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Amyotrofik lateral skleroz hastalig1 istemli kaslarin kontroliinden sorumlu
noronlan etkileyen diinyadaki insidansi yillik 2/100.000 olan nérodejeneratif bir
hastaliktir. Son on yilda yapilan ¢aligmalarda, ALS hastaligimin klinik ve genetik
olarak heterojen dagilim gdsterdigi rapor edilmistir. MikroRNA (miRNA)’lar
kodlanmayan RNA’lar sinifindaki molekiillerden olup protein sentezinin
transkripsiyon sonrasi diizenleyicileri olarak tanimlanip translasyonu susturma
fonksiyonu yaparlar. miRNA genlerinin tanimlanmasi ile miRNA’larin biyobelirteg
olarak kullanilmasi 6nem kazanmistir. Reaktif oksijenler proteinlere, lipitlere ve
DNA'’ya oksidatif olarak hasarlara yol acabilir. Basta siiperoksit dismutaz, katalaz
ve glutatyon peroksidaz olmak iizere antioksidan mekanizmalar ile bu reaktif
oksijen tiirleri hiicrelerden temizlenir. ALS hastalarinda SOD diizeyinin 6lgiildiigii
caligmalar sonrast SOD gen mutasyonlari1 ve ekspresyon diizeylerinin arastirilmasi
ile ilgili c¢aligmalar artmigtir. Bu ¢alismada Cukurova bolgesindeki ALS
hastalarinda ilk defa miRNA ekspresyon diizeyi oOlgiilerek biyobelirte¢ olarak
kullanilabilirligi arastirilmistir. Bu amagla Cukurova bolgesindeki toplamda 20
ALS hastasindan kan oOrnekleri alinarak RT- PCR yontemi ile miRNA125b
ekspresyon diizeyi belirlenmistir. ALS hastaliginin  tanisinda miRNA125b
biyobelirtecinin kullanilmasinin olasi oldugu kanitlanmastir.

Anahtar Kelimeler: Amyotrophik lateral skleroz, Siiperoksit Dismutaz,
Reaktif Oksijen Tiirleri, miRNA125b
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ALS disease affects the neurons responsible for the control of voluntary
muscles. With an incidence of two per 100.000 and a prevalence of four per
100.000 person. The studies done past ten years proved that ALS disease is both
clinically and genetically heterogenous. MicroRNAs (miRNAs) are molecules in
the class of non-coding RNAs and they are defined as post-transcriptional
regulators of protein synthesis and function to silence translation. With the
identification of miRNA genes, the use of miRNAs as biomarkers become
important. Reactive oxygens can cause oxidative damage to proteins, lipids and
DNA. These reactive oxygen species are removed from the cells by antioxidant
mechanisms, superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase. After
studies related with measuring SOD levels in ALS patients, the study about SOD
gene mutations and expression levels have increased. In this study, miRNA
expression level was measured for the first time in ALS patients in Cukurova
region and its usability as a biomarker was investigated. For this purpose, blood
samples were taken from 20 ALS patients in Cukurova region and the expression
level of miRNA125b was determined by RT-PCR method. It was proven that
miRNA125b biomarker can be used in the diagnosis of ALS.

Key Words: Amyotrophik Lateral Sclerosis, Siiperokside Dismutase, miRNA
125 -b
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GENISLETILMIS OZET

Tipik bir alt ve iist motor néron hastaligi olan Amyotrophik Lateral
Sklerosis (ALS) birinci ve ikinci motor ndronlarda bir degil, pek ¢ok nedenle
aciklanmaya c¢aligilan, ilerleyici ve dejeneratif siire¢ ile Olime gotiiren bir
hastaliktir. Okiilomotor ve sfinkter fonksiyonu dahil olmak iizere bazi beyin
fonksiyonlar1 nispeten korunmustur; ancak bazi hastalarda bu durumdan
etkilenebilir. Vakalarin %20-50’sinde kognitif islev bozuklugu goriiliir ve %S5-
15’inde genellikle frontotemporal tip demans gelisir. Oliim solunum yetmezligine
bagli olup hastaligin basglangicindan 2-3 yil sonra ortaya c¢ikar. Ancak hastalarin
ancak %5-10’u bir dekad veya daha uzun yasar. Yasam boyu ALS gelisme riski
1/350-500°dir. Erkeklerde, yas ve genetik yatkinlik risk faktorleridir.

Son 15 yilda genomik biliminde ¢igir acan gelisme baslica goérevi
translasyonu susturmak olan miRNA genlerinin tanimlanmasidir. Post-
transkripsiyonel gen susturulmasi, mRNA iizerinde bulunan protein sentezinin
engellenmesiyle olusur. Bu gen susturulma mekanizmasi RNA interferans1 (RNA1)
olarak tanimlanmaktir. Gen susturulmast dsRNA olarak adlandirilan ¢ift zincirli
RNA molekiilii ile saglanmaktadir. Cift zincirli RNA molekiilii Dicer ve Drosha
enzimleriyle islenerek gen susturma ajanlart olan siRNA(21-23 niikleotid
uzunlugunda) ve miRNA (22 niikleotid uzunlugunda) (small interfering RNA ve
microRNA) doniistiiriiliir. Insan genomunda bilinen genlerin %1’ini kapsayan miR
genleri genomda transkripsiyonu diizenleyen transkripsiyon faktorlerini kodlayan
genler kadar yer tutarlar. Bu genlerin {irlinleri (miRNA) hedef mRNA larda
transkripsiyon sonrast susturma (post-transkriptional silencing) mekanizma ile

translasyonun ince ayarmna olanak saglarlar.
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Bu transkripsiyonel diizenlemenin neredeyse tiim biyolojik siireclerde rol
oynadig diisiiniilmektedir. Son zamanlarda miRNA aracili bu regiilasyonun, ALS
hastalarindaki ekspresyonun dnemli oldugu diistiniilmektedir.

Gergeklestirilen bir seri genetik ve molekiiler patolojik calismalarla ALS
ile ilgili bilgiler artmis olmasma ragmen hala bircok ALS vakasinin nedeni
bilinmemektedir. Bir ¢ok sistemin etkilendigi bir hastalik olarak tanimlanan ALS
nin bir ¢ok faktor etkisiyle olustuguna inanilmaktadir. ALS tanisi, prognostik
smiflamast ve hastaligin degerlendirilmesi i¢in duyarli biyolojik belirteglerin
bulunmasina ve kullanilmasina ihtiyag vardir.

ALS hastaliginin teshisinde kullanilan biyobelirtegler oldukga gesitlidir.
Ancak simdiye kadar yapilan birka¢ ¢alisma miRNA-125b nin kullanilabilecegini
gostermistir.

ALS hastalarinin biiyiik cogunlugunda ALS'nin etiyolojisi belirsizdir. Bazi
fALS hastalariin patojenitesi ¢ok cesitli gen mutasyonlart ile iligkili olmasina
ragmen ilgili genler hala tam olarak aydinlatilamamigtir. ALS'nin birgok patolojik
mekanizmasi aragtiritlmis olmasina ragmen halen 6liimciil bir hastaliktir ve etkili
bir tedavisi bulunmamaktadir. Yapilan caligmalar, ALS'nin ¢ok faktdrlii ve ¢ok
sistemli bir hastalik oldugunu gostermektedir. 1993 yilinda SOD1 mutasyonunun
bulunmasindan beri, ALS'nin genetik bilesenleri derinlemesine arastirilmistir. Bu
nedenle etkili tedavi bulmak i¢in hastalik patojenini daha iyi anlamak
gerekmektedir. ALS hastaliginin tanisinda ve teshisinde cesitli biyobelirtegler
kullanilmaktadir.

Bu proje ile Cukurova bdlgesinde ALS hastalarinda miRNA 125-b

ekspresyonu Ol¢iilerek biyobelirteg olarak kullanilabilirligi aragtirilmistir.
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1. GIRIS Ozlem KARA

1. GIRIS

1.1. Amiyotrofik Lateral Skleroz Hastahg1

Amyotrofik Lateral Sklreoz (ALS) hastaligi motor néron hastaliklarindan
biridir. Motor néronlar beyinden omurilige ve kaslara kadar uzanabilmektedir.
Motor ndronlar dejenere oldugunda beyindeki sinyaller kas hiicrelerine iletilmez ve
buna bagh olarak kaslarin durumu kétiilesmektedir.

ALS, beyindeki ve omurilikteki sinir hiicrelerini etkileyen ilerleyici bir
ndro dejeneratif hastaliktir. A-miyo-trofik kelimesi Yunancadan gelir. "A" hayir
anlamina gelmektedir. "Myo" kas anlamina gelir ve "Trofik" beslenme anlamina
gelir. Kisaca Amiyotrofik kelimesi, “Kas beslemesi yok” anlamina gelmektedir.
Fransiz norolojist Jean-Martin Charcot tarafindan 1869 yilinda kesfedildi. ALS
hastalig1 istemli kaslarin kontroliinden sorumlu néronlari etkilemektedir. Ornegin
ylrime ya da konusma kaslari ALS hastalarinda etkilenebilmektedir. Bununla
birlikte hastalik gitgide artarak semptomlar daha agirlasip kotiilesmektedir. Genel
olarak ALS tanist koyulduktan {ic ya da maksimum bes yil sonra solunum
sisteminde olusan ve tedavi edilemeyen sorundan dolayir hastalar hayatlarii
kaybetmektedir. ALS hastalig1 sporadik ya da ailesel olabilmektedir. Sporadik ALS
(sALS) hastalig1 rasgele olusup aile bireylerinden genetik olarak gegmemektedir.
Bunun tam tersi olan ailesel ALS (fALS) hastalig1 ise aileden hasta genin gegmesi
sonucunda olusabilmektedir (www.ALS.org) . ALS hastalig1 kisaca Sekil 1.1°de

Ozetlenmistir.



1. GIRIS Ozlem KARA

Saglikli motor néronlar kaslarin
kasilmasim tesvik eder.

