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ONSOZ

Bu c¢alismada, ilerleyici supraniikleer felg hastaliginin bilinen temel patolojik bulgusu olan tau
patolojisine bagli olarak otopsi beyin kesitlerinde miRNA seviyelerindeki degisimleri tespit
ederek patolojinin mekanizmasi aydinlatilmak istenmistir.

Nadir bir hastalik olmasi, klinik teshisinin zor olmasi, bu hastalikla ilgili giivenilir bir
calismanin ancak kesin teshisi konulmus otopsi beyin materyallerinden yapilabilmesi, bu
dokularin temini c¢alisilmasindaki zorluklar ve smirli imkanlarla yapilan c¢alismanin
planlanmasinda daha bir ¢ok darbogazda bana destek olan herkese tesekkiirii bir borg bilirim.

Ozellikle, bu siirecin en bagindan beri her bir zorlugunu birlikte gogiisledigimiz ve candan
destegi, hosgoriisii ve sabri ile beni cesaretlendiren, bu calismanin olmazsa olmazi, sevgili
danisman hocam Do¢.Dr. Bedia PALABIYIK’a sonsuz tesekkiir ederim. En yogun
zamanlarinda bile biiylik bir sevecenlik ve hosgorii ile hi¢bir yardimini esirgemeyen, gecenin
kag¢1 olursa olsun c¢ekinmeden arayip yardim alabildigim, vizyonu ve sundugu imkanlarla
gelisimimde biiyiik katkisi olan ikinci danigmanim olarak hep yolumu acan sevgili hocam
Prof.Dr. Cengiz YAKICIER e ne kadar tesekkiir etsem azdir. Doktora siirecimde gerek degerli
fikirleriyle yaptiklar1 katkilari, gerekse yapabileceklerime giivenip beni tiim samimiyetleri ile
destekleri i¢in degerli hocalarim Prof.Dr. Ergiin PINARBASI, Prof.Dr. Nazli ARDA, Prof.Dr.
Gilines KIZILTAN ve Prof.Dr. Giilruh ALBAYRAK’a ¢ok tesekkiir ederim. Sevgili lise
arkadasim ve calistigi her konuda titizligi ve basarisindan hep emin oldugum, tavisye ve
gozlemleri benim i¢in degerli olan Uzman Dr. Zeynep TOSUNER’e bu degerli dokularin
incelenmesi konusunda verdigi destekten dolayr tesekkiir ederim. Yillar boyunca her tiirlii
teknik konuda desteklerini esirgemeyen Oykii IRIGUL ve Umit FIRAT a ayrica tesekkiirler.

Bu siiregte her tiirlii nazimi ¢eken ve beni destekleyen sevgili anneme ve biricik ablama,
sabahlara kadar benimle birlikte ¢alisan, fedakarliklar1 ve destegi i¢in, sevgili nisanlim Deniz
SENALP’e minnettarim. Benim i¢in bu ¢alismanin asil sebebi olan, egitim deyince imkansiz
tanimayan, verdigi miiceadelelerle gercek bir savasci oldugunu gosteren biricik babama ne
kadar tesekkiir etsem azdir.

Temmuz 2018 Derya OZCIGER
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OZET
DOKTORA TEZi

ILERLEYICI SUPRANUKLEER FELC’li INSAN BEYIN
DOKULARINDA mikroRNA PROFILLERININ
KARSILASTIRILMASI

Derya OZCiGER

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danisman : Dog¢. Dr. Bedia PALABIYIK
II. Damsman : Prof. Dr. M.Cengiz YAKICIER

llerleyici supranukleer felg (ISF), ileri yaslarda ortaya cikan, diger bazi ndrodejeneratif
hastaliklarla klinik olarak karigtirilabilen nadir bir hastaliktir. ISF’li hastalara ait beyin
dokularindaki hiicrelerde ‘tau proteininin asir1 fosforlanarak hiicre i¢inde birikmesi ile hiicresel
bircok mekanizmanin bozulmasi ve ndron dliimleri tespit edilmistir. Patolojik tau birikimini
tetikleyen mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak, literatiirde bu patolojiyle
iliskili bazi MiIRNA (mikroRNA)’lar bildirilmistir. Uretildikleri hiicrelerin yamsira farkl
hiicrelere ve dokulara etki edebilen, kiiciik diizenleyici molekiiller olan miRNA'lar, bir¢ok
hastalik ile iligkilendirilmis olup, patolojik mekanizmalarin arastirilmasinda, markir ve
farmakolojik hedeflerin belirlenmesinde dnemlidir.

