çalışmanın hastalığın tanı süresini kısaltmasını ve kolaylaştırmasını sağlayacak 

şekilde literatüre katkı yapması beklenmektedir. Üzerinde durduğumuz 

miRNA’ların ALS hastalarının kan örneklerinde biyobelirteç olarak kullanılma 

ihtimali araştırılmıştır. Biyobelirteç çalışmaları tedavinin hızlı ve erken şekilde 

başlamasını sağlamak amacıyla yürütülür (van Es vd., 2017). Biyobelirteç konusu 

oldukça çeşitli ve geniş bir konudur. Kan, vücudumuzdaki her doku ile etkileşimde 

olan bir biyobelirteç kaynağıdır (Waller vd., 2017). Daha öncelerden beri, kandaki 

mRNA ve protein değişiklikleri nörodejeneratif hastalıklardaki patolojik 

değişiklikleri yansıtması için kullanılmıştır (Borovecki & Habek, 2010; Sharp vd., 

2006; Waller vd., 2017). Birçok çalışma ile periferik kan hücresi genlerinin ve 

miRNA ekspresyonlarının nörolojik hastalıklarda belirteç olarak 

kullanılabileceğine dair kanıtlar ortaya koyulmuştur (Borovecki & Habek, 2010; 

Maes vd., 2007; Nishimura vd., 2007). Kanda bulunan miRNA’lar, ilginç şekilde 

stabil durumdadır yani, RNase degredasyonuna karşı daha dirençli, farklı saklama 

sıcaklıklarına, yüksek ya da düşük pH seviyelerine göre oldukça stabil ve 

dayanıklıdır. Böylece, kanda bulunan miRNA’ları uygun şekilde biyobelirteç olarak 

çalışması kolaylaşır (Waller vd., 2017).  

 

2.4.2 miRNA-9 

miRNA-9 (miR-9), ilk olarak Lagos-Quintana ve arkadaşlarının Drosophila’ da 

yaptıkları çalışma ile literatüre girmiştir (Lagos-Quintana vd., 2001).  Memelilerde 

miR-9, farklı kromozomlarda bulunan üç farklı genden kodlanmış üç farklı öncü 

(miR-9-1, miR-9-2 ve miR-9-3) miRNA’dan işlenir (Shibata vd., 2008). miR-9, 

beyin bölgesinde oldukça fazla bulunur ve beyin-spesifiktir, bölgeye özgüdür. 

Yapılan birçok çalışma neticesinde oldukça fazla miktarda eksprese olduğu ve 

beyin bölgesine özgü olduğu ortaya koyulmuştur. Özellikle beyin gelişiminde 

embriyonik dönemde erişkin dönemlere kıyasla daha yüksek seviyede olduğu da 

bildirilmiştir (Landgraf vd., 2007; Miska vd., 2004; Sempere vd., 2004). miR-9’un 
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beyindeki varlığıyla birlikte burada ne yaptığını hangi işlem ve süreçlerde rol 

aldığını araştıran araştırmacılar, nörogenezde ve nöronal farklılaşmada rol 

aldığını ortaya koymuşlardır. Zebra balıkları ile yapılan çalışmada, geç embriyonik 

dönemde miR-9 ekspresyonun başladığı ve devamında orta-arka beyin 

bölgesindeki nörogenezi teşvik ettiği ve Fgf sinyal yolağındaki bileşenleri hedef 

aldığı ortaya koyulmuştur (Leucht vd., 2008). miR-9, nöronal kök hücrelerin 

kendini yenileyebilmesini ve farklılaşmasını sağlar. TLX bir nükleer reseptör ve 

nöral kök hücre yenilenmesi ve düzenlenmesi için temeldir. TLX ve miR-9 

arasındaki ilişkinin araştırıldığı çalışmada, miR-9 TLX reseptörünü̈ negatif olarak 

düzenleyerek nöral kök hücrelerdeki farklılaşma sürecinde rol oynamaktadır. Bu 

da miR-9’un nöronal farklılaşmadaki rolünü ve önemini ortaya koyar (Zhao vd., 

2009). miR-9 ve nöronal farklılaşmadaki rolünü, nöral progenitör hücrelerin 

proliferasyonu nasıl regüle ettiğini ortaya koyan daha pek çok çalışma mevcuttur 

(Shibata vd., 2008, 2011). Nöron gelişiminde, farklılaşmasında önemli olan bu 

miRNA’da yaşanacak değişiklikler nörodejenerasyona da sebep olabileceğini 

düşünen araştırmacılar, miR-9 ve nörodejenerasyon arasındaki bağlantıyı 

araştırmışlardır. Lukiw’in yaptığı çalışmada, postmortem Alzheimer’lı beyin 

hücrelerinde miR-9 seviyesi yüksek çıkmış. Bunun sonucunda ise, miR-9’un 

nörodejenerasyonda rol alabileceği ortaya koyulmuştur (Lukiw, 2007). miR-9 ve 

motor nöron özelinde konuya baktığımızda ise, in vivo olarak Dicer mutant 

farelerde yapılan çalışmada, miRNA aktivitesinin postmitotik spinal motor 

nöronlarda temel olduğu ortaya koyulmuştur. Ağır nörofilament alt biriminin 

miR-9 hedefi olduğu bildirilmiştir. miR-9’un olgun nöronlarda ve 

nörodejenerasyonda potansiyel düzenleyici olduğu ileri sürülmüştür (Haramati 

vd., 2010). ALS’nin miR-9 ile ilişkisine bakıldığında, Zhou ve arkadaşlarının 

yaptığı çalışmada G93A SOD1 transgenik fare modelinde mikroçip ile miR-9 

seviyelerine bakılmıştır. Farelerin omuriliklerinde miR-9’un yukarı doğru 

düzenlendiği tespit edilmiş, yapılan in situ hibdirizasyon çalışması sonucunda 

miR-9’un yabanıl tip ve transgenik farelerde farklı zamanlarda, 

nörodejenerasyonun başladığı bölge olan, omurilik ön ve arka boz maddelerindeki 

hücrelerin sitoplazmasında lokalize olduğu tespit edilmiştir. Bu durum 

nörodejenerasyon ile bağlantılı bulunmuştur (F. Zhou vd., 2013). A90V TARDBP 
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ve M337V TARDBP mutasyonlu FTD/ALS hücre kültürlerinde yapılan bir diğer 

çalışmada iki farklı hücre kültüründe miR-9’un aşağı doğru düzenlendiği 

bildirilmiştir (Zhang vd., 2013). G93A SOD1 transgenik farelerin kullanıldığı 

çalışmada, miR-9’un primer motor kortekste beyin kökü ve beyin sapı motor 

çekirdeği bölgelerinde yukarı doğru düzenlendiği, subventriküler bölge ve 

hipokampus bölgelerinde ise aşağı doğru düzenlendiğini ortaya koymuşlardır 

(Marcuzzo vd., 2015). miR-9 ile ilgili konu dahilinde yapılan çalışmalardan 

önemli olanları ortaya koyduk. miR-9’un yapacağımız projede yer almasının 

nedenleri nörogenezde, nöronal farklılaşmada yer almasıdır. Bu süreçlerde rol 

alan miR-9’un yaşanan nörodejenerasyondan etkilenerek ekspresyon seviyesinde 

anlamlı değişlik kaydetmeyi beklemekteyiz. 2018’de yapılan bir çalışmada ALS 

hastalarından elde edilen beyin omurilik sıvısı (CSF) örneklerinde kontrollere 

kıyasla miR-9-5p ve bazı diğer miRNA’ların ekspresyon seviyeleri farklı çıkmıştır. 