Olii Motor

ALS hastaligi motor néronlarin liimiine
yol acip ve kaslarin zayiflamasina neden

Sinir Sistemi

olur.
a.
sa% 5000+
¥
Yillik teshis edilen
hasta sayis:
210 ENEE Tedaviigin FDA tarafindan
s : onaylanan sadece 4 ilag
Hastaliin %610 "u bulunmaktadsr;: Riluzole,
mutant gen ile Nuedexta. Radicava ve
aktanlryor. Tiglutik

2690 “w  Hastahfm tedavisi ya da
5 ios hastalifm ilerlemesini
I lmada -

6@ g;‘ ;;ﬁf‘;n[“‘? o ’ durdurmak i¢in yalagik 2

. . milyon dolarlik maaliyet
L‘g?:;::'_gum] Yoo oldugu tahmin edilmektedir.

2_5 YIL Her 90 dakikada yeni ALS

teshisi koyulmakta ya da
Yaklagik miir ALS hastalan hayatlarnm
uzunlugu kaybetmektedir.

b.
Sekil 1.1. ALS hastaliginin 6zeti (www.als.org)

ALS hastaliginin teshisi i¢in bircok yontem kullanilmaktadir. Bunlar
elektromiyograf (EMG), sinir iletim ¢alismasi (NCS), manyetik rezonans

goriintiileme (MRI) ve biyoakigkan testleridir (idrar ve kan testleri ile kas
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1. GIRIS Ozlem KARA

biyopsisi). ALS hastaligin1 tanimlamak ve ilerleme hizinin analizi ig¢in
biyobelirtecler kullanilabilmektedir. Biyobelirtegler kan ya da beyin omurilik
stvisinda belirlenebilmektedir (Mayo Clinic, 2022).

ALS hastalig1 en yaygin motor ndron hastaliklardan olup prevalanst 5.4/

100.000 ve insidansi 2/100.000 olarak bilinmektedir (Chio ve ark., 2013).

1.2. En Yaygin ALS Genleri

Yirmiden fazla ALS hastalifina neden olan gen bulunmustur. ALS genleri
hiicrelerde farkli degisikliklere yol actigi icin hastaligin belirli bir ortak
mekanizmasinin bulunmasii da zorlastirmaktadir. En yaygin ve sik karsilagilan
genler sunlardir: C9orf72 (Kromozom 9 agik ¢ergeve kaymasi 72), SOD1 (Cu/Zn
Superoxide Dismutase 1), FUS (Fused in Sarcoma), TARDBP (TAR DNA Binding
Protein) ve VAPB (Vesicle associated membrane protein-associated protein B)
(Zou ve Ark., 2017)

C9orf72 geni kromozom 9 un kisa kolunda agik okuma cergevesi 72 de
bulunmaktadir. Beyin ve motor ndronlar protein igerigi agisindan oldukga
zengindir. C9orf72 geninde olusan 6 niikleotidli (GGGGCC) tekrar eden mutasyon
ALS hastalig1 ve frontotemporal demans (FTD) ile iliskilendirilmektedir (DeJesus-
Hernandez ve Ark., 2011; Renton ve Ark., 2011; Majounie ve Ark., 2012). Saglikli
bireylerde C9orf72 genindeki GGGGCC tekrar eden niikleotid sayisi ALS
hastalarina gore oldukga azdir. C9orf72 genindeki mutasyon 50 yasin tizerindeki
bireylerde daha ¢ok goriilmektedir ve ALS hastaliginin olugma ihtimalinin
%30’dan fazlas1 C9orf72 geni ile baglantilidir.

SOD1 geni kromozom 21q tizerinde lokalizedir ve reaktif oksijen tiirlerini
hidrojen peroksite c¢evirir. SOD1 geninde mutasyon olmasi durumunda viicutta
reaktif oksijen tiirleri birikir ve ALS ya da Alzheimer gibi hastaliklara yol acar.
ALS hastaliginin olugsma ihtimalinin %20’si SOD1 geni ile baglantilidir.

FUS geni kromozom 16’ nin kisa kolunda lokalizedir. Sarkomda

kaynasmis ya da sarkomda yer degistirmis (FUS/TLS) RNA baglayici protein, FUS
3



1. GIRIS Ozlem KARA

geni tarafindan kodlanir ve normal fizyolojik kosullar altinda g¢ekirdekte bulunur.
Yapilan arastirmalarda, FUS/TLS geninde olusan mutasyonun ailesel ALS
hastaligina yol actig1 tespit edilmistir (Kwiatkowski ve Ark., 2009; Vance ve Ark.,
2009). FUS geninde olusan mutasyonlar ailesel ALS hastaligmin olugsma
ihtimalinin %5’ini olusturmaktadir (Shang ve Huang, 2016). TARDBP ile aym
gorevleri yapmakta olup DNA onariminda da goérev almaktadir (Zou ve Ark.,
2017).

TARDBP, kromozom 1'in kisa kolunu kodlayan TDP-43 iizerinde bulunan
bir gendir. TDP-43 protein kodlayan gende olusan mutasyon kronik travmatik
ansefalopatiye (CTE) yol agmaktatir (McKee ve Ark., 2010). TDP-43 DNA/RNA
baglayici protein olup 414 amino asitten olusmaktadir. Genellikle TDP-43
cekirdekte bulunmasina ragmen c¢ekirdek ve sitoplazma arasinda gecis
yapabilmektedir. ALS hastaliginin olusma ihtimalinin %4-5’1 TDP-43 geninin
glisin bolgesine olusan yanlis anlam mutasyonlarindan olusturmaktadir. TDP-43
geninin homeostazisi normal hiicresel fonksiyonlar i¢in ¢ok 6nemlidir (Zou ve
Ark., 2017). TARDBP transkripsiyon, ug birlestirme ve mRNA’ larin taginmasinda
gorev almaktadir.

VAPB proteini vezikiiler tasinimda gorev alip normal olmayan proteinlerin
ayiklanmasi, lipit metabolizmasimin korunmasi ve ER ile organeller arasinda lipit
transfer kontroliinii saglamaktadir (Borgese ve ark., 2021). Bugiine kadar bulunan
ALS hastaligina neden olan genlerin protein isimleri, islevleri ve kromozomdaki

yerleri Cizelge 1.1 de gosterilmistir.
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Cizelge 1.1. ALS hastaligindaki ana genler ( http://alsod.iop.kcl.ac.uk/)

Simif Gene Kromozomdaki Protein: Fonksiyonu
konum

ALSI SOD1 21q22.11 SOD1: Sitoplazma serbest

radikalleri detoksifiye eder
ALS2 ALS2 Alsine 2q33.2 Alsine: Bilinen fonksiyonu yok
ALS3 ALS3 Bilinmiyor
ALS4 SETX 9q33.2 Senataksin
ALSS5 SPG11 15q14 Spatacsin: Aksonlarin

plastisitesindeki rolii
sitoskeletalin korunmasi,
sinaptik vezikiiler tasimanin
diizenlenmesini saglar

ALS6 FUS 16pl1.2 FUS: Transkripsiyon, ug
birlestirme diizenlenmesi, RNA
biyojenez ve stres graniilleri

olusmasi
ALS7 ALS7 20p13 Bilinmiyor
ALSS VAPB 20q13.33 VAPB: Keseli tasima, normal

olmayan proteinlerin
ayiklanmasi (PKU), lipit
metabolizmasinin korunmasi
ve ER ile organeller arasinda
lipit transfer kontrolii

ALS9 ANG 14ql11.1 Anjiyogenin: Motor néronlarin
anjiyojenezi
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Cizelge 1.1 devami,

Simif Gene Kromozomdaki Protein: Fonksiyonu
konum
ALSI10 TARDBP 1p36.22 TDP-43: Transkripsiyon, ug
birlestirme ve mRNA’ larin
taginmasi
ALSI1 FIG4 6921 Polifosfoinositid fosfataz:

Endoplazmik vezikiillerin
golgiye geriye doniik taginimini
modiile eden PI hiicre
konsantrasyonunun
diizenlenmesi

ALSI12 OPTN 10p13 Optineurin: Hiicre
morfojenezi, transkripsiyonun
aktivasyonu

ALSI13 ATXN2 12g23-q24.1 Ataxine-2: TDP-43 ile
etkilesim

ALS14 VCP 9p13 Valosin proteini (VCP): ATP’
nin vezikiiler taginmasi

ALSI5 UBQLN2 Xpl1.21 Ubiquiline-2: Protein
bozunmasi

ALS16 SIGMARI1 9p13 SIGMARTI1: Sinir koruyucu
membran reseptor olugmasi

ALS18 PFN1 17q13.3 Profiline 1: Monomerik aktin’
in ipliksi aktin’ e doniismesi

ALSI19 ERBB4 2q33.3-q34 Reseptor tirosin kinaz erbB-
4: Merkezi sinir sistemi
gelisimi, transkripsiyon ve
hiicre gogalmasi, farklilagmasi,
apoptoz

ALS20 HNRNPAI1 12q13.1 Heterojen c¢ekirdeksel
riboniikleoprotein Al:
mRNA’ larin ¢ekirdekten
sitoplazmaya taginmasi
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Cizelge 1.1 devami,

Simif Gene Kromozomdaki Protein: Fonksiyonu
konum

ALS21 MATR3 5q31.2 Matrin 3: Transkripsiyon,
DNA viriislerinden kaynakli
aktiflesen dogal bagisiklik
sisteminin diizenlenmesi

ALS+FTD1  C9ORF72 9p21 C9orf72: RNA baglanmasi,
otofaji diizenlenmesi

ALS DCTNI1 2pl3 Dynactin: Dinein proteini ile
aksonal retrograd taginimi
diizenler

ALS SQSTM1 5q35 Sequestosome 1/p62: Otofaji,
sitoplazmik inkliizyonlarin
bozunmasi

ALS TAF15 17q11.1-q13.1 TATA baglanan protein:

Transkripsiyonun baglamasi

1.3. Santral Dogma

Santral dogma niikleik asitte bulunan bilginin proteine aktarilmasini

aciklamaktadir. Tk asamada transkripsiyon ile DNA’nim sablon zincirinde bulunan

bilgiyi RNA zincirine aktarir. Sentezlenen RNA, mesajct RNA olarak adlandirilir

ve kodlanmus bilgiyi ¢cekirdek digina tasir. Son olarak, mRNA ribozoma baglanarak

bilgi proteine doniigiir ve bu olaya translasyon adi verilir. Kisaca santral dogma

transkripsiyon, DNA dan RNA sentezi, ve translasyondan, ribozomda protein

sentezi, olusmaktadir (Klug ve Ark., 2014). Santral dogma asamalar1 Sekil 1.2° de

gosterilmistir.
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Sekil 1.2. DNA da kodlanmis bilgiden protein iiretimi

1.4. RNA

RNA’lar gorevlerine gore dorde ayrilmaktadir. Bunlar mesajct RNA
(mRNA), ribozomal RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA) ve mikroRNA
(mRNA)’dir.