Bu calismada, ISF patolojisine bagli olarak degisen miRNA anlatim seviyelerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Calisma icin, ISF’li ve saglikli vericilere ait locus ceruleus otopsi beyin kesitleri
‘Multiple Sclerosis and Parkinson’s Tissue Bank’ beyin bankasindan temin edilmistir.
Oncelikle, immunhistokimya ydntemiyle locus ceruleus otopsi beyin kesitlerinde anormal tau
birikimlerinin tespiti yapilmistir. Ardindan, 800 miRNA’nin seviyelerindeki degisiklikler, PSP
orneklerinde immiinoreaktivite gdsteren patolojik ve reaktivite gostermeyen saglikli bolgelerde
ve saglikli verici kontrollerinde incelenmistir. MIRNA seviyelerinin tespitinde, molekiiler
barkodlama esasina dayali hassas ve ¢ok sayida hedefi tespit edebilen tarama sistemi olan
‘NanoString nCounter®’ platformu kullanilmistir.

xii



Yapilan incelemeler sonucunda, ISF’li dokularin tau patolojisi gdsteren hiicrelerinin
yogunlastig1 bolgelerde, gene ISF’li dokularin tau patolojisi gdstermeyen bolgeleri ve saglikli
kontrol dokular1 ile kiyaslandiginda, miRNA anlatim diizeylerinde genel bir diisiis saptanmustir.
Bu incelemelerde, seviyelerinde anlamli ve belirgin bir sekilde diisiis gosteren 24 adet miRNA
tespit edilmistir. Dahasi, tespit edilen bu miRNA’lar arasinda dort adet tiyesi bulunan ‘hsa-miR-
548 ailesi’nin tau patolojisiyle iliskili olabilecegi diistiniilmektedir.
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Progressive Supranuclear Palsy (PSP) is a rare late onset disease that can be confused clinically
with some other neurodegenerative diseases. Many cellular mechanisms are dysregulated and
neuronal death is detected due to the aggregation of hyperphosphorylated tau proteins in the
PSP affected brain tissue cells. The triggering mechanism underlying the pathological tau
aggregation is not totally determined yet. However, some miRNAs (microRNA) associated
with the tau pathology have been reported in the literature. miRNAs, which are small regulatory
molecules capable of effecting gene expressions of different cells and tissues as well as the cells
they are produced in, have been associated with many diseases, are important in the study of
pathological mechanisms, identification of marker and pharmacological targets.

In this study, it was aimed to determine the expression levels of miRNAs that changed
depending on pathogenesis of PSP. For the study, locus ceruleus autopsy brain sections of the
donors ‘diagnosed with PSP’ and healthy donors were provided by the 'Multiple Sclerosis and
Parkinson's Tissue Bank'.

Firstly, abnormal tau deposits were detected in the sections of the locus ceruleus autopsy brain
tissues by using immunohistochemistry. Subsequently, changes in the levels of 800 miRNAS
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were examined in pathological regions showing immunoreactivity and not reactivity in PSP
samples, and healthy donor controls. To detect the miRNA expression levels, the 'NanoString
nCounter®' platform, which based on molecular barcoding approach can detect multiple targets
sensitively, was used.

As a result of the investigations, an overall decrease in expression levels of miRNAs was
observed when the areas rich in tau pathology containing cells of PSP tissues were compared
with the areas without tau pathology of PSP tissues and healthy control tissues. In this study,
24 miRNAs were detected that significantly and meaningful decreased in expression levels.
Moreover, Of these miRNAs detected, it is thought that the 'hsa-miR-548 family with four
members may be associated with tau pathology.
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1. GIRIS

Ilerleyici supranukleer felg (ISF), 40’11 yaslardan itibaren ilerleyen yasla belirtileri ortaya
cikan, nadir gozlenen norodejeneratif bir hastaliktir. Tipik olarak denge, ylirlime, goz
hareketleri ve goriis lizerinde etkisi vardir. Ancak konusma, yutkunma, davranis ve diisiince
gibi farkli bir ¢cok fonksiyonu da etkileyebilmektedir. Klinik olarak benzerlik gosterdigi
norodejeneratif hastaliklar bulunmasi nedeni ile bu nadir hastalifin ayirici tanis1 zordur. Bu
nedenle hastaligin kesin tanisi ancak, bazal ganglia ve beyin kokiine ait otopsi beyin
dokularinda patolojik tau proteini birikimlerinin tespiti ile yapilabilmektedir (Respondek ve
dig., 2013).

ISF’nin ayiric1 teshisinin zor olmasi ve patolojisine ait molekiiler mekanizmanin tam olarak
bilinmemesi nedeniyle heniiz hastaligin tan1 ve izlenmesinde kullanilabilen standart molekiiler
bir yontem mevcut degildir. Bu mekanizmalarin anlagilmasinda ve molekiiler hedeflerin
belirlenmesinde, dejenerasyon bolgesi {iizerinde yapilabilecek caligmalar biiylik 6nem
tasimaktadir. Ozellikle ilerleyen yasla, gevresel faktorlerin de etkisiyle ortaya ¢ikan bu
hastaligin arastirilmasinda epigenetik yaklasimlar sarttir. Epigenetik hedeflerden miRNA’lar,
hem DNA metilasyonu ile etkilesim i¢inde olmalari (Shivakumar ve dig., 2017), hem de mRNA
diizeyinde gen anlatimlarini etkileyebilmeleri agisindan, farmakolojik hedefler ve markir
adaylar1 olarak goriilmektedir (Pileti¢ ve Kunej, 2016). Bu nedenle, epigenetik diizeyde gen
anlatimlarinda diizenleyici rol alan, ¢evresel faktorler ve yasla degisik profiller gdsteren

mirRNA'lar, ISF patolojisinin arastirilmasinda ideal molekiiler hedeflerdendir.