Bu çalışmada miR-9-5p ALS hastalarında up-regüle olduğu ve ekspresyon 

seviyesinin hasta CSF’lerinde yüksek çıktığı ortaya koyulmuştur (Waller vd., 

2018). Aynı yıl, başka bir grup tarafından yapılan sporadik ALS hastalarının dahil 

olduğu çalışmada kan örnekleri üzerinden miR-9-5p ve bazı miRNA ekspresyon 

düzeyleri incelenmiştir. Hasta ve kontrollerin ekspresyon seviyelerine 

bakıldığında, miR-9-5p hasta örneklerinde daha yüksek seviyede çıkmış yani up 

regüle olmuştur (Vrabec vd., 2018). Genel olarak literatüre baktığımızda, miR-

9’un beyindeki varlığı ve nöronal farklılaşmada rol oynadığı görülmektedir. 

Ayrıca, daha önce yapılan çalışmalarda bir grup ALS hastalarının CSF'lerinde ve 

sporadik ALS hasta grubunun da kan örneklerinde miR-9 kontrollere kıyasla farklı 

seviyelerde ortaya koyulmuştur.  

 
2.4.3 miRNA-141 

miR-141'in üyesi olduğu miRNA-200 ailesi, beş üyesi (miR-200a, miR-200b, miR-

200c, miR-429 ve miR-141) ile iki farklı genomik bölgede bulunur (Huang vd., 

2014). miR-141'in apoptozu modüle ettiği gösterilmiştir ve fibroblastlar oksidatif 

strese maruz kaldıktan sonra miR-141’in ekspresyonu artar (Mateescu vd., 2011). 

ROS (reaktif oksijen türleri), hücre aerobik solunumunun yan ürünleridir. 

Mitokondri ise, enerji sağlamak için aerobik solunumun ana yeridir ve 

hücrelerdeki temel ROS kaynağıdır. 2008 yılında yapılan bir çalışmada, ROS ile 
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indüklenen bir miRNA olan miR-141'in Alzheimer hastalarının beyinlerinde aşırı 

eksprese edildiği bulunmuştur (Cogswell vd., 2008). Bir çalışma, miR-141 ve miR-

9 ekspresyonunun Parkinson hastalığında oksidatif strese yanıt olarak önemli 

ölçüde arttığını doğrulamıştır (Rostamian Delavar vd., 2018). Ayrıca başka bir 

çalışmada, akut pankreatit hastalarının serum verilerinde miR-9 ve miR-141'in 

potansiyel biyobelirteç olabileceği keşfedilmiştir (Lu vd., 2017). 

 

2.5 Periferik Kan Mononükleer Hücreleri (PBMC) 

Periferik kan mononükleer hücreleri (PBMC), kan dolaşımında bulunan, 

lenfositler (T hücreleri, B hücreleri), doğal öldürücü (NK) hücreler, monositler ve 

dendritik hücreler gibi tek yuvarlak çekirdeğe sahip lökositlerden oluşur (Y. Wang 

vd., 2015). Periferik kan, kolay elde edildiğinden temel ve klinik araştırmalar için 

ideal bir dokudur (Fan vd., 2015). ALS hastalığının başlangıcı ve ilerlemesi 

üzerinde aktif glial hücreler ve bağışıklık hücreleri arasındaki karmaşık bir 

etkileşimden oluşan nöroinflamatuar reaksiyonun etkisi olduğu görülmektedir 

(Beers & Appel, 2019). Bu sebeple, içerisinde bağışıklık hücrelerini içeren PBMC 

bu amaç için erişilebilir ve uygulanabilir bir insan hücresi kaynağıdır (Luotti vd., 

2020). Monleau ve arkadaşlarının üç ayrı kit ile denedikleri çalışmada serum ve 

PBMC karşılaştırılması yapıldığında PBMC'den daha fazla miRNA elde edilmiştir 

(Monleau vd., 2014). Ayrıca kanıtlar, PBMC'lerin beyinle ortak bir miRNA ifade 

modelini paylaşabileceğini düşündürmektedir (Fan vd., 2015; Liang vd., 2007). 

PBMC’nin kullanım potansiyeli olduğu ortaya koyulan bir çalışmada, plazma ve 

PBMC karşılaştırılması yapıldığında bazı miRNA’ların plazmada çok az yoğunlukta 

kaldığını ve neredeyse hiç ölçülemediğini, PBMC’de ise daha fazla ölçüldüğünü 

bildirmişlerdir (Schwienbacher vd., 2017). ALS mutant fare modeli üzerinde 

doğal bağışıklığın etkilerinin araştırıldığı çalışmada, inflamatuvar monositlerin 

aktive edildiği ve hastalık ilerleyişi ile korele olduğu ve bu sebeple, hastalığın 

evresi veya ilerleyişi için biyobelirteç olarak görev alabileceği ortaya koyulmuştur 

(Butovsky vd., 2012). Tüm bu bilgiler ışığında, ALS hastalığı ve bağışıklık 

hücrelerinin bağlantısı doğrultusunda bu çalışmada miRNA kaynağı olarak PBMC 

kullanılması uygun bulunmuştur.   
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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 Üretici Firma 
Mikro pipetler 3 adet/10, 100, 100 µl Eppendorf 
Pipet Uçları 10 kutu/10, 100, 100 µl M. Plastic 
Falkon Tüpleri 100 adet/15 ml Sarstedt 
Falkon Tüpleri 100 adet/50 ml Sarstedt 
Lenfosit Ayırıcı Medya 
(Ficoll) 

1 adet/500 ml Biosera 

PBS 2 adet/500 ml Multicell 
Nitril Eldiven 100 adet MyGlove 
Santrifüj Tüpü 500 adet/1,5 ml M. Plastic 
PZR Tüpleri 1000 adet/0,2 ml M. Plastic 
PZR Tüpleri 500 adet/0,5 ml M. Plastic 
PZR Tüp Standı 6 adet M. Plastic 
Nükleaz İçermeyen Su 1 adet/25 ml NEB 
EDTA’lı Tüpler 40 adet/10 ml BD Vacutainer 
Kloroform 1 adet/2,5 L Sigma-Aldrich 
Etil Alkol (%96) 1 adet/5 L Necm Kimya 
Etil Alkol (%100) 1 adet/2,5 L Millipore Corporation 
miRCURY LNA miRNA PZR 
Primerleri 

3 adet Qiagen 

 
Tablo 3.2 Total RNA İzolasyon (miRNeasy Mini Kit) Kit İçeriği 

Malzemeler Adet/Miktar Üretici 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 
Nükleaz İçermeyen Su 1 adet/10 mL Qiagen 
Toplama Tüpleri 50 adet/1,5 mL Qiagen 
Toplama Tüpleri 50 adet/2 mL Qiagen 

 
Tablo 3.3 cDNA Çevirme (miRCURY LNA RT Kit) Kit İçeriği 

Malzemeler Adet/Miktar Üretici Firma 
SYBR Reaksiyon Tamponu 
(Mg2+,  
Primerler ve dNTP’leri içerir) 

1 adet/128 µL  Qiagen 

Prob reaksiyon Tamponu 
(Mg2+, Prob RT primerleri ve 
dNTP’leri içerir) 