Mesajetr RNA (mRNA): Belirli kosullar altinda hiicresel gen
ekspresyonunun anlik okunmasi i¢in hizmet eden uzun protein kodlayan haberci
RNA transkriptleri olarak tanimlanmaktadir.

Ribozomal RNA (rRNA): Ribozomlarin énemli bir bilesenidir ve protein
sentezi i¢in kritiktir.

Transfer RNA (tRNA): Protein sentezi igin kritik bir bilesendir. Bu RNA
molekiilleri, sentezlenen proteine dogru amino asidin eklenmesini saglamak icin

amino asitleri ribozoma ve baz ¢iftine mRNA ile tagimaktadir.
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MikroRNA (miRNA): Bir¢ogu gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve
susturulmasinda yer alan sayisiz kodlayici olmayan RNA molekiilii olarak
tanimlanmaktadir.

Post-transkripsiyonel gen susturulmasi, mRNA {iizerinde bulunan protein
sentezinin engellenmesiyle olusur. Bu gen susturulma mekanizmast RNA
interferanst (RNAi) olarak tanimlanmaktir. Gen susturulmast dsRNA olarak
adlandirilan ¢ift zincirli RNA molekiilii ile saglanmaktadir. Cift zincirli RNA
molekiilii Dicer ve Drosha enzimleriyle islenerek gen susturma ajanlari olan
siRNA(21-23 niikleotid uzunlugunda) ve miRNA (22 niikleotid uzunlugunda)
(small interfering RNA ve microRNA) doniistiiriilir. siRNA'nin olusumu,
sitoplazmaya uzun dsRNA molekiiliiniin ekzojen olarak gdonderilmesinden sonra
orada Rnaz III enzim ailesinin bir endoniikleazi olan Dicer enzimi ile 21-23
niikleotidlik parcalara ayrilmasiyla gergeklesir. siRNA hastalik tedavisinde yiiksek
potansiyele  sahiptir. ~ siRNA  translasyonu  etkileyip, transkripsiyonu
etkilememektedir. siRNA’ni bu 6zelligi DNA iizerinde olusan ve kalici hasara yol
acan mutasyon olusumunun engellenmesini saglamaktadir. Ayrica, ilag tedavisi
olarak siRNA kullanilabilmektedir (de Fougerolles ve ark., 2007).

miRNA 1993 yilinda iki bagimsiz calismada es zamanli olarak
Caenorhabditis elegans’in gen ekspresyonunun postranskripsiyonel diizenleyicisi
olarak bulunmustur (Wightman ve Ark., 1993; Lee ve Ark., 1993). miRNA’lar
firkete seklinde onciilerden Uretilmektedir, ve tek sarmalli yaklagik 21-25 niikleotid
uzunlugunda olarak tanmimlanmaktadir. Genomda bulunduklart yere gore
miRNA’lar transkripsiyon birimi kodlayan intronik miRNA, transkripsiyon birimi
kodlamayan intronik miRNA, transkripsiyon birimi kodlayan eksonik miRNA ve
transkripsiyon birimi kodlamayan eksonik miRNA olarak dort sinifa ayrilmaktadir.

Son zamanlarda miRNA’larin sentezinin hayvanlarda ve bitkilerde nasil
oldugu arastirilmaktadir. miRNA'lar i¢in genler, birincil miRNA'ya (pri-miRNA)
kopyalanir.
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Pri-miRNA, ¢ekirdek iginde RNase III enzimi olan Drosha tarafindan 6ncii
miRNA'ya (pre-miRNA) iglenir. Daha sonra, pre-miRNA'lar exportin-5 (EXP-5)
araciligryla sitoplazmaya taginir. Sitoplazmada bulunan 6ncii miRNA’lar1 olgun
miRNA’ya doniistiirmek i¢cin RNase III tipi protein olan Dicer tarafindan islenir
(Sekil 1.3).

C - HY

RNA Polimeraz I Pri-miRNA ' -
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Olgunlagms miRNA
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)
4
SIS ] h
¥
mRNA aynlmas: ya da bozunmas: N * miRISC
/
/
rd
B G 5

Translasyonel engelleme

Sekil 1.3. miRNA olusum asamalari (Bicker ve Schratt, 2015)

Normal fizyolojik kosullar altinda, 6n-miRNA'lar (pre-miRNA) varsayilan
olarak sitoplazmadaki Dicer kompleksi tarafindan islenir. Olusan olgun miRNA,
spesifik hedef mRNA'lara baglanir, boylece protein iiretimini bloke eder. Dicer'in
RBP'lerle (6rnegin TDP-43) etkilesimleri miRNA biyogenezini artirabilir. (B) ALS
hastaligina sahip olma durumunda, ¢oklu genlerde (TDP-43, FUS ve SODI1 dahil)
olusan mutasyonlarin elF2a’nin fosforilasyonunu ve stres graniillerinin olusumunu
arttirdigi bulunmustur. Dicer kompleksinin yeniden modellenmesi, miRNA o6ncesi

islemenin azalmasina ve bununla birlikte miRNA seviyesinde azalmasina yol
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agmaktadir. Sonu¢ olarak, hedef mRNA'larin translasyonu, miRNA'larin
inhibisyonu yiliziinden anormal bir sekilde olusur ve motor ndronlarin

dejenerasyonuna neden olur (Sekil 1.4).

a. Normal Fizyoloji
Motor néron
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e Diigiik miRNA n'ri.\‘eail mRNA
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Sekil 1.4, Normal ve ALS hastasi olan bireylerde miRNA’larda goriilen yapisal
farkliliklar (Bicker ve Schratt, 2015)
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Santral dogmanin ¢ok Onemli bir parcast olan RNA, genetik bilgi ve

hiicresel durumlari yansitir bu yiizden RNA 6nemli bir biyobelirtegtir. Biyobelirteg

olarak mRNA, miRNA ve IncRNA yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu RNA

biyobelirteglerinin diizensizligi nérodejeneratif hastaliklarin tanisinda ¢ok 6nemli

bir yere sahiptir (Xi et al.,2017; Islam ve Ark., 2017).

miRNAlar biyobelirte¢ olarak birgok hastalik teshis ve tanisinda

kullanilmistir. ALS i¢in daha onceki yapilan caligmalarda belirlenen miRNA

biyobelirtecler Cizelge 1.2 ve Sekil 1.5’te gosterilmistir.

Cizelge 1.2 ALS hastaliginda kullanilan miRNA biyobelirteclar (Joilin ve Ark.

2019)
Degisim
Yazar s/t RNA RT-gPCR  RT-qPCR
Artis Azalis extraction  validasyon Diizgiileme
*Freischmidt s MIR132-5p miRNeasy Ncode Spiked in
ve Ark., MIR132-3p  Mini VILO cel-
2013 MIR143-5p EXPRESS MIR39-3p
MIR143-3p SYBR
GreenER
*De Felice s MIR338-3p Trizol miScript LET7A
ve Ark., RT- qPCR
2014
o s MIR143-5p  MIR132-5p miRNeasy Ncode Spiked in
Freischmidt MIR574-5p  MIR132-3p  Mini VILO cel-
ve Ark., MIR143-3p EXPRESS MIR39-3p
2013 SYBR
GreenER

Yazar s/f  Degisim RNA RT-gPCR  RT-qPCR

Artis Azalis extraction validasyon Diizgiileme
* f MIR1825 QIAzoland miScript Spiked in
Freischmidt MIR1915-3p miRNeasy RT- qPCR  cel-MIR39-
ve Ark., MIR3665 Min 3p
2014 MIR4530

MIR4745-5p

* - MIR106B Norgen TagMan Spiked in
Toivonen ve MIR206 Total RNA  miRNA cel-MIR39-
Ark., 2014 RT-gqPCR 3p
* S MIR1234-3p QIAzoland miScript Spiked in
Freischmidt MIR1825 miRNeasy RT- gqPCR  cel-MIR39-
ve Ark., Mini 3p
2015

12
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Cizelge 1.2. devamu

*Matamala s MIR142-3p MIR1249-3p Trizol LS TaqMan Spiked in
ve Ark., and miRNA cel-MIR39-
2018 miRNeasy RT-gqPCR 3p
Serum/
Plasma
ok s MIR424 miRVana TagMan MIR16-5p
de Andrade MIR206 PARIS miRNA
ve Ark., RTqPCR
2016
Rl s MIR181A- MIR15b-5p Human SYBR Spiked in
Benigni ve MIR21-5p miFinder Green cel-MIR39-
Ark., 2018 MIR195-5p 384HC RTqPCR  3p MIR608
MIR148A-3p  miRNA MIR328- 3p
PCR array
Yazar s/f  Degisim RNA RT-gPCR RT-gPCR
Artig Azalis extraction  validasyon Diizgiileme
ol S MIR15A-5p PAXgene TagMan MIR484
Liguori ve MIR15B-5p Blood Advanced
Ark., 2018 MIR151A-5p RNA miRNA
MIR151B RTqPCR
MIR16-5p
MIR22-3p
MIR23A-3p
MIR26A-5p
MIR26B-5p
MIR27B-3p
MIR28-3p
MIR30B-5p
MIR30C-5p
MIR93-5p
MIR103A-3p
MIR106B-3p
MIR128-3p
MIR130B-3p
MIR144-5p
MIR148A-3p
MIR148B-3p
MIR182-5p
MIR183-5p
MIR186-5p
MIR221-3p
MIR223-3p
MIR342-3p
MIR425-5p

s, sporadik f, familyal; *, serum; **, plazma; ***, beyaz kiire; ****, beyin omurilik sivisi
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Sekil 1.5.  ALS hastalik teshisinde kullanilan Biyobelirtegler (a) Espresyonu
artan miRNA biyobelirtecleri (b) Espresyonu azalan miRNA
biyobelirtegleri (Taguchi et al.,2018)

1.5. ALS Etiyolojisi

ALS hastaligi ¢esitli irk ve etnik kokenden insanlar1 etkilemekte olup kesin
etiyolojisi net olarak bilinmemektedir. Ancak yas, cinsiyet, etnik koken,
kimyasallara maruz kalma, sigara kullanimi, viicut kitle indeksi ve metabolik

hastaliklar gibi cesitli risk faktorleri bulunmaktadir.