Diger taraftan, ISF ‘de tau patolojisinden baslica etkilenen bdlge olan beyin kokiinde yer alan
pigmentli hiicrelere sahip ‘locus ceruleus’ bolgesinin norepinefrin salgilayarak stres ve digsal
etkilere bagli olarak beynin bir ¢ok bdoliimiinii ve sempatik sinir sistemini uyardigi
bilinmektedir. Bu bolgenin dis kaynakli toksik etkilere maruz kalmasi ile nérodejeneratif,
psikiyatrik ve demiyelinizasyona sebep olan hastaliklara yol agabilecegi belirtilmistir
(Pamphlett, 2014). D1s kaynakl etkilerle i¢ dengenin saglanmasinda rol alan ‘locus ceruleus’
bolgesindeki, yine cevresel etkenler ve yasam evrelerine gore genlerin iseyislerinde diizenleyici
rol alan miRNA degisimlerinin incelenmesi, ileri yasta belirti veren ve biiyiik oranda ¢evresel

faktorlerle ortaya ¢ikan ndérodejeneratif hastaliklarin olusum mekanizmalarina 11k tutabilir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shivakumar%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28589857

Bu calismada, ISF patolojisinin ‘locus ceruleus’ bolgesi iizerindeki molekiiler etkisi
aydinlatilmak istenmistir. Bu nedenle, iSF’li ve saglikli vericilere ait ‘locus ceruleus’ otopsi
beyin kesitlerinde, bu bolgedeki patolojik etkiyle degisen MIRNA anlatim seviyelerinin
karsilastirilmas1 yapilmistir. ISF patolojisinin etki alanlarmin belirlenebilmesi igin, ISF
hastaliginin kesin teshisinde temel patolojik kriter olan anormal tau protein birikimlerinin
tespiti (Respondek ve dig., 2013) gerekmektedir. Bu nedenle, doku kesitlerindeki anormal tau
birikimleri, immunhistokimya yontemi kullanilarak, tau antikoruna immun reaktivite gosteren
bolgelerin tespitiyle belirlenmistir. Immun reaktivite gdsteren bolgelerin patolojik etkileri
yansitmasi beklendigi i¢in bu bolgeler, saglikli ve kontrol bolgelerle karsilastirilmali olarak
incelenmistir. Bu bolgelerin miRNA seviyelerindeki degisimlerin karsilastirilmasi, eszamanlt
olarak ¢ok sayida miRNA’nin anlatim profilini ¢gikartabilen, hassas bir sistem olan, NanoString
teknolojisi ile gergeklestirilmistir. Kullanilan bu sistemin temeli, enzimatik bir ¢ogaltma islemi
olmadan, dogrudan 6rnekteki hedef mMiRNA’larin barkodlanmasina ve her miRNA’ya 6zgiin

barkodlarin mikroskobik olarak sayilarak kaydedilmesine dayanmaktadir.

Bu calismada ‘Multipl Skleroz ve Parkinson Doku Bankasi’tarafindan ISF tanis1 konulmus
locus ceruleus otopsi beyin dokulariin patolojik ve patolojik olmayan bélgeleri ile saglikli
bireylere ait dokular kontrol olarak kullanilarak, patolojiye bagl degisen miRNA anlatim
seviyeleri karsilagtirllmigtir. Bu karsilagtirmaya gore, anlatim sevyelerinde belirgin olarak
farklilik tespit edilen 24 miRNA’nin, tau patolojisine bagli molekiiler degisimeri aydinlatmasi
beklenmektedir. Bu degisimlerin anlamlandirilmasi, hastaligin tedavisine 151k tutabilecek yeni
molekiiler hedeflerin belirlenmesi i¢in Onemlidir. Ayrica, beyin materyallerinde tau
patolojisiyle iligkili belirgin farkliliklar gosteren miRNA’larin ya da miRNA hedeflerinin kan,
beyin omurilik sivis1 gibi dokularda da farkliliklar gostermesi, bu dokular kullanilarak

hastaligin tan1 ve teshisinde etkili markirlarin kesfine 151k tutabilir.