1 adet/128 µL Qiagen 

miRCURY RT Enzim Karışımı 1 adet/64 µL Qiagen 
Nükleaz İçermeyen Su 1 adet/1,5 mL Qiagen 
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Tablo 3.4 RT-qPCR (miRCURY LNA SYBR Yeşil PZR Kit) Kit İçeriği 

Malzemeler Adet/Miktar Üretici Firma 
PZR Master Karışımı (SYBR 
Green PZR tampponu, 
dNTP’ler, Polimeraz, Antikor) 

3 adet/1 mL Qiagen 

ROX Referans Boyası  1 adet/1 mL Qiagen 
Nükleaz İçermeyen Su 2 adet/1,5 mL Qiagen 

 

3.1.2 Kullanılan Cihazlar 

Tablo 3.5 Laboratuvarda Kullanılan Cihazlar 

Ekipman Üretici Firma 
Ultra Derin Dondurucu Dolap (-80o C) Thermo Fisher Scientific 
Derin Dondurucu Dolap (+4o C) Arçelik 
Masaüstü Santrifüj Hettich Universal 32 R 
Masaüstü Santrifüj Beckman Coulter Allegra X-30R 
RT-qPCR Termal Isı Döngüleyici Roche 
Termal Isı Döngüleyici T100 Bio-Rad 
Vorteks Velp 
Bilgisayar Apple 
Nanodrop Thermo Fisher Scientific 
Çeker Ocak  Hedlab 

 
3.1.3 Kullanılan Bilgisayar Programları 

Tablo 3.6 Ölçüm ve hesaplamalarda kullanılan yazılımsal gereçler 

Program Üretici Firma 
Excel Çalışma Sayfası Microsoft Co.  
Word Çalışma Sayfası Microsoft Co. 
SPSS IBM 
EnrichR Maayan Lab. 
g:Profiler Elixir İnfrastructure 
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 çalışma için İstanbul Çam ve Sakura Şehir Hastanesi Klinik Araştırmalar Etik 

Kurulu’nun 07/07/2022 tarihinde 2022.07.227 sayılı kararına göre etik kurul 

onayı verildi. Hasta grupları için onam formları gönüllülere imzalatıldı. 
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3.2 Metot 

3.2.1 İn Siliko Çalışmalar 

3.2.1.1 Veri Toplama ve Araştırma Stratejisi 

2022 yılına kadar yayınlanmış uygun çalışmalar için PubMed ve Science Direct 

veri tabanlarında elektronik aramalar yoluyla ALS hastalığında mitokondri 

fonksiyon bozukluğu ve ilişkili olan genler üzerine literatür taraması yapılmıştır. 

Araştırma konusu ile ilgili olduğu düşünülen makaleler manuel olarak gözden 

geçirilmiştir. ALS, mikroRNA'lar ve mitokondri olan MeSH terimleri kullanılmıştır. 

 

3.2.1.2 Belirlenen Genlerin Yol Zenginleştirme Analizleri 

Literatür taramasından belirlenen genler, Enrichr 

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/ ) gen seti zenginleştirme analiz aracı ile 

analiz edildi. Tanımlanan genler üzerinde KEGG 2021 Human'da yol analizi 

yapıldı. Belirlenen genler ayrıca g:Profiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost ) 

aracında çalıştırıldı. Biyolojik yol analizleri, g:Gost fonksiyonel profillemede KEGG 

ve WikiPathway kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Son olarak genler CROssBAR 

(https://crossbar.kansil.org ) aracı ile çalıştırıldı. 

 

3.2.1.3 miRNA Tahmini ve Uygunluk Kriterleri 

Daha spesifik sonuçlar elde etmek için dört farklı veri tabanı, 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'ları tanımlamak için kullanıldı. Tüm veri 

tabanlarında organizma olarak homo sapiens arandı. Tanımlanan her gen, ayrı ayrı 

dört veri tabanında analiz edildi. Her gen için bir Venn diyagramı aracı 

(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ ), dört ayrı veri tabanından 

elde edilen miRNA'lar kullanılarak karşılık gelen genle ilgili ortak miRNA'ları 

görselleştirmek için kullanıldı. Bu araştırma belirli dahil etme kriterleri dahilinde 

gerçekleştirilmiştir: i) her gen için en az iki veri tabanında bulunan miRNA'lar tek 

bir listede toplanmıştır, ii) ortak listeden en az üç geni hedef alan miRNA'lar tek 
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bir listede birleştirilmiştir. Tüm işlemler için p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. 

 

3.2.1.4 miRNA Set Analizi 

Ortak listenin oluşturulmasının ardından, miRNet 2.0 ( https://www.mirnet.ca ) 

ve TAM 2.0 (http://www.lirmed.com/tam2/ ) araçları ile miRNA'lar kullanılarak 

set analizi yapıldı. Ortak miRNA'ları göstermek için her iki veri tabanı ve bir venn 

şeması kullanıldı. 

 

 
 

Şekil 3.1 İş Akışı 

 
3.2.2 İn Vitro Çalışmalar 

3.2.2.1 Klinik Örnekler 

Tüm ALS hastaları klinik ve nöropatolojik olarak El Escorial Kriterlerine göre tanı 

alan hastalar dahil edilmiştir (Brooks vd., 2000). Sağlıklı kontroller kontrol 

edilmiş ve herhangi bir ALS veya nörodejeneratif hastalık tanısı yoktur. Nörolojik 

kontroller ise Esansiyel Tremor ve Parkinson hastalarından seçilmiştir (Prof. Dr. 

Halil Atilla İdrisoğlu ve Uzm. Dr. Dilara Mermi Dibek, İstanbul Başakşehir Çam ve 

Sakura Şehir Hastanesi, İstanbul). Çalışmaya dahil olan hasta ve kontrollerin 18 

yaş ve üzerinde olması, kadın veya erkek olması öngörülmüştür. Hasta ve kontrol 
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sayıları istatiksel analizler sonucunda belirlenmiştir. Bu araştırmanın %80 kadar 

güç (power) için tahmini örneklem büyüklüğü alt sınırı 36’dır. 4 sağlıklı kontrol 

+ 20 ilaç tedavisi almış hasta + 11 ilaç tedavisi almamış hasta + 7 nörolojik 

kontrol grubu olacak şekilde toplamda 42’dir. Bu istatiksel analiz için G*Power 

3.1 programı kullanıldı. İstatiksel veriler Waller vd., 2018’deki miRNA araştırma 

sonuçları baz alınarak oluşturuldu (Waller vd., 2018). Güç analizine göre; etki 

büyüklüğü (d) = 0,962963, I. tip hata (a=0,05), 1-b = 0,80, Standart sapma (s 

= 0,54), Gruplar arası oran 1, Çift yönlü analiz (two-tailed), t testi, Ortalama: 2 

bağımsız grup arasındaki fark (Means: Differences between two independent 

means two groups). Güç analizine göre testin gücü %80 (0,8013). 