1.5.1. Yas

Bu giine kadar yapilan ¢aligmalarda ALS baslangi¢ yasi1 yaklasik olarak 51
ile 66 yas arasinda degistigi tahmin edilmektedir. Ancak tiim diinyadaki hastalik
baslangi¢c yasi incelendiginde Avrupa kitasinda hastalik baslama yasi Asya ve
Giliney Amerika kitasina gore daha ge¢ olmaktadir. Buna 6rnek olarak Cin’de ALS
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hastalik baglama yas1 yaklasik 51 olur iken Almanya’da yaklagik 61 yastir.

1.5.2. Cinsiyet

Yapilan caligmalarda ALS hastaligimin erkeklerde goriilme sikliginin
kadinlara gore yaklasik 2 kat fazla oldugu belirlenmistir. Avrupa, Asya ve
Amerika’da yapilan calismalarda erkeklerdeki insidansin kadinlara goére daha

yliiksek oldugu Cizelge 1.3’te belirtilmistir (McCombe ve ark., 2010).

Cizelge 1.3. ALS hastaliginin iilkelere gore insidans oranlari (McCombe ve ark.,

2010)
Calismanin Yapildig Yillik insidans/100.000 Erkek/Kadin
Ulke Toplam Erkek Kadin Orant
Giineybat1 Ingiltere 1,06 1,23 0,91 1,35
Uruguay 1,37 1,95 0,84 2,32
Italya(Piedmont) 2,64 2,97 2,32 1,28
Calismanin Yapildigi Y1llik insidans/100.000 Erkek/Kadin
Ulke Toplam Erkek Kadm Orant
Irlanda 1,80 2,10 1,90 1,11
iskoc;ya 2,10 2,50 1,80 1,39
Italya (Lombardiya) 2,09 2,43 1,76 1,38
Amerika 2,24 2,52 1,90 1,33

Toplamda 185 ALS hastasindan alinan Orneklerle (114’1 Kuzey Afrika;
41°1 Bat1 Afrika; 30’u Giiney Afrika) yapilan ¢alisma sonucunda erkek hastalarin

orani kadin hastalarin oraninin 2,9 kati oldugu tespit edilmistir ve hastalik baglama
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yast 53 olarak bildirilmistir. 2000 1i yillarda diinyada yapilan ¢aligmalar hastalik
oraninin yaklasik 1,26 ile 1,9 arasinda oldugu bildirilmistir (McCombe ve ark.,
2010). Arastirma sonuglar1 géz Oniine alindiginda erkeklerin hastaliga yakalanma
oraninin kadinlara gore daha fazla oldugu ancak bu farkin zaman gectik¢e yani
hastanin yas1 ilerledik¢e azalabilecegi tahmin edilmektedir (Cizelge 1.4). Ayrica

Tam kesin bir sonug i¢in daha fazla ¢aligmaya gereksinim vardir.

Cizelge 1.4. ALS hastaliginin cinsiyetlere gére dagilimi (McCombe ve ark., 2010)

Calismanin Toplam ALS  Erkek/Kadin Hastalik Baglangi¢ Yasi
Yapildigi Ulke Orant Erkek Kadmn
Giineybat1 Ingiltere 472 1,5 58,9 63
Uruguay 143 1,9 57,5 60,5
Calismanin ALS Sayisi Erkek/Kadin ~ Hastalik Baglangic Yasi
Yapildigi Ulke Orant Erkek Kadin
Italya(Piedmont) 1260 1,2 64,4 65,3
Irlanda 231 1,2 64,2 67,8
Iskogya 114 1,2 62,5 68
Hindistan 1153 3,0 45,7 47,6
Yeni Zelanda 393 1,2 64,6 64,6
Iran 98 2,1 54,5 50,1
Brezilya 251 1,67 - -
Japonya 3429 1,37 64,6 66,4
Amerika 1200 1,7 - -
Amerika 1034 1,90 57,6 52,4
Fransa 201 1,05 68,1 67,8
Isveg 3481 1,2 67 69,1
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1.5.3. Sigara Kullanimi

Sigara igerdigi zehirli kimyasallarda kaynakli hiicrelerde oksidatif stresi
arttirdigi i¢in ALS hastaligina yol agmaktadir (Weisskopf ve ark. 2004, Wang ve
ark., 2011). Wang ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada 832 ALS hastasi
incelenmis olup caligmanin sonucu sigara kullaniminin ALS riskini arttirdigini
gostermistir. Sigara kullaniminin ALS hastaligina neden olma olasilig1 tam olarak

bilinmedigi i¢cin daha fazla caligma yapilmasi gerekmektedir.

1.5.4. Pestisit

Tiim diinyada genel olarak tarimi korumak amaciyla yogun miktarda
pestisit kullanilmaktadir. Bu pestisitler dogada bozunduklarinda daha toksik yan
iiriinlere doniisebilmektedir ve olusan yan fiiriinlerden bazilar1 norotoksik olup
Na/K pompasinin diizgiin ¢aligmasini engellemektedir. Bu nedenle pestisitler ALS
olugumu riskini arttirabilmektedir. Kamel ve ark. 2012 yilinda yaptiklar ¢alismada
organokloriir, piretroid ve herbisitlerin ALS olusum riskini arttirabilecegini

belirtmistir (aldrin, dieldrin ve DDT).

1.6. ALS Mekanizmalari

ALS hastaliginda motor néronlarin asirt uyarilmasini kontrol etmek i¢in
tasarlanmis en sik regete edilen ilag riluzoldiir, ancak hastaligin tedavisinde etkisi
minimumdur (Sreedharan ve Brown, 2013). ALS hastaliginda olusan
noroinflamatuar reaksiyonlari engelleyen iki yeni tedavi segenegi olarak edaravone,
serbest radikalleri hiicrelerden uzaklastirmayr saglamak i¢in ve protein kinaz
inhibitorii olan masitinib'dir (Petrov ve ark., 2017) Bu ilaglarin ALS iizerine etkisi
hala arastirilmaktadir. ALS hastaligi motor ndronlarin oksidatif stres, aksonal
tasima kusurlari, glutamat eksitotoksisitesi, mitokondriyal bozukluk, bozulmus
ubikuitin-proteazom sistemi ve protein agregasyonu ve RNA metabolizmasindaki
bozukluklarin neden oldugu ndéroinflamasyon gibi bir dizi hiicresel stres altinda

olusmaktadir
17
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Protein agregasyonu birgok ndrodejeneratif hastaligin ayirdedici 6zelligi
oldugu bilinmektedir. SOD1 mutasyonunun bulunmasindan itibaren, protein yanlis
katlanmasi, ubikutin eklenmis agregasyonlarin olugmasi ALS patojenezinde ilgi
odagi olmustur. Proteazomun N-terminali ve ubikutin eklenmis proteinin V-
terminaline baglanan UBQLN2, ALS hastaliginda mutasyona ugradigi
bildirilmistir. Mutasyonlar hiicrede C-terminalde bulunan proteinlerin prolinden
zengin alaninda olusmaktadir.

Bu nedenle proteozomdaki tasinim mutasyon varliginda bozulmaktadir. ER
stresinin ALS tizerindeki etkisi ilk olarak yanlis katlanmis SOD1’in ER membran
proteininin  Derlin-1’in  sitoplazmik yiizeyine baglandigi mutant SODI1
caligmalarindan ortaya c¢ikmustir. Sitoplazmik yiizeye baglanma ER ile ilgili
bozunmanm (ER da yanlis katlanmig proteinin bozunmasi) engellenmesine yol
agmaktadir (ERAD). Ayrica hayvan modelleri iizerine yapilmis calismalar ER
stresin uzaklastirilmas1 hastalik ilerleyisini geciktirdigi gozlemlenmistir (Sekil
1.6a).

Motor noronlarin dejenerasyon ve Oliimiinde glial hiicrelerin 6nemi
mutatnt SOD1 sentezinin mikroglia, astrosit veya oligodendrosit éncii hiicrelerinin
susturulmasiyla yapilmig calismalar sonuncunda anlagilmistir. Sinir sisteminin
dogustan gelen bagisiklik hiicreleri olan mikroglia tiim ALS tiirlerinde aktif hale
gelmektedir. Mikroglia tarafindan sentezlenen mutant SOD1 hastaligin hizl
ilerleyisindeki 6nemli belirleyicisdir. Bu bulgular ile faktor NF-kB
transkripsiyonunun  engellenmesi  mikrogliallerin ~ toksik  n&roinflamatuar
bilesenlerinin baskilanmasini saglamaktadir. Siiperoksit iireten bir kompleks olan
yanlis katlanmigs mutant SOD1 ile NADPH aktivasyonunu kontrol eden GTPase,
RACI1 iligkilendirilebilir. SOD1 normal islevi olarak hiicre i¢i siiperoksiti
uzaklastirmak yerine mikroglia hiicre dig1 siiperoksit iiretmesine neden olmaktadir

(Sekil 1.6b).
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Mutant SOD1 patojenezi oligodendrositler, yukari motor ndronlar ve alt
motor ndronlarin ilk aksonal segmentlerini myelinlendirmek ile gorevlidir.
Oligodendrositlerin ilk olgunlagsma agamasinda mutant SOD1 sentezindeki azalma
hastaligin baglangicinda bir gecikmeye neden olmaktadir. Oligodendrositler ayrica
motor néron fonksiyonlarini desteklemektedir (Sekil 1.6d).

Aksonal hiicre iskeletinin ve 6zellikle norofilamentlerin diizensizligi hem
ailesel hem de sporadik ALS’nin goze c¢arpan bir Ozelligidir. Motor noéronlar
asimetrik hiicreler olup hiicre gdvdelerinde sentezlenen bilesenlerin akson ve
sinapslara  taginmasinda  aksonal talsinima  baglidir. Mutant SODI1
norodejenerasyondan aylar dnce anterograd ve retrograd taginimin yavaslattigi
goriilmiistiir.