2. GENEL KISIMLAR

Ilerleyici supranukleer fel¢ (ISF), 1964 yilinda tanimlanan, ‘Steele-Richardson-Olszewski
sendromu’ olarak da bilinen ve atipik parkinsonizm grubuna dahil nadir rastlanan bir
norodejenaratif hastaliktir (Steele ve dig., 1964). Bu hastalik 40’11 yaslardan itibaren belirtiler
gostermeye baglayan, yasla birlikte ilerleyen ve ileri evrelerinde diger bazi nérodejeneratif
hastaliklarla benzesen klinik sergilemektedir. Tipik olarak denge, yiiriime, gz hareketleri ve
gorls lizerinde etkisi vardir. Ancak, konusma, yutkunma, davranis ve diisiince gibi farkl bir
cok fonksiyonu da etkileyebilmektedir. ISF’nin ayirici tamisi icin NINDS-SPSP (National
Institute of Neurological Disorders and Stroke and The Society for PSP) olgiitlerine gore,
hastaligin ilk yilinda postiiral dengesizlik nedeniyle gbzlenen diismeler ve yavas vertikal
seyirme ya da supraniikleer bakis paralizisi belirtileri esas alinmistir (Respondek ve dig., 2013).
NINDS-SPSP ayrica, ISF’nin ayiric1 klinik tanismin zor olmasi nedeniyle, hasasiyet ve
ozglinliigii arttiracak olgiitler belirleyerek, olgulari ‘miimkiin’ ve ‘muhtemel’ ISF olgular
olarak siniflandirmaya ¢alismistir (Respondek ve dig., 2013). Ancak, mevcut bilgilerle bu
hastaligin kesin tanisi, otopsi beyin materyallerinde bazal ganglia ve beyin kdkiinde patolojik
tau proteini birikimlerinin tespitine dayanmakta olup NINDS-SPSP’e gore altin standart olarak

degerlendirilmektedir.
2.1. NORODEJENERASYONDA TAU PROTEINININ ONEMi

Cogu norodejeneratif hastaligin histopatolojisinde bir ya da birkag¢ proteinin anormal sekilde
birikimi go6zlenir. Bu noropatolojik birikimler, hiicrelerin islevlerini etkiler ve etkilenen
bolgelerde hiicre dejenerasyonlar1 gergeklesir. Yakin zamanda, nérodejeneratif bir hastalik olan
Alzhiemer’l1 beyin dokularinda yapilan bir ¢alisma ile, patolojik tau protein birikimlerinin
nukleus igerisine girerek niikleer dejenerasyona sebep oldugu ve bu dejenerasyonun protein
sentezinin sekteye ugramasi nedeni ile mitokondri sayist ve dagiliminda azalma oldugu
mikroskobik yontemlerle ortaya konulmustur (Wee ve dig., 2018). Bu denli kritik bir etkiye
sahip tau proteininin, anormal yapist ve birikimi ‘Taupatiler’ olarak adlandirilan bir grup
norodejeneratif hastaligin histopatolojisinde belirgin olarak gozlenir (Avila ve dig., 2004). En
iyi bilinen taupati gurubu hastaligi Alzheimer olmakla birlikte, bu hastalikta tau birikimini
takiben amiloyid plak olusumu nedeniyle, bu hastalik, ikincil taupati olarak gruplandirilir.

Ancak, ISF ve hem klinik hem de néropatolojik olarak ISF’ye benzerlik gosteren kortikobazal


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wee%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29895248
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Avila%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15044677

dejenerasyon (KBD)un patolojisinde, tau proteinin islevindeki ve diizenlenmesindeki
bozuklugun merkezi rol oynamasi nedeni ile, ISF ve KBD birincil tauopati gurubunda yer alir

(Williams ve Lees, 2009; Kovacs, 2015).

Taupati grubu hastaliklarinin ayirimlari, patolojiden etkilenen: beyin boélgelerine, hiicre
tiplerine ve patolojik birikintilerde yer alan farkli tau proteini izoformlarma gore
yapilabilmektedir (Kovacs, 2015). ISF ve KBD’nin patolojilerindeki ve genetik alt yapilarinda
benzerlikler bulunmasina karsin, major olarak etkilenen beyin bolgeleri farklilik gdstermektedir
(Sekil 2.1). Tau birikimleri KBD’de ¢ogunlukla énbeyni etkilerken ISF’de medulla, pons ve
serebellum bolgelerini etkilemektedir (Dickson ve dig., 1999). Ayrica, ISF’de subkortikal
diigiimlerle (tangles) birlikte astroglialardaki belirgin tau patolojisinin gdzlenmesi ve bu iki
hastaligin patolojisinde farkli tau tiirlerinin bulunmas: iSF’yi histopatolojik olarak KBD’den
farkli kilar (Clavaguera ve dig., 2013).
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ISF’de frontal korteks (a), caudate nucleus (b) ve mezensefelon’un tegmentumun’da (c); KBD’de frontal korteks
(d), stratium (e) ve sabstantia nigra’da (f) tau birikimleri gosterilmektedir (f; kiiresel kortikobazal cisimcikler
okla gosterilmekte)