Tablo 3.7 ALS Grubu Hasta Demografik Bilgileri 

 Sayı 
ALS ilaçlı 
 

20 
ALS ilaçsız 11 
Kadın 5 
Erkek 26 
<30 1 
30-39 1 
40-49 3 
50-59 9 
>60 17 

 
Tablo 3.8 Nörolojik Kontrol Grubu Hasta Demografik Bilgileri 

 Sayı 
Parkinson 2 
Esansiyel Tremor 5 
Kadın 4 
Erkek 3 
<30 0 
30-39 0 
40-49 0 
50-60 1 
>60 6 

 
Tablo 3.9 Sağlıklı Kontrol Grubu Demografik Bilgileri 

 Sayı 
Sağlıklı Kontrol 4 
Kadın 1 
Erkek 3 
<30 1 
30-39 1 
40-49 0 
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Tablo 3.9 Sağlıklı Kontrol Grubu Demografik Bilgileri (devamı) 

50-60 1 
>60 1 

 
3.2.2.2 PBMC Hazırlığı 

PBMC (Periferik kan mononükleer hücreler) hazırlığı için 7 ml venöz kan alınarak 

EDTA’lı tüplere koyulmuştur. Alınan kan örnekleri PBS ile 1:1 oranında 

seyreltilmiştir. Kan ve PBS karışımı Ficoll (Lenfosit ayırıcı medya) üzerine 

eklenmiştir. Standart Ficoll, yoğunluk gradyan santrifüj yöntemi ile izole 

edilmiştir (400 x g’de 20 dk., 20o C). Santrifüj sonrası olası kontaminasyonu 

engellemek için izole edilmiş PBMC hücrelerine PBS eklenip, 2 kez 400 x g’de 20o 

C’de 10 dakika santrifüj edilerek saflaştırma sağlanmıştır. Elde edilen bulutsu 

katmandan aynı gün çerisinde total RNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir (de Felice 

vd., 2012, 2014).  

 

3.2.2.3 Total RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi 

ALS hastalarından ve kontrollerden elde edilen kan örneklerinden PBMC 

hazırlandıktan sonra miRNeasy Mini Kit kullanılarak total RNA izolasyonu elde 

edilmiştir. RNA’ların miktarı ve kalitesi, Nanodrop Spektrofotometre kullanılarak 

ölçülmüştür. RNA miktarı 66 – 567 ng arasında olanlar, A260/A280 oranı 1,90 – 

2,1 ve A260/A230 oranı 0,27 – 2,0 arasında olanlar çalışmaya dahil edilmiştir. 

RNA’lar kullanılan kitin protokolüne göre cDNA’ya çevrilmiştir.  

 

3.2.2.4 Kantitatif Gerçek Zamanlı PZR (RT-qPCR) ile miRNA Validasyonu 

RT-qPZR ile miR-9 ve miR-141’in ekspresyon analizi Sağlık Bilimleri Üniversitesi, 

Validebağ Deneysel Tıp ve Araştırma Merkezi’nde, Dr. Tuğba KUL KÖPRÜLÜ 

rehberliğinde gerçekleşmiştir. Primerlerin alındığı firma tarafından hedef 

miRNA’lar miR-9, miR-141 ve House-keeping Gen U6 için uygun primerler 

tasarlanmıştır. Periferal kandan elde edilen lökositlerden total RNA izolasyonu 

yapıldı. miRNA düzeylerinin belirlenebilmesi için Real-Time qPZR Sistem 

kullanılmıştır. Kantitatif PZR, eş zamanlı takibi sağlayan miRCURY LNA SYBR 

Yeşil PZR Kit ile Roche qPZR cihazında önerilen protokole uygun bir şekilde 

gerçekleştirildi. Her bir örnek 3 kere tekrarlanmıştır (de Felice vd., 2014; Gagliardi 

vd., 2018; Kuźma-Kozakiewicz vd., 2016; Schipper vd., 2007).  
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Tablo 3.10 RT-qPZR için kullanılan primerler 

Primer Adı  Primer Sekansı 

Housekeeping 

gen U6 

GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGG
AACGAUACAGAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGC
AAGGAUGACACGCAAAUUCGUGAAGCGUUCCAUA
UUUU 

miR-9 5'UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA 

miR-141 5'UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG 

 
Tablo 3.11 RT-qPZR Koşulları 

Aşama Sıcaklık Süre 
PZR başlangıç 
sıcaklığı 

95 oC 2 dk 

Denatürasyon 95 oC 10 s 
Birleştirilmiş 
Annelig/Uzatma 

56 oC 1 dk 

Döngü sayısı  45 döngü 
Erime Eğri Analizi 60-95 oC  

 
3.2.2.5 İstatiksel Analiz 

Örnek grupları arasında miRNA seviyeleri değişim katsayısı (fold change) 2 

Ortalama Delta Delta Ct (2-DDCt-Cycle Threshold) yöntemi ile belirlenmiş ve 

QIAGEN GeneGlobe platform üzerinden hesaplamaları yapılmıştır (Gagliardi vd., 

2018; Livak & Schmittgen, 2001). Böylelikle ilgili genlerin ekspresyon 

miktarlarının kaç kat arttığı belirlenmiştir. Farklı grupların karşılaştırılmalı olarak 

değerlendirilmesi aynı platform üzerinde bulunan Student’s t testi ile yapılmıştır. 

Kat değişim sayısı (Fold change) FC < 1,50 ve p değeri p <0,05 istatiksel olarak 

anlamlı olarak değerlendirilmiştir.  
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4 
SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

4.1 Sonuçlar 

4.1.1 Genlerin Seçimi 

ALS'de mitokondriyal disfonksiyonla ilişkili genler üzerinde bir literatür 

araştırması yapıldı. Bu çalışmalar sonucunda SOD1, FUS, TARDBP, C9orf72, OPTN, 

TBK1, CHCHD10, VCP ve BCL2 genleri ortaya çıkarıldı ve araştırmalara bu genler 

ile devam edildi. (Tablo 4.1). Tanımlanan genler, KEGG Yolakları diyagramında 

sarı ile etiketlendi (Şekil 2.4). 

 

Tablo 4.1 Literatüre dayanılarak ortaya koyulan ALS’de mitokondriyal 

disfonksiyona bağlı genler 

Lokus Gen (Protein) Referanslar 

ALS1 SOD1 (Süperoksit dismutaz 1) 
(Kong & Xu, 1998; vande 
Velde vd., 2011) 

ALS6 FUS (RNA bağlanma proteini FUS) (Sharma vd., 2016) 

ALS10 TARDBP (TAR DNA bağlanma proteini 
43) 

(W. Wang vd., 2016; 
Zuo vd., 2021) 

ALS12 OPTN (Optinörin) 
(Z. Liu vd., 2018; Wong & 
Holzbaur, 2014) 

FTD/ALS6 VCP (Valosin içeren protein) 
(Johnson vd., 2010; Kim 
vd., 2013) 

FTD/ALS1 C9orf72 (Kromozom 9 açık okuma 
çerçevesi 72) 

(Dafinca vd., 2016) 

FTD/ALS2 
CHCHD10 (Sarılmış-bobin-heliks-
sarılmış-bobin-heliks bölgesi 10) 

(Bannwarth vd., 2014; 
Genin vd., 2019) 

FTD/ALS4 TBK1 (TANK bağlanma kinaz 1) (Harding vd., 2021) 

18q21.33 BCL2 (B-hücre Lenfoma 2) 
(Mu vd., 1996; Pedrini 
vd., 2010) 

 
4.1.2 Belirlenen Genlerin Yol Zenginleştirme Analizleri 

Belirlenen genler Enrichr veri tabanında KEGG analizi ile gerçekleştirilmiştir. 

Sekiz genin ALS ile önemli ölçüde ilişkili olduğu bulundu. Yedi genin 

nörodejenerasyon ile güçlü bir şekilde bağlantılı olduğu bulundu. TBK1 ve OPTN 
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genlerinin mitofaji ile önemli ölçüde ilişkili olduğu bulunurken, TBK1 ve BCL2'nin 

otofaji ile önemli ölçüde ilişkili olduğu bulundu (Tablo 4.2). 