Dynactinde olusan mutasyondan kaynakli retrograd tasinimda azalma

insanlarda motor noron hastaliklarina neden olmaktadir (Sekil 1.6¢).
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Sekll 1.6. ALS Hastalik Mekanizmalar1 (Taylor ve ark. 2016)

1.7. Oksidatif Stres ve Nedenleri

Reaktif oksijen tiirleri, peroksitler (ROOR), tekli oksijen, peroksinitrit
(ONOQ) ve hidroksil radikal (OH") gibi iizerinde olabilir. Cogunlukla solunum ve
redoks enzimleri gibi hiicresel siirecler tarafindan tretilirler. Reaktif oksijen tiirleri,
aerobik metabolizmanin yan {irilinleri olarak ortaya g¢ikmaktadir. Fizyolojik O,
seviyelerinde, mitokondride indirgenen molekiiler oksijenin %1-3'iiniin siiperoksit
olusturabilecegi tahmin edilmektedir.

Mitokondri yaklasik olarak %85-90 miktarinda oksijen kullanmaktadir ve
bu yiizden mitokondri reaktif oksijen tiirlerinin ¢ogunu olugmasina neden
olmaktadir. Kalan oksijen (%10-15) hiicresel oksidatif enzimler tarafindan

kullanilmaktadir. Bunlar sitoplazmada bulunan ksantin oksidaz ve reaktif oksijen
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iretebilen endoplazmik retikulumda bulunan sitokrom P450 sisteminin oksidaz
aktivitesidir.

Reaktif oksijenler proteinlere, lipidlere ve DNA’ya oksidatif olarak
hasarlara yol acabilir. Buna bagli olarak protein yapisi bozulup enzimlerin aktif
bolgeleri bozulur. ALS patolojisinin en onemli nedeni oksidatif strestir ve bu
presinaptik  vericileri  etkilemektedir.  Oksidatif stres serbest oksijen
konsantrasyonunda ya da reaktif oksijen tiirlerinde olusan dengesizlik olarak
tanimlanir. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri canli organizmalarda her
yerde iiretilmektedir. Mitokondri duvarindaki solunum dizisi viicuttaki oksijenin
yaklasik %85-90’1m1 tiiketmektedir. Ancak bazen elektronlar solunum dizisinden
kacarak aerobik metabolizmada tamalanmayarak indirgenebilmektedir. Bu durum
hiicrelerde ROS miktarinda artisa neden olmaktadir.

Daha once ALS hastas1 olan farelerde yapilan caligmalarda sinir
hiicrelerinin ROS’a kars1 hassas oldugu goriilmistiir. Ayrica oksidatif stres,
kalsiyum miktarinin artmasina ve kas sinir kavsaginda presinaptik azalmaya neden
olmaktadir. Bu, inflammasyona ve hiicresel biiyiimeyi tesvik eden faktorlerin
kaybina neden olmaktadir. Diger bir deyisle, bozulmus aksonal transport, bozulmus
kalsiyum dengesi ve mitokondri disfonksiyonu aksonal dejenerasyona neden olur

ve sonunda ndronun Sliimiine yol agar.

1.7.1. Oksidatif Stresin Amyotrofik Lateral Skleroz Patojenindeki Rolii

Tiim aerobik hiicreler oksidatif strese maruz kalmaktadir fakat néronlar
daha hassas ve duyarlidir. Bunun nedeni ndéronlarin oldukga biiyiik hiicreler olmasi
ve mitoz sonrasit evredeki noronlarda yenilenmenin yavas olmasidir. Ayrica
noronlarin boyutlarinin biiylik olmasindan dolay1 oksijen ihtiyaglari olduk¢a
fazladir bu da ROS miktarinda artisa neden olmaktadir. Katalaz gibi antioksidan
enzimler noronlarda diger hiicrelere kiyasla daha azdir. Tim bunlar

disiiniildiigiinde noronlar diger hiicrelere gore ROS’tan daha fazla etkilenmektedir.
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1.8. Viicuttaki Oksidatif Strese Kars1 Antioksidan Mekanizmalari

Viicutta hem enzimatik (alfa-dioksijenaz, askorbat peroksidaz, katalaz,
dehidroaskorbat rediiktazlar, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-
transferaz, NADPH oksidaz, peroksiredoksin ve siiperoksit dismutaz) hem de
enzimatik olmayan (glutatyon, melatonin, mikotiyol, fenolikler ve serum albiimini)
antioksidan mekanizmalart bulunmaktadir (Irato ve Santovito, 2021). ALS
hastaliginda temel olarak enzimatik antioksidan mekanizmasi bulunmaktadir.
Bunlar, Haber-Weiss, SOD, Katalaz ve Glutatyon peroksidazdir (GPxs)
(Hemerkova ve ark., 2021). Bu enzimler hiicrelerde iiretilen hidrojen peroksitin
(H,0,) uzaklastirilmasinda aktif olarak rol almaktadir. H,O, hem redoks sinyal
molekiilii hem de oksidatif stres molekiilii olarak davranmaktadir. H,O,, hiicre sekli
degisiklikleri, proliferasyonun baslatilmasi, bagisiklik hiicrelerinin aktiflestirilmesi,
endoplazmik retikulum ve mitokondri limeninde kalsium sinyali gibi Onemli
hiicresel stirecleri kontrol etmede rol oynar. Ayrica, H,O, ikincil haberci olarak
insiilin sinyalinde rol alir. H,O, 1-10 nM konsantrasyon araliginda olup fizyolojik
oksidatif stres altinda iiretilmektedir. Hidrojen peroksit yogunlugunun 100 nM
lizerine ¢ikmasi oksidatif stres olarak bilinmektedir. H,O,‘nin hiicrelerden katalaz,
glutatyon peroksidaz ve sistein peroksidoksin enzimleri ile uzaklastirilma
mekanizmast Sekil 1.7°de gosterilmistir. Hidrojen peroksit serbest radikal olmayip
serbest radikal olusumuna neden oldugu i¢in reaktif oksijen tiir smifina
girmektedir. Hidrojen peroksit demir ve bakir metalleri ile hidroksil radikalinin
olusmasina neden olmaktadir. Bu reaksiyon fenton reaksiyon olarak
adlandiriimaktadir ve reaksiyon Sekil 1.7°de gosterilmistir. ayrica hidrojen peroksit
ortamda siiperoksit radikallerinin bulunmasi ile hidroksil radikalinin olugmasina
sebep olmaktadir. Bu reaksiyon Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir

ve Sekil 1.7°de gdsterilmistir.
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Sekil 1.7. H,O; © nin hiicrelerden uzaklastirilma mekanizmalari
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1.9. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD tiim aerobik organizmalarda bulunan en kuvvetli hiicresel enzimatik
antioksidandir. SOD kofaktér olarak metal atomlarna ihtiyag duydugu igin
metaloenzim olarak smiflandirilmistir. Fe”SOD (SOD1) prokaryotlarda ve bazi
bitkilerin kloroplastinda bulunan ilk formudur. Mn"?SOD (SOD2) prokaryotlarda
ve Okaryotik mitokondride bulunmaktadir. Son olarak Cu™/Zn"™SOD (SOD3)
mitokondri, peroksizom, Okaryot bitkilerin sitozoliinde bulunmaktadir ve aktif
olmas1 icin posttranslasyonel olarak diizenlenmektedir. Zn SOD1 molekiiliinii
dengede tutmaktadir bu yiizden yapisal rolii vardir. Cu olusan radikalleri
uzaklastirmada gorev almaktadir. SOD1, protein ailesinin yiiksek oranda korunmus
bir iiyesidir ve ayrica SOD2 ve SOD3 enzimleri de vardir. Bu ii¢ protein
birbirinden farkli hareket ederler. SOD1 enzimi sitozolde ve mitokondrinin ig¢
zarinda bulunur ve toplam proteinin yaklasik %1'ini olusturur. SOD2 mitokondrion
matrisinde bulunur. SOD3 ise ¢ogunlukla hiicre dis1 matriste bulunur. Bir diger
fark ise SOD1 bir homodimer iken SOD2 ve SOD3 homotetramerik proteinlerdir.
SOD1 ve SOD3, Cu' *nin dismutasyonu yoluyla O2 * 'nin dismutasyonunu
katalize ederken, SOD2 dismutasyon i¢in redoks aktif gecis metali olarak mangan
kullanir. SODI1 izoformu proteinin esas olarak ALS patolojisinde yer alir.
Hiicrelerde radikal guruplar1 uzaklastiran SOD’da {i¢ farkli izoenzim vardir. Bunlar
SOD’un aktif bolgesinde bulunan metallere bagli olarak Mn-SOD, Fe-SOD, veya
Cu,Zn-SOD (SOD,, SOD, , SOD; ) gruplarindan olugmaktadir. Bu metalloenzim
grubu siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H,O,) ve oksijenin

dismutasyonunu kataliz eder. Reaksiyon mekanizmasi Sekil 1.7’de gosterilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. miRNA125b Biyobelirtecinin Kullanildigi Hastaliklar

Olgunlagsmis miRNA-125b, miRNA-125b-1 ve miRNA-125b-2'den
olusmustur. miRNA-125b-1, uzun ve kodlamayan RNA (IncRNA)-
MIR100HG'den (miR-100/let-7a-2/miR-125b-1, kromozom 11) tiiretilir, ve miR-
125b-2, miRNA kiimesinden tiiretilir (miR-99a/let-7c/miR-125b-2, kromozom 21).
Son zamanlarda, miR-125b hastalik tespiti i¢in 6nemli bir diizenleyici olmustur
(Wang ve ark., 2020). Simdiye kadar miRNA125b biyobelirtecinin kullanildigi
hastaliklar Cizelge 2.1° de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. miRNA125b biyobelirtecinin kullanildig:1 hastaliklar (Wang ve ark.,