Sekil 2.1: ISF ve KBD’de Tau (AT8) immunoreaktivitesi ile tespit edilmis histopatolojik bulgular
Kovacs (2015)’tan uyarlanmistir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1474442209700420
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1474442209700420

2.1.1. Tau Proteininin Fosforlanmasi

Ikincil taupatilerde, Alzhiemer’da amiloid plaklar gibi, tau birikimlerini tetikleyici etkiler
tahmin edilirken (Villemagne ve dig., 2017), birincil taupatilerde tau birikimlerinin olusumunu
tetikleyici mekanizmalara ait ¢ok fazla somut bilgi mevcut degildir. Ancak yapilan ¢alismalar,
cevresel etkenlerin, tau proteininin gen diizeyinde ve translasyon sonrasi birikimlerin
olusumuna katkida bulundugunu gostermektedir (Pittman ve dig., 2006). Tau birikimlerini
olusturan anormal fibril olusumuna etkisi olabilecek mekanizmalar: tau proteinini kodlayan
MAPT (microtubule-associated protein tau) geninde alternatif kirpilmalar, N- ve C- ug
sonlandirmalari, asetilasyon, glikozilasyon, oksidatif ve nitratif hasarlar, transglutaminasyon,
deaminasyon, tau oligomerizasyonu ve fosforlanmasidir (Kovacs ve dig., 2010). Tau
patolojisinde zararli islevsel etkisi oldugu bilinen en Onemli post translasyonal

modifikasyonlardan birisi ise taunun asir1 fosforlanmasidir (Igbal ve dig., 2009).

Proteinlerin fosforlanmasi, proteinlere ilgili kinaz enzimleri tarafindan fosfat gruplarinin
eklenmesiyle gergeklesir. Belirli bakiyelerden fosforlanarak aktif hale gelen proteinler, hiicre
icinde cesitli islevleri gerceklestirirler. Islevlerini tamamlamus aktif proteinlerin fosfat gruplari
fosfotaz enzimleri ile uzaklastirilarak inaktif hale getirilirler. Tau proteininin fosforlanarak
aktiflesmesinin, taunun temel gorevleri olan: mikrotiibiillerin yapisinin ve kararliliginin
korunmasi1 (Esmaeli-Azad ve dig., 1994), sinyal molekiillerinin vesikiiller transportu,
mitokondrilerin akson boyunca tasinmasi, dendiritlerin pozisyonlanmasi, DNA’nin hiicre
stresinden korunmasi ve tau proteinlerinin serbest hale gegmesinde 6nemli rolii vardir (Avila
ve dig., 2004; Noble ve dig., 2013). Tau proteinin temel islevlerinden olan mikrotiibiil yapisinin
kararliliginin saglanmasi, Sekil 2.2°de sematize edilmistir. Sekilde saglikli bir néronun
aksonunda biitiinliik i¢inde tutulan mikrotiibiil filamentleri ve hasarli bir néronun, anormal tau

islevi nedeniyle dagilmis mikrotiibiil yapisi ile anormal tau birikimleri gésterilmektedir.



Tiibiilin proteinlerinin
dagilmas

Sekil 2.2: Saglikli ve hasarli néronlarda normal ve anormal tau olusumlari. Wikipedia.org’dan
uyarlanmustir.

Hiicre igerindeki islevlerini normal bir sekilde gerceklestirebilmek igin tau proteinleri, kinaz
enzimleri tarafindan bilinen iki ya da ii¢ bakiyesinden fosforlanirlar (Noble ve dig., 2013).
Ancak, gerek tauyu fosforlayan kinazlarin anormal aktivitesi, gerek defosfotazlarin yetersizligi,
gerekse tauyu kodlayan MAPT geninin kirpilmasi ya da tau proteininin islenmesi asamasindaki
aksakliktan otiirii asir1 fosforlanmaya meyilli tau tiirleri olusur. Meydana gelen asir1
fosforlanmis toksik tau proteinleri, mikrotiibiillerden ayrilarak birbirleriyle oligomerlesirler
(Sekil 2.3) ve suda ¢oziinmeyen yigmlar olustururlar. Bu toksik yigmlar yikimlarindan sorumlu
proteozomlar1 da inhibe ederek kiimiilatif bir etki gdsterirler (Oddo ve dig., 2004; Poppek ve
dig., 2006; Keck ve dig., 2003). Diger taraftan, mikrotiibiilleri bir arada tutarak hiicre iskeletinin
kararliligimi1 saglayan tau proteinlerinin iskeletten ayrilmasi, mikrotiibiil biitlinligiiniin
bozulmasina ve boylece hiicresel birgok mekanizmanin islevini yitirmesine, dolayisiyla hiicre

Oliimlerine sebep olurlar (De Vos, ve dig., 2011).
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Sekil 2.3: Tau proteininin normal ve anormal fosforilasyonu, anormal tau filamentlerinin olusumu, De
Vos ve dig. (2011) *den uyarlanmstir.