 
Tablo 4.2 Enrichr aracı kullanılarak yol zenginleştirme analizi KEGG 2021 için 

Terim p değeri q değeri Çakışan genler 
Amyotrofik Lateral 

Skleroz 
9,877965e- 

14 
6,025558e- 

12 
[VCP, TBK1, FUS, BCL2, CHCHD10, 

TARDBP, OPTN, SOD1] 
Nörodejenerasyon 

Yolakları 
1,409405e- 

10 
4,298684e- 

09 
[VCP, TBK1, FUS, BCL2, TARDBP, 

OPTN, SOD1] 

Mitofaji 
4,037790e- 

04 
8,210173e- 

03 [TBK1, OPTN] 

mRNA izleme yolu  
8,365989e- 

04 
1,275813e- 

02 [FUS, TARDBP] 

Otofaji 
1,624891e- 

03 
1,699943e- 

02 [TBK1, BCL2] 

Kızamık 
1,672075e- 

03 
1,699943e- 

02 [TBK1, BCL2] 

Hepatit B 
2,261359e- 

03 
1,809705e- 

02 [TBK1, BCL2] 
Endoplazmik 

retikulumda protein 
işleme  

2,515130e- 
03 

1,809705e- 
02 [VCP, BCL2] 

NOD benzeri Reseptör 
Sinyal Yolu 

2,812236e- 
03 

1,809705e- 
02 [TBK1, BCL2] 

RNA Transport                   

  
2,966730e-      

03 

  
1,809705e- 

02 [FUS, TARDBP] 
 

KEGG yolu analizi, g:Profiler aracıyla dokuz gen üzerinde yapıldı. Dokuz genin 

ALS ile önemli ölçüde ilişkili olduğu ortaya çıktı. Sekiz genin nörodejenerasyon ile 

güçlü bir şekilde bağlantılı olduğu bulundu. TARDBP, TBK1, VCP, CHCHD10, 

C9ORF72 ve SOD1 genlerinin mitokondriyal morfolojideki anormallikle önemli 

ölçüde bağlantılı olduğu görüldü. Bu veri tabanı analizi sonucunda otofaji, nöron 

atrofisi ve morfolojik anormalliklerin düzenlenmesi ile ilişkili birçok genin olduğu 

ortaya çıktı (Şekil 4.1). Ayrıca bu genler için CROssBAR aracı kullanıldı. Sonuç 

olarak, TBK1 ve OPTN genleri, mitofaji ile ilgili yolda belirgindi. Aynı zamanda 

otofajiye bağlı yolakta TBK1, BCL2 ve C9orf72 genleri bulundu. Ayrıca, BCL2 geni 

ayrıca p53 sinyal yolu ve apoptoza da bağlandı. BCL2 ve VCP genleri birlikte 

değerlendirildiğinde bu genler endoplazmik retikulumda protein işlemede de 

bulunmuştur (Şekil 4.2). Şekil 2.4’teki KEGG yolu, p53 sinyal yolunu ve 

endoplazmik retikulumda protein işlemeyi ayrıntılı olarak göstermektedir. 
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Şekil 4.1 Belirlenen genlerin zenginleştirme sonuçlarının g:Profiler Manhattan 

grafiği ile görselleştirilmesi A) g:Profiler zenginleştirme sonuçlarının Manhattan 
Grafiği B) Gen listesi ayrıntılı yol zenginleştirme analizi. 

 
4.1.3 miRNA'ların Tanımlanması ve Set Analizleri 

Başlangıçta tek bir veri tabanı yerine daha spesifik sonuçlar elde etmek için dört 

farklı veri tabanı kullanıldı. Veriler, her bir gen için ayrı ayrı dört veri tabanından 

elde edildi. Her gen için, en az iki veri tabanında bulunan miRNA'ları bulmak için 

ayrı ayrı bir Venn diyagramı kullanıldı (Şekil 4.3). Her bir gen için en az iki veri 

tabanında bulunan ortak miRNA'lar arasında en az üç geni hedefleyen ilgili tüm 

miRNA'lar Venn şeması kullanılarak listelenmiş ve analizler sonucunda 28 miRNA 

ortaya çıkarılmıştır (Tablo 4.3). Bu miRNA'lar ayrıca miRNA set analizi için 

miRNet 2.0 ve TAM 2.0 araçları kullanılarak değerlendirildi (Tablo 4.4). 



 37 

 

Şekil 4.2 CROssBAR aracı ile yol zenginleştirme analizi 
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Şekil 4.3 Tanımlanan genler için dört farklı veri tabanı kullanılarak elde edilen 

ortak miRNA'ları ortaya çıkarmak için kullanılan Venn diyagramı görüntüleri. 

Tüm veri tabanlarında ortak olan BCL2 için 6 miRNA vardır. TARDBP için dört 

veri tabanında ortak olan 1 miRNA vardır. Dört veri tabanında da CHCHD10 için 

2 ortak miRNA vardır. Kalan SOD1, FUS, C9ORF72, TBK1, OPTN, VCP genleri 

için en fazla 3 veri tabanında ortak miRNA'lar bulunmaktadır. Dört veri 

tabanında bu 6 gen için ortak miRNA'lar yoktur. A: SOD1, B: FUS, C: TARDBP, 

D: C9ORF72, E: OPTN, F: VCP, G: CHCHD10, H: TBK1, I: BCL2 

 
Bu aşamada, yol zenginleştirme analizlerinden elde edilen veriler kullanılarak 

miRNA'lar elimine edildi. Belirlenen dokuz gen ile ilişkili yolakları ve 28 miRNA 

ile ilişkili yolakları karşılaştırdığımızda Tablo 4.4'teki verileri elde ettik. Tabloda 

bulunan verilere baktığımızda miR-9 ve miR-141'in olduğunu belirledik. Sonuç 

olarak, 2 miRNA elde ettik. İki yaygın miRNA'nın, hsa-miR-9-5p ve hsa-miR-141-

3p’nin her iki veri tabanında da ALS ile önemli ölçüde bağlantılı olduğu bulundu. 

 

4.1.4 Kantitatif PZR (RT-qPCR) miRNA Validasyon Sonuçları 

Kantitatif gerçek zamanlı PZR ile hsa-miR-9-5p ve hsa-miR-141-3p’nin hasta ve 

kontrol kan örneklerinde ekspresyon analizlerini yaparak validasyonlarını 

sağlamış olduk. Sonuçlar neticesinde kat değişim (Fold Change) değerleri ve P 

değerleri Tablo 4.6’te gösterilmektedir. Ayrıca, bu verilerin ısı haritası ve 

clustergram görseli Şekil 4.4’te gösterilmektedir (Şekil 4.4 ve Tablo 4.6). Nörolojik 

kontrol, ilaçlı ve ilaçsız ALS hasta grupları sağlıklı kontrollere göre kıyaslandığında 

aralarında belirli farklar oluşmuştur. Özellikle miR-141 ALS ilaçsız grupta 

istatiksel olarak anlamlı şekilde up-regüle olduğu ortaya koyulmuştur. ALS ilaçlı 

ve ALS ilaçsız hasta grupları, nörolojik kontrol grubuna göre kıyaslandığında ise 

miR-141 ALS ilaçsız grupta istatiksel olarak anlamlı şekilde up regüle olduğu 

ortaya koyulmuştur (Tablo 4.6).  