2020)
oAl incelenen
Kanser Tipi EKkspresyon Ornek Hedef Gen
Nazofarenks Artarak diizenleme Doku A20
Karsinomu Azaltarak diizenleme Hiicre Dizisi Bcel2
Retinoblastoma Artarak diizenleme Hiicre Dizisi DRAM2
Kiigiik Hiicreli Artarak diizenleme Hiicre Dizisi TP53INP1
Olmayan Akciger ) B .
Kanseri Azaltarak diizenleme Hiicre Dizisi KLC2
Alut L? nfoblastlk Artarak diizenleme Lc.>'sem1. A20, Bcl2
Losemi Hiicresi
Akut Miyeloid Losem Artarak diizenleme L?serm- CBFpB
Hiicresi
STARDI13,
Mide Kanseri Artarak diizenleme Doku NEUI,
PPPICA
T1r01d1n. Anaplastik Azaltarak diizenleme Doku PIK3CD
Karsinomlar1
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Cizelge 2.1 devam
- Incelenen
Kanser Tipi Ekspresyon Ornek Hedef Gen
Trop-2, SphK1,
. .. E2F3, SIRT7,
Mesane Kanseri Azaltarak diizenleme Doku MALATI,
MMP13
SET,
Yumurtalik Kanseri Azaltarak diizenleme Doku EIF4EBPI1,
BCL3
Osteosarkom Azaltarak diizenleme Doku Bcel2, STATS,
HK2
TSTA3,
MAP2K7,
STARD13,
Gogiis Kanseri Azaltarak diizenleme Doku ETS1, ENPEP,
CK2-0, CCNJ,
MEGF9, EPO,
EPOR, MUC1
Azaltarak diizenleme Doku NA
Kalin Bagirsak DKK3,
Kanseri Artarak diizenleme Doku ZNRF3,
RNF43, APC2
Rahim Agz1 Kanseri Artarak diizenleme Hiicre Dizisi HMGAL1

2.2. ALS Hastalig1 ve miRNA125b
Zou ve Ark. (2017) calismasinda Avrupa ve Asya kitasinda ALS

hastaligina neden olan yaygin mutasyonlari incelenmis ve sonuglar Sekil 2.1° de

gosterilmistir. Toplamda 274 calisma arastirilip 56,182 hastanin sonuglari incelenip
Sekil 1 olusturulmustur. Bu hastalarin 2634, 1267, 2107 ve 2630’u fALS olup
sirastyla SOD1, TARDBP, FUS ve C9orf72 genindeki mutasyonlara aittir. Kalan
hastalarin 7811, 10,681, 10,877 ve 18,175’1 sALS olup sirasiyla SOD1, TARDBP,

FUS ve C9orf72 geninde olusan mutasyonlara aittir.
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fALS Avrupa fALS Asya
%2,8 %4,2 %6,4 %1,5
%14,8 %30
AV —%2,3
%33,7
m TARDBP mSOD1 m C9orf72 mTARDBP mSOD1 m CSorf72
B Bilinmiyor H FUS H Bilinmiyor EFUS
SALS Avrupa SALS Asya
%0,8 %0,3 %1,5 -~ %0,2
%5,1
%1,2 %0,3 %0,9
%96,2 %97,1
m TARDBP mSOD1 m C9orf72 B TARDBP H SOD1 = C9orf72

M Bilinmiyor mFUS m Bilinmiyor mFUS

Sekil 2.1Avrupa ve Asya’daki ALS mutasyon yiizdeleri (Zou ve ark., 2017)

Daha once yapilmis bir ¢alismada Tiirkiye’de en sik karsilagilan ALS
genleri bulunmustur (Ozoguz ve Ark., 2015). Bu calismada toplam 477 ALS
hastas1 incelenmistir ve bu hastalarmm 116’s1 fALS ve 361’1 sALS dir. Yapilan
caligmalar sonucunda ALS hastaligina sebep olan genlerdeki mutasyonlarin
yiizdeleri sirasiyla C9orf72 %18.3, SOD1 %12.2, FUS %5, TARDBP %3.7, ve
UBQLN2 %2.4. Bu oranlarda Tiirkiye’deki fALS hastaliginin yaklasik %40’m1
olusturmaktadir. Ayrica ekzom sekanslama OPTN, SPG11, DJ1, PLEKHGS,
SYNEL, TRPM7, ve SQSTMI genlerindeki mutasyonlar1 da gostermistir.
Tiirkiyede ALS hastaligina neden olan en yaygin gen mutasyonlari sehirlere gore

Sekil 2.2° de gosterilmistir.
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UBQLN2-53401*
SQSTMI-E274D
TRPM7-T14821
istanbul GP'TN—I\'BS:\HSC p.291fs*
FUS 143-148 ize
r Samsun
( FUS-RS2451
4
4 Bursa Erzurum
Corf72 exp. Ankara C90n‘::‘2 exf. (2)
S0D1-V145G Erzincan SPG11-F2265L
SPG11-Y2272X°-N19625 C9erf72 exp. (3) TDP43-A315T (2)
DAC-L316F*
Tunceli
Manis2 SOD1-D90A
fzmir CIorf72 exp.
C90rf72 exp.
FUS-p525L Kenya
S0D1-N86S
Mugla
C9orf72 exp.

» FUS-p525L Adana
A CSorf72 exp. 3)

Sekil 2.2.
ve Ark., 2015)

Tiirkiyedeki sehirlere gore en yaygin ALS mutasyon genleri (Ozoguz

Japonya hari¢ tiim diinyada, C9orf72 geninde olusan mutasyonlar ALS

hastaligina yol agan en yaygin faktordiir. ALS hastalarinda en sik goriilen ikinci

mutasyon SOD1 geninde olusmaktadir (Tunca ve Ark., 2020). Ozoguz (2015)

caligmalarinda Cukurova Bolgesindeki ALS hastaliginin sebebi C9orf72 geninde

olusan mutasyondan kaynakli oldugunu gostermistir (Ozoguz ve Ark., 2015).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu onay1 alinmasi sonrast gergeklestirilmistir (06.11.2020 tarih, karar no:57).
Calismaya CU Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali Néromiiskiiler polikliniginde

AL tanis1 konan hastalar dahil edilmistir.

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Bu c¢alismada ALS tanist almig bireyler ve saglikli bireylerde gen
ekpresyon diizeylerinin anlagilabilmesi i¢in miR-125b  biyobelirteci ile
gerceklestirilmistir. Hasta ve kontrol gruplari Cukurova Universitesi, T1ip Fakiiltesi
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Noroloji Anabilim Dali'na bagvuran goniillii 20
hasta ve Kontrol bireylerini kapsamaktadir. Hasta ve kontrol grubunun
olusturulmasi i¢in ¢alismaya alinma kriterleri olusturuldu ve bunlar:

Hasta grubu icin 18-65 yas araliginda ve ALS tanisi almis olmak, kontrol
grubu i¢in 18-65 yag araliginda ve ALS tanis1 almamig olmak olarak belirlendi.

Kan 6rnekleri Cukurova Universitesi Noroloji anabilim dali hastalarindan
elde edilmistir ve etik kurul onay1 alinmistir (06.112020 karar no:57).

Calismaya katilmay1 onaylayan hastalardan EDTA'li hemogram tiiplerine 2
ml kan 6rnegi alindi. Alinan kan 6rnekleri birkag kez alt iist edildikten sonra, RNA
izolasyonu i¢in kullanilacak olan Quick-RNA™( R-1057) Miniprep Plus Kit
icerigindeki lizis buffer eklenerek calisma yapilacak zamana kadar saklanmak

uizere -20'de bekletildi.

3.2 Gerecler
3.2.1. Cihazlar

« Real-Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems, ABD),
& Santrifiij (Niive NF-800, Tiirkiye),

& Etiiv (Niive EN-500, Tiirkiye),
& Vorteks (VELP Scientifica, ABD),
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& Mikropipet Seti (Eppendorf, Almanya),
& Derin Dondurucu (Argelik-2031D, Tiirkiye),

3.3 Kan Orneklerinden RNA izolasyonu

ALS tanis1 almis olan (n=20) ve almamis olan saglikli (n=20) kontrol
grubundan alinan kan 6rneklerinden Quick-RNA™ (R-1057) Miniprep Plus Kit
kullanilarak mikroRNA izolasyonu yapilmistir.

3.3.1 Ornek Hazirlama
RNA izolayonu i¢in Quick-RNA™ (R-1057) Miniprep Plus Kit

kullanilmugtir. Izolasyon asamasinda takip edilen adimlar sirastyla agiklanmustir.

1. Kan ormekleriyle PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi) bire bir oraninda
karigtirildiktan sonra dorde bir oraninda RNA lizis tamponu ile PBS
karigtirilarak RNAlater™ hazirlandi. RNAlater™ DNA/RNA Shield i¢inde
yeniden askiya alindi (3 mL kan 6rnegi icim 300pul DNA/RNA Shield™
kullanildi). DNA/RNA Shield™ hiicrelerin parcalanmasini saglamakta ve
niikleaz’in inaktivasyonu ile kontaminasyona “yol agabilecek maddeleri
uzaklastirdigi i¢in izolasyonda kullanilmaktadir.

2. Her 300 pL kan 6rnegi i¢in 15 pL proteinaz K ve 30 pL proteinaz
parcalama tamponu eklendi. Olusan karisim yaklasik olarak 20-30°C
arasinda 30 dakika inkiibe edildi.

3. Ornek vorteks ile iyice karistirildiktan sonra en yiiksek hizda 3 dakika
boyunca santrifiij yapildi.

4. Santrifiij swasinda {iistte kalan sivimin 300 pL ‘si igerisinde niikleaz
icermeyen tiliplere koyuldu. Daha sonra 300 pL RNA lizis tamponu eklenip

karigtirildi ve RNA izolasyon agsamasina gegildi.
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3.3.2. RNA izolasyonu
Her agsama oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Santrifiij 10000-16000g

hizinda yarim saat uygulanmigtir.

1. RNA lizs tamponunda parcalanmis Ornekler a Spin-Away™ Filter den
gecirilerek toplama tiiplerine aktarildi. Daha sonra genomik DNA’nn
¢ogunun uzaklastirilmasi i¢in santrifiij uygulandi.

2. Bire bir oraninda %95-100’liik etanol siirekli akis olarak eklendi ve
karistirildi. Daha sonra ornek a Zymo-Spin™ IIICG kolonundan
gegirilerek toplama tiipiine alind1 ve santrifiij yapildi.

3. Kolon 400 pL. RNA yikama tamponuyla yikanip santrifiij yapildi.
Icerisinde niikleaz bulunmayan tiiplere 5 puL DNase I, 75 pl DNA
parcalama tamponu eklenip karistirildi ve kolon matrisine eklendi. Kolon
daha sonra oda sicakliginda yaklasik 15 dakika inkiibe edildi.

4. 400 uL RNA Prep tamponu kolona eklendi ve santrifiij yapildi.