2.1.2. Tau Patolojisinde Bilinen Genetik Etkenler ve MAPT Geninin Kirpilmasi

Taupati gurubu hastaliklarda bu derece dnemli rolii olan tau proteinini kodlayan, kromozom
17°nin q kolunun g31.21 bolgesinde yer alan MAPT (microtubule-associated protein tau)
genine iliskin yeni bulgular, gelisen molekiiler teknikler sayesinde elde edilmeye devam
etmektedir. MAPT geninin disinda ISF ile iliskilendirilmis STX6, EIF2AK3 ve MOBP
genlerine ait varyantlar da bulunmaktadir (Hoglinger ve dig., 2011). Bunlar arasinda MAPT,
tau proteinini kodlamasi nedeni ile, en ¢ok ¢alisilanidir. Yapilan incelemelerde MAPT genini
igeren yaklasik 1MB’lik inversiyon ile olusan H1 haplotipi ISF ve KBD’de risk faktorii olarak
gosterilmistir (Baker ve dig., 1999; Houlden ve dig., 2001). Bu H1 haplotipinin bir alt tipi olan,
MAPT geninin birinci eksonundan 6nceki bolgede, tek niikleotid degisimi ile farklilik gosteren
H1C1 sub-haplotipi ise ISF’de tau anlatiminin artis1 ile giiclii bir sekilde iliskilendirmistir
(Pastor ve dig., 2016; Pittman ve dig., 2005; Myers 2007). Hatta MAPT genine ait intron 0’da
yapilan metilasyon ¢alismalari, incelenen ISF hastalarinda bu bdlgede hipometilasyon ve artmis
gen anlatimi gostermektedir (Huin ve dig., 2016). MAPT’ta yapilan incelemelerde dikkat
cekici diger bir mekanizma genin kirpilmasidir. MAPT geninin 10’uncu eksonunun, genin
anlatimina dahil olup olmamasi ile farkli sayida baglanma domaini igeren tau tiirleri olusur.
MAPT geninde tespit edilen mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugunun (9/10) ekson 10°da ve
kirpilma bolgesinde yer aldigi (Sekil 2.4) bildirilmistir (Sun ve dig., 2015).
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Sekil 2.4: MAPT geninde saptanan mutasyonlar. MAPT geni ve bu gene ait mutasyonlar gen iizerinde
sematize edilmistir. Sun ve dig. (2015)'den uyarlanmustir.

Yetigskin bir insan beyninde, MAPT geninde alternatif kirpilmalar ile olusan alt1 adet tau
izoformunun anlatimi yapilir (Goedert ve dig., 1989; Spillantini ve Goedert, 2013). Bu alt1
izoform, N-terminal bolgesinde ekson 2 ve/veya 3’{in bulunmalarina gore, 3 ve ekson 10 igerip
icermemelerine gore de 2 varyasyonla olusmaktadir (Sekil 2.5). C-terminalinde yer alan dizi
tekrarlarindan olusan mikrotiibiil baglanma domenleri, ekson 9, 10, 11 ve 12’de kodlanir.
Baglanma domenindeki bu tekrar dizileri, tau proteini ile mikrotiibiil arasindaki etkilesimleri
saglar. Ekson 10°da yer alan tekrar dizisinin dahil edilmesine gore 4R(E10+) ya da 3R(E10-)
izoformlar1 olusur (Andreadis ve dig., 1992; Goedert vr dig., 1989; Andreadis, 2005). Bu
izoformlarin orani1 (3R/4R) normal bireylerde dengede iken, tau patolojisi gosteren bireylerde

fibrillesmeye meyilli 4R’de artig goriiliir (Stamelou ve dig., 2010; Espindola, 2018).
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Sekil 2.5: MAPT geninde alternatif kirpilma ile olusan tau izoformlari. MAPT genine ait ekzonlar Sun
ve dig., (2016)'den uyarlanmigtir
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2.2. miRNA’larin NANOSTRING YONTEMI iLE INCELENMESI

Her gecen giin gelisen molekiiler teknikler, bu kii¢iik molekiillerin hassas ve dogru sekilde
belirlenmesine olanak vermektedir. Bu nedenle az miktarda elde edilebilen ve son derece
degerli ISF’li otopsi beyin materyallerinin ¢alisilmasinda nanostring teknolojisi tercih

edilmistir.