 

 

 

 



 39 

 

Tablo 4.3 Mitokondriyal Fonksiyon bozukluğu ile ilgili genleri hedef alan miRNA 

tahminleri  

miRNA Hedef 
Genler 

Veri Tabanları miRNA Hedef 
Genler 

Veri Tabanları 

hsa-miR-
103a-3p 

BCL2 MirTargetLink, MirNet 

hsa-miR-
125b-5p 

BCL2 MirTargetLink, 
MirWalk, MirNet 

TARDBP MirTargetLink, MirNet FUS MirTargetLink, MirNet 

VCP MirTargetLink, 
MirNet, TargetScan TARDBP MirTargetLink, MirNet 

hsa-miR-
136-5p 

BCL2 MirTargetLink, 
MirNet, TargetScan 

hsa-miR-
139-5p 

BCL2 
MirTargetLink, 

MirWalk, MirNet, 
TargetScan 

C9ORF72 MirTargetLink, 
TargetScan C9ORF72 MirTargetLink, 

MirWalk, TargetScan 

VCP MirTargetLink, 
TargetScan SOD1 MirTargetLink, 

MirNet, TargetScan 

hsa-miR-
141-3p 

C9ORF72 MirTargetLink, 
MirWalk 

hsa-miR-
155-5p 

BCL2 MirNet, TargetScan 

FUS MirTargetLink, MirNet FUS MirNet, TargetScan 

TARDBP MirTargetLink, MirNet TBK1 MirTargetLink, 
mirNet, TargetScan 

OPTN MirTargetLink, 
MirWalk 

hsa-miR-
182-5p 

BCL2 
MirTargetLink, 

MirWalk, MirNet, 
TargetScan 

hsa-miR-
181b-5p 

BCL2 MirTargetLink, MirNet C9ORF72 MirTargetLink, 
MirNet, TargetScan 

FUS MirTargetLink, MirNet TARDBP MirNet, TargetScan 

TARDBP MirTargetLink, MirNet OPTN MirTargetLink, 
TargetScan 

hsa-miR-
186-5p 

C9ORF72 MirNet, TargetScan 

hsa-miR-
200c-3p 

BCL2 MirTargetLink, MirNet 

TARDBP MirTargetLink, 
MirNet, TargetScan TARDBP MirTargetLink, MirNet 

TBK1 MirTargetLink, 
MirNet, TargetScan TBK1 MirTargetLink, MirNet 

hsa-miR-
20a-5p 

BCL2 MirTargetLink, MirNet 

hsa-miR-
212-3p 

FUS MirTargetLink, MirNet 

OPTN MirTargetLink, 
MirWalk TARDBP MirWalk, MirNet 

TARDBP MirTargetLink, MirNet TBK1 MirTargetLink, 
MirWalk 

hsa-miR-
23b-3p 

SOD1 MirTargetLink, MirNet 

hsa-miR-
330-3p 

FUS MirNet, TargetScan 

TARDBP MirTargetLink, MirNet OPTN MirTargetLink, 
MirWalk 

VCP MirTargetLink, 
MirNet, TargetScan TARDBP MirTargetLink, 

TargetScan 
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Tablo 4.3 Mitokondriyal Fonksiyon bozukluğu ile ilgili genleri hedef alan miRNA 

tahminleri (devamı) 

hsa-miR-
331-3p 

FUS MirTargetLink, MirNet 

hsa-miR-
361-3p 

BCL2 MirWalk, TargetScan 

TARDBP MirWalk, MirNet, 
TargetScan TARDBP 

MirTargetLink, 
MirWalk, MirNet, 

TargetScan 

VCP MirTargetLink, 
TargetScan VCP MirTargetLink, 

MirNet, TargetScan 

hsa-miR-
361-5p 

OPTN MirTargetLink, 
TargetScan 

hsa-miR-
376c-3p 

BCL2 MirTargetLink, MirNet 

SOD1 MirNet, TargetScan C9ORF72 MirTargetLink, 
MirNet, TargetScan 

VCP MirTargetLink, MirNet FUS MirTargetLink, 
TargetScan 

hsa-miR-
410-3p 

C9ORF72 MirTargetLink, 
TargetScan 

hsa-miR-
429 

BCL2 MirTargetLink, MirNet 

OPTN MirTargetLink, 
TargetScan TARDBP MirTargetLink, MirNet 

VCP MirTargetLink, 
TargetScan TBK1 MirTargetLink, MirNet 

hsa-miR-
432-5p 

BCL2 MirWalk, TargetScan 

hsa-miR-
513a-5p 

SOD1 MirTargetLink, 
TargetScan 

OPTN MirTargetLink, 
TargetScan TARDBP MirTargetLink, 

MirNet, TargetScan 

TARDBP MirWalk, TargetScan TBK1 MirTargetLink, 
TargetScan 

hsa-miR-
545-3p 

C9ORF72 MirTargetLink, 
TargetScan 

hsa-miR-
552-3p 

SOD1 MirTargetLink, 
TargetScan 

OPTN MirTargetLink, 
TargetScan TARDBP MirTargetLink, 

TargetScan 

TARDBP MirTargetLink, 
TargetScan TBK1 MirTargetLink, 

MirWalk 

hsa-miR-
582-5p 

BCL2 MirNet, TargetScan 

hsa-miR-
7-5p 

BCL2 
MirTargetLink, 

MirWalk, MirNet, 
TargetScan 

C9ORF72 MirTargetLink, 
TargetScan FUS MirNet, TargetScan 

FUS MirNet, TargetScan VCP MirTargetLink, MirNet 

SOD1 MirNet, TargetScan 

let-7b-5p 

BCL2 MirNet, MirWalk 

hsa-miR-
9-5p 

BCL2 MirTargetLink, 
MirWalk, MirNet C9ORF72 MirNet, MirWalk 

OPTN MirTargetLink, 
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 Değeri 
(miRNet) 

P Değeri 
(TAM) 

Yaşlanma hsa-let-7b-5p 0,111 5,98e-10 
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 
Nöron Farklılaşması hsa-miR-182-5p 0,0617 3,89e-6 

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

Beyin Gelişimi hsa-miR-20a-5p 0,201 3,41e-6 
hsa-miR-103a-3p 

hsa-miR-9-5p 
hsa-miR-155-5p 

Oksidatif Stres hsa-miR-141-3p 0,462 0,1808 
Nöron Gelişimi hsa-miR-141-3p 0,488 0,1808 

Apoptoz hsa-miR-7-5p 0,623 1,95e-5 
hsa-miR-182-5p 

hsa-miR-9-5p 
hsa-miR-155-5p 

miRNA Hastalıklar       

Amyotrofik Lateral Skleroz hsa-miR-125b-5p 0,00733 1,48e-5 
hsa-miR-141-3p 

hsa-miR-9-5p 

miRNA Doku       

Beyin hsa-let-7b-5p 1,27e-8 4,89e-4 
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 