5. 700 uL RNA yikama tamponu kolona eklendi ve santrifiij uygulandi. Daha
sonra 400 pL RNA yikama tamponu eklenip 1 dakika boyunca yikama
tamponunun tamamen uzaklastirilmas: i¢in santrifiij uygulandi. Kolon
dikkatlice niikleaz igermeyen tiipe aktarildi. 100 pl. DNaze/RNaze

icermeyen su kolon matrisine eklenip santrifiij yapildi.
3.3.3. cDNA Elde Etme Metodu

Caligmada RNA izolasyonundan sonra cDNA elde etmek i¢in Sekil 3.1°de

gosterilen adimlar takip edilmistir. Cok sayida ters transkripsiyon uygulandi.
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5 mRNA 3

m
LA A
kit |

l Birlestirici Primer

mRNA
AA _‘Jw“\l 1
dIT1T15
l Reverse Transkripsiyon
mRNA
AAAA,
dIT1T15
l cDNA
dIT1T15
cDNA
a.
E i RNA 6m:U RT Primer. w RT 1:;1:.:" RT Tmp:v Reverse Transkriptaz
HY
| Y )
RT
ﬁ 5
\
I 1
< <« - H
Master Mix Maoster Mx Master Mix
MIRNA 1 miRNA 2 o miRNAN
QPCR Primer QPCR primer QPCR primer t
QPCR oPCR QPCR
miRNA 1 Ct miRNA 2 Ct miRNA N Ct

b.
Sekil 3.1. cDNA elde etme metodu
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3.4. Ters Transkripsiton Protokiil (Reverse Transkription)
3.4.1. Ters Transkripsiyon
1. Protein sentezi i¢in sablon gorevi yapan RNA buz ilizerinde ¢ozdiiriildii.
Her ter transkripsiyon i¢in 1 pg sablon kullanildi.
2. ID3EAL miRNA RT tamponu (4x) ve ID3EAL RT Primer 1-plexes (20x)
¢Ozdiiriiliip vorteks ile karistirildiktan sonra santrifiij uygulandi. (ID3EAL
miRNA RT tamponunde ¢okelme goriiliir ise 37°C’ de inkiibe edilmelidir.)

Ters transkripsiyon i¢in kullanilan reaktif ve miktarlar1 Cizelge 3.1°de

gosterilmistir. Ters transkriptaz -20 °C’de tutlup en son kullanildi.

Cizelge 3.1. RT i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlari

Reaktif Hacim (uL)

RNA sablonu 5

ID3EAL miRNA RT tamponu (4x) 5

ID3EAL RT Primer 1-plexes (20x) 2

ID3EAL Reverse Transcriptase (20x) 1

Niikleazdan arindirilmis su 7 (20 pL’ye tamamlanacak

miktarda eklendi.)

Her reaktif iyice karistirildiktan sonra ise 42°C’ de 30 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra reaksiyon 1sitma yoluyla biyolojik aktivitesini yok etmek i¢in ise 95°C’

de 5 dakika inkiibe edildi.

3.4.2. Es Zamanh qPCR Amplifikasyonu

cDNA, ID3EAL miRNA qPCR Master Mix (2x) ve ID3EAL miRNA
gPCR assays (10x) ile buzda ¢ozdiiriildii, vorteks ile karistirilip santrifiij uygulandi.
cDNA 10 oraninda niikleazdan arindirilmus su ile seyreltildi. Her PCR reaksiyonu

icin seyreltilmis DNA sablonu Cizelge 3.2°de gosterilmistir. gPCR reaksiyonundan
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sonra 30 saniye boyunca 200g’de santrifiij uygulandi. Daha sonra Cizelge 3.3°te

verilen adimlar uygulanarak es zamanli gPCR amplifikasyonu yapildi.

Cizelge 3.2. qPCR reaksiyon diizenegi (her 1 reaksiyon igin)

Reaktif Hacim (pnl)
ID3EAL gPCR Master Mix (2x) 10
Niikleazdan arindirilmis su 3
ID3EAL gPCR assays (10x) 2
Seyreltilmis cDNA 5
Toplam Hacim 20

Cizelge 3.3 Es zamanli qPCR sicaklik dongiisii

Dongii Sicaklik (°C) Siire Durum
1x 95 10 dakika Polymeraz
40 5 dakika aktivasyonu
40x 95 10 saniye Denatiirasyon
60 30 saniye Yeniden
birlestirme

3.5. Istatistiksel Analiz
Null hipotez olarak miRNA125b biyobelirtecinin ALS hastaliginin
teshisinde Onemli bir parametre olup olmadigi arastirildi. Verilerin istatistiksel

analizinde Excel programi kullanildi ve %95 giiven aralig1 esas almip p degeri

hesaplandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali’na Ocak 2020
ile Mayis 2020 tarihleri arasinda farkli sikayetlerle basvuran ve Noromiiskiiler
Polikliniginde degerlendirildikten sonra ALS tanisi konan 20 hasta ve kontrol
grubu arastirilmigtir. Hasta grubunun 8’i (%40) kadin, 12’si (%60) erkek hastadan

olusmaktadir.

4.1. Bulgular

4.1.1. ALS’de MiR 125-b ve U6 Housekeeping Gen Ekpresyon Sonuclari
224 yontemi olarak da bilinen delta-delta Ct yontemi, ger¢ek zamanl

polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirirken numunelerin gen ekspresyonunu

hesaplamak icin kullanilan basit bir formiildiir. Deney bulgular1 Formiil 1°i

kullanarak bulunmustur ve Cizelge 4.1 de gosterilmistir.

AACt = ACt (Ornek) - ACt (Referans) Formiil 1

Cizelge 4.1. Gen ekspresyon sonuglari

Housekeeping Gen (miRNA 125 b)

Ornek Ct Ortalama  Ct Ortalama ACt AACt — 20AY

1 12,865 12,865 26,666 26,666 13,801  -2,985 7,915
2 20,439 20,439 27,818 27,818 7,379 -9,406 678,587
3 11,646 11,646 27,002 27,002 15,356  -1,430 2,694
4 15,684 15,684 36,900 36,900 21,216 4,430 0,046
5 12,294 12,294 24,623 24,623 12,329 4,457 21,956

6 18,312 18,312 28,364 28,364 10,052  -6,734 106,445
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Cizelge 4.1 devami,

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

16,688
15,135
12,458
20,298
14,343
12,598
12,872
12,615
13,959
14,459
13,976
13,346
18,695

19,779

16,688
15,135
12,458
20,298
14,343
12,598
12,872
12,615
13,959
14,459
13,975
13,346
18,694

19,779

30,333

31,879

26,988
27,616
27,732
25,568
28,107
29,401
27,600
26,173
27,703
27,502
27,498

22,715

30,333
31,879
26,988
27,616
27,732
25,568
28,107
29,401
27,600
26,173
27,703
27,502
27,498

22,715

13,645
16,744
14,529
7,318

13,389
12,970
15,235
16,786
13,641
11,714
13,727
14,156
8,804

2,936

3,242
-0,042
2,256
9,468
-3,396
-3,816
-1,551
0
3,144
-5,072
-3,058
2,629
-7,982

-13,85

8,821
1,029
4,777
707,997
10,530
14,084
2,929
1,000
8,841
33,629
8,331
6,188
252,828

14763
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Sekil 4.1. ACt vs 24" grafigi

4.1.2. istatistiksel Sonuc

224 degerlerini temel alarak iki uglu t testi ve regrasyon analizi uygulandu.
Bes hastanin sonuglart ug¢ deger oldugu i¢in hesaplamalara eklenmedi. Sonug
olarak p degerinin 0,05 ten daha kiigiik oldugu tespit edildi (p=0,0293). Bu durum
tezin hipotez sorusunun dogrulugunu desteklemektedir. Bulunan degerler
anlamhidir (Cizelge 4.2). Ayrica miRNA125b’nin ALS hastalik teshisinde

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.2. Istatistiksel analiz sonucu

Regresyon Istatistikleri

Coklu R 0,561852542
R Kare 0,315678279
Ayarli R Kare 0,263038146
Standart Hata 7,657824695
Gozlem 15
ANOVA
df SS MS F Anlamhhik F

Regresyon 1 351,6726 351,6726 5,9969  0,0293
Fark 13 762,3496 58,6423
Toplam 14 1114,0223

Katsayillar  Standart Hata t Stat P-degeri  Diisiik %95 Yiiksek %95 Diisiik 95,0% Yiiksek 95,0%
Kesigim 56,1840 19,4293 2,8917 0,0126 14,2096 98,1585 14,2096 98,1585
X Degiskeni -1,6738  0,6835 -2,4489 0,0293 -3,1504 -0,1972 -3,1504 -0,1972

VIASILIVL A IV INODTNA 't

VAV W20
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4.2. Tartisma

Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS), diinya ¢apinda en yaygin goriilen
dejeneratif hastaliklarin iigiinciisiidiir (Boillee ve ark., 2006). Sporadik tip ALS
hastaliginin kadinlara gore erkeklerde yaygin, ancak bulbar baslangicli oldugunda
ise kadinlarda erkeklerden daha fazla goriildiigii bilinmektedir (Andersen ve ark.,
1997; Andersen ve Al-Chalabi, 2011).

Hem ailesel hem de sporadik tip ALS hastaligindaki genetik analizler
sonucunda en ¢ok C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS ve VAPB genlerinde mutasyon
belirlenmistir. ALS’nin en yaygin mutasyonu C9orf72 geninin birinci intronundaki
GGGGCC (G4C2) hekzantikleotid tekrar sayisindaki artis olarak bilinmektedir
(CooperKnock ve ark., 2014; Bunton-Stasyshyn ve ark., 2015). Renton ve ark.
(2011), Finlandiya’daki ALS hastalarimi incelemis ve , 402 ALS hastasinin
113’iinde (52 fALS hastalarinin % 46.4°1, 61 sALS hastalarinin % 21’1 ) ve 478
saglikli bireylerin 2’sinde (% 0.4’tinde) tekrar eden hekzaniikleotid sayisinda artis
gbzlemlemistir (Renton ve ark., 2011). Ozoguz ve ark. (2015), Tiirkiye’deki ALS
olgusunu aragtirmigtir. Yapilan ¢alismada 361 sALS hastalarinin 11’inde (%
3.1’inde) tekrar eden hekzaniikleotid sayisinda artis tespit edilmistir (Ozoguz ve
ark., 2015). ALS hastalig1 ile yakindan ilgili gen olan SODlde olusan 166
mutasyonun, 147’sini missense mutasyonlari, 19’unu nonsense ve delesyon
mutasyonlari, ve ayrica 8 sessiz mutasyon ve 9 intronik varyant tanimlanmistir
(Andersen ve ark., 2003). SOD1 geninde olusan mutasyonlarin yaklasik % 20’sinin
f tip ALS ve % 1’nin s tip ALS hastalig1 ile ilgili oldugu tespit edilmistir (DW.,
2009).