Nanostring sisteminde, orneklerde bulunan 800 miRNA’nin anlatimindaki degisimlerin
belirlenebilmesi i¢in birka¢ basamakli bir protokol uygulanmaktadir. Bu uygulamalardaki genel

mantik sirasiyla;

a) Kiigiik miRNA dizilerinin 6zgiin olarak belirlenebilir daha biiyiikk molekiiller haline
getirilmesi,

b) Elde edilen bu yeni molekiillerin tanimlanabilmesi i¢in alt1 adet farkli renkte ve farkli
kombinasyonlarda florofor igeren problarla baglanarak kimliklendirme yapilmasi ve
kimliklenen bu molekiillerin ‘array’ yiizeyine tutunabilmesi i¢in biyotin bagli yakalayici
problarla hibridizasyonu,

c) Kompleks bir yapt kazanmis belirtici ve yakalayici problu bu molekiiliin kapali bir
sistemde array yiizeyine baglanmasi,

d) ‘Array’ yiizeyinde sabitlenmis olan bu kompleks ve barkodlu molekiillerin elektrik alan
altinda ipliksi bir dizilim gosteresiyle mikroskobik olarak barkodlarin sayilmasi

e) nSolver Analiz sisteminde, her bir barkodlu miRNA sayisinin, ¢alisma esnasinda

eklenmis i¢ kontrol molekiilleri ile birlikte degerlendrilmesi
olarak 6zetlenebilir.

Orneklerin hazirlanmalari asamalarinda (a ve b) hedef miRNA’lar, miRtag dizileriyle 6zgiin
olarak birleserek ‘hedef molekiiller’ini olustururlar. Bu sekilde olusturulan uzun ve 6zgiin dizi
olan hedef molekiilleri, array yilizeyine baglanabilmek i¢in biyotin isaretli yakalayici problar
(capture probe) ve kimliklendirme igin belirtici problar (reporter probe) ile hibridize olabilirler.
Belirtici problar, tarama cihazi tarafindan miRNA’larin kimliklerinin mikroskobik olarak
tanimlanip, sayilariin belirlenebilmesi i¢in farkli renkte 6zgiin barkodlar igermektedirler.
belirtici problarin barkodlama (kimliklendrime) sistemi, hedef molekiillerine 6zgii diziler ile

birlikte, alt1 farkli pozisyonda yer alan dort florofordan olugsmaktadir.
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Hibridizasyon asamasi ile hedef molekiilleri, yakalayici probelar ve belirtici probelar ile birlikte

hedef-prob Komplekslerini (target-probe Complex) olustururlar (Sekil 2.6).

Reporter Prabe

Capture Probe

sy, Target L\/\ Jng r"‘s

e \/\J\I\.W
miRtsg Ssquancs

Sekil 2.6: ‘target-probe complex’ nin olusumu (www.nanostring.com’dan alintidir).

Target-Probe Complex

33333

Nanostrng teknolojisi temelli yapilan ¢alismanin detaylari ‘Malzeme ve Yontem’ boliimiinde

ele alinmis olup calisma diizenegi genel hatlari ile Sekil 2.7’ de gosterilmistir.

(@) (b) (©
vakalayict prob belirtici prob g & : ( g/ 2 8/
o aae hedef-prob kompleksi "
WANA " S dsigin > & 8K
D . 93000 & BE g
5 S

AR NA VN

hedef miRNA bilesimi

@ e O
O PRI D=

a) hedef miRINA bilesiminin yakalayict ve belirtici problarla baglanmasi, b) hedef-prob komplekslerinin olusumu, c)
olusan bu komplekslerin 'array' viizevine baglanmast, d) viizeve baglanmis molekiillere elektrik alan uygulanmasi ve
bu alan dogrultusunda ipliksi bir uzanm olugumu, e) elektrik alan altinda uzanmm gésteren her bir molekiiliin

mikroskobik olarak kimliklerinden tanmarak sayiimasi.

Sekil 2.7: ‘Nanostring nCounter® miRNA Expression Assays’in c¢alisma prensibi. Nanostring

Technologies (2015)’den alinmistir.
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Bu teknoloji, hedef molekiilleri enzimatik bir ¢ogaltim olmaksizin, az miktardaki materyalden
dogrudan kimliklendirerek belirleyebilmektedir. Ayrica coklu miRNA hedeflerini es zamanli
olarak tespit edebilmesi ve bunu parafin dokular gibi kaliteli niikleik asit eldesi zor ve az
miktardaki orneklerden yapabilmektedir. Bu nedenlerden Gtiirii tercih ettigimiz ‘Nanostring
teknoloji’si, bu c¢alismada amaglanan, az sayida parafin beyin kesitinden, belirlenen
bolgelerdeki miRNA’larin hassas olarak miktarlarinin 6lglimii i¢in en uygun yontemdir.
‘Nanostring’ teknolojsi kullanilarak, parafine gomiili dokularin veya beyin dokularinin

calisildig1 arastirmalar bulunmaktadir (DeCicco ve dig., 2015; Kolbert ve dig., 2013).
2.3. MiRNA’LARIN NORODEJENERASYONDAKI ONEMI