*Koyu olarak yazılan değerler istatiksel olarak anlamlıdır, p<0,05 
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Tablo 4.5 İn siliko yöntemler ile bulunan miRNA’ların literatür özeti 

miRNA'lar Açıklama Örnek 
Grup 

Genişliği Yayınlar 

miR-103a-
3p 

sALS hastalarında anlamlı şekilde down-
regüle olduğu ortaya koyulmuştur 

Periferal 
kan 

56 sALS, 20 
SK 

Liguori et al., 
2018 

miR-125b 

Astrogliosis ile ilişkili olarak glia 
hücrelerini düzenlediği bilmektedir 

    
Smirnova et al., 
2005; Pogue et 
al., 2010 

G93A ALS mutant farelerde mikroglia 
hücrelerinde up-regüle olduğu tespit 
edilmiş ve ALS'deki nöroinflamasyon 
mekanizmasında rol oynadığını ortaya 
koymuşlardır 

Beyin 
dokusu 

G93A Mutant 
Fare  Parisi et al., 2013 

G93A ALS mutant fare beyinlerinde miR-
124 ve miR-9 ile ALS'de kortikobulbar yol 
dejenerasyonu ile ilişkili olduğu 
bulunmuştur 

Beyin 
dokusu 

G93A Mutant 
Fare  

Marcuzzo et al., 
2015 

Alzheimer mutant farelerde miR-9 ile 
birlikte dolaşımda down-regüle olduğu 
ve muhtemel biyobelirteç olabileceği 
ortaya koyulmuştur 

Beyin 
dokusu 

Alzheimer 
Mutant Fare  Hong et al., 2017 

G93A ALS mutant fare beyin dokularında 
mikroglia aktivasyonunu ve ALS'de motor 
nöron ölümünü düzenlediği bildirilmiştir 

Beyin 
dokusu 

G93A Mutant 
Fare  Parisi et al., 2016 

miR-139-5p 
ALS hastalarında Alzheimer ve MS 
hastalarına kıyasla down-regüle olarak 
bulunmuştur 

Serum 

20 sALS, 2 
fALS, 30 
Alzheimer, 73 
MS, 30 SK 

Raheja et al., 
2018 

miR-141 

miR-9 ile oksidatif strese karşı anlamlı 
şekilde up-regüle olduğu bildirilmiştir 

Hücre 
kültürü 

PC12 hücre 
hattı 

Delavar et al., 
2018 

Oksidatif strese maruz kalan fibroblast 
hücreleri miR-141 ekspresyonunu 
uyarıyor 

Fibroblast 
hücreleri 

Yumurtalık 
kanser mutant 
fare  

Mateescu et al., 
2011 

ROS ile indüklenen miR-141, Alzheimer 
hasta beyin dokularında up-regüle 
olmuştur   

Hücre 
Kültürü 

Alzheimer 
Beyin 
hücreleri 

Kinoshita et al., 
2015 

miR-155-5p 

G93A ALS mutant farelerde miR-125b 
mikroglia hücrelerinde up-regüle olduğu 
tespit edilmiş  

Beyin 
dokusu 

G93A Mutant 
Fare  

Parisi et al., 2013 

miR-155'in pre-semptomatik ve 
semptomatik aşamalarda potansiyel ALS 
biyobelirteci olabileceğini ortaya 
koymuşlardır 

Omurilik G93A Mutant 
Fare  

Cunha et al., 
2018 

Plazmada anlamlı şekilde up-regüle 
olduğu ortaya koyulmuştur Plazma 12 sALS, 6 NK 

Sobus et al., 
2018 

ALS mutasyonlu farelerde up-regüle 
olduğu bulunmuş ve inflamasyona sebep 
olan miRNA'lardan biri olduğu 
belirtilmiştir 

  G93A Mutant 
Fare  

Butovsky et al., 
2012 
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Tablo 4.5 İn siliko yöntemler ile bulunan miRNA’ların literatür özeti (devam) 

miR-181 

miR-181'in nöronlarda yüksek seviyede 
bulunduğunu ve Nörofilament hafif zincir 
ile miRNA+protein kompleksi oluşturarak 
prognostik biyobelirteç olabileceğini ortaya 
koymuşlardır 

Plazma 252 ALS, 103 
SK 

Magen et al., 2021 

miR-
182-5p 

ALS ve MS hastalarında down-regüle 
olduğu bulunmuştur 

Periferal 
kan 

56 sALS, 20 
SK 

D'erchia et al., 
2017; Liguori et 
al., 2018 

miR-
186-5p 

sALS hastalarında anlamlı şekilde down-
regüle olduğu ortaya koyulmuştur 

Periferal 
kan 

56 sALS, 20 
SK 

Liguori et al., 
2018 

Alzheimer hastalarında down-regüle olduğu 
ortaya koyulmuştur     Satoh et al., 2015 

miR-
23b-3p 

sALS hastalarının BOS örneklerinde up-
regüle olarak bulunmuştur 

Beyin-
omurilik 
sıvısı (BOS) 

32 sALS, 6 
NK, 10 SK 

Waller et al., 2018 

miR-9-
5p 

Beyinde oldukça fazla bulunan miRNA     Meza-Sosa et al., 
2014 

Mutant ALS beyin hücrelerinde miR-124 ve 
miR-125 ile bağlantılı olarak nöral 
aktiviteyi artırdığı bulunmuştur 

Beyin 
dokusu 

G93A Mutant 
Fare  

Marcuzzo et al., 
2015 

Sağlıklı kontrollere kıyasla miR-9 down-
regüle olduğu ortaya koyulmuştur 

Post-
mortem 
motor 
nöron 

12 sALS, 12 
SK 

Emde et al., 2015 

SMA hastalarında up-regüle olarak 
bulunmuştur Serum 10 SMA, 7 SK 

Catapano et al., 
2016 

miR-9 ve miR-125b down-regüle olduğu 
bulunmuş 

 Alzheimer 
Mutant Fare  Hong et al., 2017 

sALS hastalarının omurilik örneklerinde 
anlamlı şekilde down-regüle olduğu ortaya 
koyulmuştur  

Omurilik sALS  
Campos-melo et 
al., 2018 

sALS hastalarında up-regüle olarak 
bulunmuştur 

Beyin-
omurilik 
sıvısı (BOS) 

32 sALS, 6 
NK, 10 SK 

Waller et al., 2018 

ALS hasta omurilik örneklerinde bu ve 
başka diğer 2 miRNA down-regüle 
olmuşlar. Ve miR-9 ve NEFL ilişkisini ortaya 
koymuşlardır 

Omurilik 8 ALS, 5 SK 
Hawley et al., 
2019 
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Tablo 4.6 Hedeflenen miRNA’ların Kat değişim (Fold Change, FC) ve P değerleri 

  

Sağlıklı Kontrollere Kıyasla Nörolojik Kontrollere Kıyasla 

miRNA'lar 
Nörolojik 
Kontrol 

ALS ilaçlı ALS ilaçsız ALS ilaçlı ALS ilaçsız 

  
Kat 

Değişim 
Değeri 

P 
Değeri 

Kat 
Değişim 
Değeri 

P 
Değeri 

Kat 
Değişim 
Değeri 

P 
Değeri 

Kat 
Değişim 
Değeri 

P 
Değeri 

Kat 
Değişim 
Değeri 

P 
Değeri 

hsa-miR-
9-5p 

1,33 0,220 1,82 0,073 2,01 0,050 1,37 0,188 1,52 0,114 

hsa-miR-
141-3p 

1,1 0,517 1,38 0,169 1,77 0,023 1,25 0,218 1,61 0,021 

U6 
snRNA 

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

* Koyu olarak yazılan değerler istatiksel olarak anlamlıdır, p<0,05 ve FC > 1,50 .   
 