ALS hastalarinin biiyiik ¢cogunlugunda ALS'in etiyolojisi belirsizdir. Baz1
fALS hastalarinin patojenitesi ¢ok ¢esitli gen mutasyonlari ile iligkili olmasina
ragmen ilgili genler hala tam olarak aydinlatilamamistir. ALS'nin bir¢ok patolojik
mekanizmasi arastirilmis olmasina ragmen halen 6liimcil bir hastaliktir ve etkili
bir tedavisi bulunmamaktadir. Yapilan calismalar, ALS'nin ¢ok faktorlii ve ¢ok

sistemli bir hastalik oldugunu gostermektedir. 1993 yilinda SOD1 mutasyonunun
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bulunmasindan beri, ALS'nin genetik bilesenleri derinlemesine aragtirilmistir. Bu
nedenle etkili tedavi bulmak i¢in hastalik patojenini daha iyi anlamak
gerekmektedir. ALS hastaliginin tanisinda ve teshisinde cesitli biyobelirtegler
kullanilmaktadr.

Sivi bazli ALS biyobelirtegleri beyin omurilik sivisi, kan, idrar ve tiikiiriik
caligmalarindan onerilmistir ve bu biyobelirtegler nesnel, nicel ve potansiyel olarak
¢ok boyutludur [6, 10]. Beyin omurilik sivisi biyobelirtegleri umut vadetmektedir
ancak BOS’un biyobelirteg olarak kullanilmasi zaman alic1 olmaktadir ve bas agrist
gibi bazi olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bu yilizden BOS biyobelirteg olarak
tercih edilmemektedir. ALS tanisi i¢in klinik kullanima sahip kan bazh
biyobelirtecler, fosforile edilmis noérofilament agir zincir (pNFH), norofilament
hafif zincir (NFL), mikroRNA'lar (6rn., miRNA-1234-3p), inflamatuar belirtegler
(6rn., IL-6, IL-8, IL-5 ve IL-2), TDP- 43 ve metabolitler (6rn., glutamat ve lizin),
hastalik tanisinin koyulmasini kolaylastirmaktadir (Vu ve ark., 2017). Ayrica kan
bazli biyobelirtegler, hasta bireylerin saglikli bireylerden kolaylikla ayirt edilmesini
saglamaktadir (Lu ve ark., 2017). Bu ¢alismada hastalardan alinan kan ornekleri
incelendigi icin miRNA biyobelirteci kullanilmustir.

Son yillardaki yogun arastirma faaliyetlerine ragmen, miRNA'larmm ALS
tanisi i¢in biyobelirte¢ olarak kullanimi hala gelismekte olan bir alandir. Gilinliimiize
kadar hastalik ilerleyisine iliskin dnemli bilgiler elde edilmistir. Bununla birlikte,
farkli ¢aligmalarda elde edilen sonuglar ¢ogu zaman birbiriyle celigkilidir ve
calismalar yetersiz oldugundan tekrarlanmasi gerekmektedir. Insan genomunun
endojen genleri olarak miRNA'lar, gelisme ve hiicrenin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi
ve farklilagmasinda hayati rollere sahiptir. miRNA’larin diizenleyici mekanizmasi
hiicre bakiminda ve homeostazda ¢ok oOnemlidir. Genomik degisimler ya da
mutasyonlar, amplifikasyonlar, transkripsiyonel degisimler ve enzimatik
degisimlerin neden oldugu miRNA biyogenez degisikliklerin neden oldugu
anormal miRNA ekspresyonu ve fonksiyonu, hastalik olusumuna ve gelisimine

neden temel faktorler oldugu diisiiniilmektedir
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Giderek daha giiclii bir ara¢ olarak gen tedavisi, ¢esitli norodejeneratif
hastaliklarda patogenez igin tedavi saglayabilir. Yaslanan niifusta gerekli tedavi
yontemlerini  gelistirmek gerekmektedir ve gen tedavisi tedavi eksikligini
doldurabilmektedir.Buna dayanarak, Foust ve ark. AAV'ye dayali ALS gen tedavisi
alaninda ufuk agici ve 6nemli arastirmalar yapmugtir. Calismalar sonucunda gen
tedavisinin hastalik ilerleyisini yavaglattigi goézlemlenmistir. Ayrica, noéronal
Oliimiin altinda yatan temel mekanizmalar1 daha iyi aydinlatmak i¢in devam gen
terapisi ¢aligmalar1 da vardir.

Kim ve ark. (2020), ilk olarak miR-18b-5p ekspresyon seviyesinin ALS
hastalarinda azaldigini gozlemlemistir. Yapilan ¢alismanin bulgulari su sekilde
Ozetlenebilmektedir. miR-18b-5p’nin azalmasi Hifla’nin ekspresyonunu post-
transkripsiyonel olarak  diizenlemektedir, Hifla, Mef2c ekspresyonunu
transkripsiyon faktorii olarak arttirmaktadir. Calismada Mef2c¢’nin, miR-206
ekspresyonunu biiyiik derecede arttirdigi bulunmustur. miR-206, hem mctp1'i hem
de Rarb’yi azaltmaktadir. Azalan mctp1, Ca®" sinyalini engelledigi, ve azalan Rarb,
noronal hiicre farklilagsmasini engelledigi gozlemlenmistir. Ayrica, azalan miR-
18b-5p’nin ekspresyonu, ALS SOD1 mutasyonuna neden olarak apoptotic hiicre
Olimiint arttirdign gozlemlenmistir. Kim ve ark., yaptiklar1 ¢aligmada miR-18b-
5p’nin dovnregiilasyonunu ALS hastaligiyla iligskilendirmistir (Kim ve ark., 2020).

Nolan ve ark. (2014), ALS hastaliginin ilerlemesinde miR-29a'nin iglevini
aragtirmistir.  Calismada, ALS hastaliginin  ilerleyisi sirasinda miR-29a
ekspresyonunun farelerin omuriliklerinde bulunan SOD1G93A geninde upregiile
oldugu saptanmistir. Bu ylizden, miR-29a'nin SOD1G93A farelerinde hastalik
teshisi ve hastalik ilerlemesinin bir belirteci olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir
(Nolan ve ark., 2014).

Tiirkiye, zengin tarihi gecmisi ve essiz cografyasi ile Avrupa ile Asya
arasinda Avrupa'nin glineydogu sinirinda dogal bir koprii olusturmaktadir.
Akdeniz'deki genis kiy1 alanlari,

Yakin Dogu'yu ¢evreleyen deniz ve genis kirsal kesimleri ve Karadeniz,
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Tiirkiyenin etnik ¢esitlilik ile zengin bir genetik havuza sahip olmasim
saglamaktadir. Diger Avrupa iilkelerinin aksine(7-10/1000), Tirkiyedeki dogum
orani yiiksektir (17/1000). Ayrica akraba evlilikleri Tiirkiyenin dogu bélgelerinde
%601 asan orandadir bu yiizden otozomal resesif gecisli hastaliklar Tiirkiye de
beklenen oranin tizerindedir. ALS hastaligmin Tiirkiyedeki prevalans degeri 100
binde 6000 ile 7000 arasindadir. Tiirkiye'de ALS epidemiyolojisi, allelik ve lokus
heterojenligi fALS vakalarinin %60’ tan fazlasinin geleneksel yoOntemlerle
¢Oziillememis olmasi, bliyiik ailelerde aileler arasinda ve aile i¢i fenotipik
heterojenliklerin varlig1, mutasyonlarin degisken penetrasyon oraninin olmasi, yeni
mutasyonlarin varligi ve daha gen¢ yas baslangicli insidansin olmasi  ALS
arastirmasini ve teshisini Tiirkiyede zorlastirmaktadir.

Bu ¢alismada miR-125b’nin ALS hastalig1 teshisindeki rolii arastirilmistir.
Calismaya sadece Cukurova Bolgesinden hastalar dahil edilmistir, alinan
orneklerdeki cinsiyet dagilimi ALS hastalifinin erkeklerde daha fazla oldugunu
gostermistir.

ALS hastasi farelerinden alinan mikroglialarda miR-125b ekspresyonunun
arttign ve P2X7r iizerinde etkili olan BZATP gibi inflamatuar uyaranlara yanit
olarak indiiklendigi daha dnceki ¢alismada gosterilmistir (Gurney ve Ark., 1994).
Bu galigmaya ek olarak Di Carlo ve Ark. (2013) ve Morlando ve Ark. (2012)
yaptig1 ¢aligmaya gére TDP43 ve FUS genlerinde miR- 125b ekspresyonunun
arttigl gozlemlenmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda miRNA-125b” nin ALS
hastaligiyla iliskilendirilebilecegi sonucuna ulasilmistir (Parisi ve Ark., 2016;

Gurney ve Ark., 1994) .
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5.SONUC VE ONERILER

ALS hastaliginin teshisinde kullanilan biyobelirtegler oldukga gesitlidir.
Ancak simdiye kadar yapilan birka¢ ¢aligma miRNA-125b nin kullanilabilecegini
gostermistir.

Bu calismada %95 giiven aralig1 baz alinarak hesaplanan 24

miRNA-125b biyobelirtecinin  (5’UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA) ALS

nin p degeri

hastalik teshisinde kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu yilizden miRNA125b
ekspresyonu lizerine daha fazla ¢alisma yapmak gerekmektedir.

Yapilan ¢alismanin sonucunda kadinlarin hastalik yas ortalamasinin 59
oldugu ve erkek hastalarin yas ortalamasinin 64 oldugu tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarin aksine Tiirkiye’de kadinlarda hastalik baslama yasinin daha erken
oldugu bulunmustur. Bu durum Amerika ve Fransa ‘da aynmi olup kadinlarda

hastalik baslama yasinin erkeklere gore daha geng yasta oldugu belirlenmistir.
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