 

 
 

Şekil 4.4 Hasta grubundan elde edilen verilerin kontroller ile kıyaslanması ile 

oluşan Clustergram. A) İlaçlı ve ilaçsız ALS hastalarından elde edilen verilerin 

sağlıklı kontrollerden elde edilen veriler ile kıyaslandığında ortaya çıkan 

clustergram. B) İlaçlı ve ilaçsız ALS hastalarından elde edilen verilerin nörolojik 

kontrollerden elde edilen veriler ile kıyaslandığında ortaya çıkan clustergram. 
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4.2 Öneriler 

Amyotrofik lateral skleroz (ALS), nörodejeneratif bir hastalıktır. Motor nöronların 

dejenerasyonu ve iskelet kaslarının atrofisi ile karakterize ilerleyici, ölümcül bir 

hastalıktır. İnsidansı yılda 2,1/100.000 ve prevalansı yılda 5,4/100.000'dir. 

Genellikle fokal olarak başlar ve solunum sistemi felci nedeniyle ölümcüldür. 

MiRNA'ların birçok hastalığın tanısını kısaltmak ve kolaylaştırmak için biyobelirteç 

olarak kullanılmasına ilişkin araştırmaların yapıldığı bilinmektedir. Biyobelirteç 

çalışmaları ALS teşhisi için çok önemlidir ve teşhis için gereken süreyi kısaltır. ALS 

hastalığının ortalama tanı süresi 12 aydır. Bu durumla ilgili olarak ALS 

çalışmalarında biyobelirteç araştırmalarına öncelik verilmektedir (Joilin vd., 

2020; Takahashi vd., 2015; Toivonen vd., 2014). Biz bu çalışmada in siliko ve in 

vitro yöntemler ile ALS patolojisinde yer alan mitokondriyal fonksiyon bozukluğu 

ile ilgili genleri hedef alan miRNA’ların potansiyel biyobelirteç olmalarını 

araştırdık. Literatürden ALS ve mitokondriyal disfonksiyon ile ilgili dokuz hedef 

gen belirlendi. Tanımlanan genler için dört farklı veri tabanından elde edilen ortak 

miRNA'ları ortaya çıkarmak için bir Venn diyagramı kullanıldı (Şekil 4.3). Bunun 

sonucunda 28 miRNA listelendi. Belirlenen genler ile Enrichr, g:Profiler ve 

CROssBAR araçları ile yolak analizleri yapıldı. 28 miRNA set analizlerine tabi 

tutuldu ve elde edilen yolak analizlerinin de yardımıyla hastalık patogenezi ile 

ilgili olarak 2 miRNA ön plana çıktı. Öne çıkan hsa-miR-9-5p ve hsa-miR-141-3p 

miRNA’larına, ALS hastalarından elde edilen kan örneklerinde RT-qPCR ile 

ekspresyon seviyelerine bakıldı. Sonuç olarak, miR-141 ilaç tedavisi görmemiş, 

yeni tanı almış ALS hastalarında istatiksel olarak anlamlı şekilde up-regüle olduğu, 

ekspresyon seviyesinin kontrollere göre hastalarda fazla olduğu ortaya 

koyulmuştur (FC=1,77, p<0,05; FC=1,61, p<0,05, Tablo 4.6). Tablo 4.6’da 

verilen verilere baktığımızda nörolojik kontrol grubunun sağlıklı kontrol grubu ile 

kıyasladığımızda miR-9 için FC=1,33, miR-141 için FC=1,10. İstatiksel olarak 

anlamlı olduğunu söyleyemeyiz hem kat değişim değerleri açısından hem de p 

değerleri açısından. ALS grubu değerlerine baktığımızda ise, sağlıklı kontroller ile 

kıyaslandığında ilaç tedavisi görmekte olan ALS grubunun kat değişim değerleri 

ilaç tedavisi görmemiş ALS grubu hastalarına göre daha düşük ve p değerleri ise 



 46 

daha yüksek yani anlamlı değil yorumunu her iki miRNA için de yapabiliriz. İlaç 

tedavisi görmemiş grup ise kat değişim değeri daha yüksek ve p değerleri diğer 

gruba göre daha anlamlı (Tablo 4.6). Nörolojik kontrolleri baz aldığımızda ise 

miR-141 ilaçsız grupta yine anlamlı şekilde up-regüle olduğunu görebiliyoruz. 

Nörolojik kontrollere göre kıyasladığımızda veriler sağlıklı kontroller ile 

kıyasladığımızdaki benzerlikleri ortaya koyuyor (Tablo 4.6).  

Literatürde bulunan üç ayrı çalışma miR-141’in oksidatif stres ve ROS ile 

indüklendiğini ve bu indüklenme ile up-regüle olduğunu ortaya koyuyorlar 

(Delavar vd., 2018; Mateescu vd., 2011; Kinoshita vd., 2015). Elde ettiğimiz 

verileri literatürdeki diğer çalışmalar ile kıyasladığımızda birbirlerini 

destekledikleri anlaşılmaktadır. miR-141 literatürde daha önce ALS hasta 

gruplarında hiçbir örnekte bakılmamış ve araştırılmamıştır. Bu sebeple bu çalışma 

ilk olma niteliği taşımaktadır. miR-9, yapılan iki ayrı çalışmada omurilik 

örneklerinde down-regüle olmuştur (Campos-melo vd., 2018; Hawley vd., 2019). 

Yapılan bir diğer çalışmada ise hasta BOS örneklerinde up-regüle olduğu ortaya 

koyulmuştur (Waller vd., 2018). miR-9 için farklı dokularda farklı ekspresyon 

seviyelerini görmekteyiz. Literatürde ALS hastalarında miR-9 için kan örneğinde 

veya dolaşımda daha önce bakılmamıştır. Bu sebeple yaptığımız çalışma 

literatürde yapılan ilk çalışmadır. Bu çalışma paralelinde, genişletilmiş kohortlar 

halinde çalışmanın ilerletilmesi ve sonuçların karşılaştırılması açısından önem 

taşımaktadır. Dikkat edilmesi gereken bir diğer nokta ise burada miRNA 

izolasyonu PBMC örneklerinden elde edilmiştir. Çalışma bu yönüyle de 

literatürdeki diğer çalışmalardan ayrılmaktadır. Genel bilgiler kısmında da 

bahsettiğimiz gibi PBMC serum ve plazmadan oldukça farklı ve daha yoğun 

miRNA içerir. Monleau ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada PBMC ve serum 

karşılaştırmasında PBMC örneklerinde daha fazla miRNA olduğu tespit edilmiştir 

(Monleau vd., 2014). Yapılan bir diğer çalışmada ise PBMC ve plazma 

karşılaştırılmasında bazı miRNA’lar çok az veya hiç plazmada eksprese olmazken 

PBMC’de daha fazla bulundukları ortaya koyulmuştur. Genel olarak, literatüre 

dayanarak ALS'de mitokondriyal disfonksiyona dahil olan genlerin olduğunu 

gösterdik. Burada, belirlenen genleri hedefleyen miR-9 ve miR-141’in ALS 

üzerindeki tahmini etkilerini in siliko yöntemlerle gösterdik. Biyobelirteçler olarak 
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klinik kullanım için tanımlanmış miRNA'ları ve bunların hedef genlerini 

araştırmak ve doğrulamak için hastalardan elde edilen kan örneklerinde bu 

miR’lerin ekspresyon seviyelerine baktık ve elde ettiğimiz değerleri ortaya koyduk.  
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