Kirpilma mekanizmasiyla farkli protein izoformlarmin olusumunda mMiRNA’larin roli
onemlidir. miRNA’lar, kodlama yapmayan kiigiik RNA’lar olup, hiicre ¢ekirdeginde
kodlanmayan DNA dizilerinden ya da intronlardan olusurlar. Olgun, islevsel yapilarina
kavusabilmeleri i¢in hiicre sitoplazmasinda ileri islemlerden gegerek argonat proteini ile
birlesirler. Ilgili hiicre i¢indeki hedef mRNA’larla dizi eslesmesi gostererek, ya mRNA’nin
proteine donilismesine engel olurlar ya da yavas bir mekanizmayla yikimina yol agarlar.
miRNA’lar, bu mekanizmayla mRNA’lar1 baskilayarak genlerin / proteinlerin islevlerini
dolayli olarak kontrol ederler. Tek bir miRNA’nin yiizlerce mRNA’y1 etkileyebilme kapasitesi
ise birden ¢ok genin anlatim motifini diizenler. Diger taraftan, yasa ya da dejenerasyona bagl
olarak hiicre islevlerindeki degisimler veya telomeraz aktivitesinin azalmasi gibi yapisal

degisiklikler, miRNA’larin diizenlenmesini etkiler (Dimmeler ve Nicotera, 2013).

MiRNA’larin hedef aldiklart proteinlerin islevlerine bagl olarak miktarlarindaki artis ya da
azaliglari, o proteinlerin sorumlu olduklar1 mekanizmalardaki isleyisi etkiler. Alternatif
kirpilma mekanizmasiyla farkli protein izoformlarinin olusumunda diizenleyici rolalan
mMIRNA’lar, kirpilma faktorleri, cis-elementleri gesitli proteinler ve kinazlarla birlikte etki
gosterirler (Sun ve dig., 2016). Neuro2a hiicre hatlarinda yapilan islevsel ¢alismada, PTBP1 ve
PTBP2 noronal kirpilma faktorlerini hedef alarak, MAPT geninin 10’uncu eksonunun
kirpilmasiyla 4R:3R oranimni diizenleyen miR-132, miR-124, miR-137 ve miR-9 miRNA’lar1
tespit edilmistir (Smith ve dig., 2011). Tau’nun kirpilmasinda gore, 4 adet tekrar domeninin
tamamini iceren 4R tau izoformu miktarinin, bir tane tekrar domeninin dislanmasi ile olusan

3R tau izoformu miktarina oranindaki(4R:3R) artis, tau patolojisiyle iliskilendirilmistir (Chen
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ve dig., 2010). Calismalara gére, miR-124, miR-137 ve miR-9’un artisina bagl olarak 3R
tasiyan tau tiirlerinin artis1 gézlenirken, miR-132’deki diisiise bagh olarak PTBP2 kirpilma
faktoriinlin anlatimindaki artisin 4R oraninin artmasina sebep oldugu gdosterilmistir. Bu
nedenle, ISF hastaliginda artmis 4R oraninin mekanizmasinin aydinlatilmasinda miR-132 aday

miRNA olarak degerlendirilmistir (Smith ve dig., 2011; Hébert ve dig., 2012).

Alternatif Kirpilmanin
Duzenlenmesi
miR-132 miR-124

~L J/ miR-9
miR—137

. Alzhimer'da seviyesi azalan miRNA'lar Diger Kirpilma Faktérleri ?
. ISF'de seviyesi azalan miRNA'lar

T Ammiaml |

Tau mRNA (4R)

T

Tau mRNA (3R)

Sekil 2.8: Tau RNA’sinda alternatif kirpilmanin diizenlenmesinde gorev alan ve MAPT genine ait ekzon
10’nun kirpilmasinda etkili olan miRNA’lar gosterilmistir. Hébert ve dig. (2012)’den
uyarlanmustir.

Ayrica, tau patolojisinde 6nemli bir mekanizma olan taunun fosforlanmasinda miRNA’larin
etkileri arastirilmaktadir. Alzhiemer modeli rekombinant E.coli hiicrelerinden elde edilen
izolarlarda, miR-16, miR-15, miR-195 ve miR-497’nin, taunun fosforlanmasinda gérev alan
ERK1/2 (Hiicre dis1 sinyallerle diizenlenen kinazlar)’nin (Drewes, 1992) isleyisini etkiledigi
gozlenmistir (Hébert ve dig., 2012). Ancak, fare modeli ve SH-SYSY hiicre hatlarinda yapilan
calismada, fizyolojik kosullarda ERK1/2°nin farmakolojik olarak inhibe edilmesinin tau
fosforlanmasini etkilemedigi gostermistir (Noél ve dig., 2015). Dolayisiyla, in vitro ortamlarda
yaniltici bulgular elde edilebilecegi i¢in bu caligmalarin fizyolojik ortaminda yapilmasinin

Onemi ortaya konulmustur.

mMiRNA’lar, sadece sentezlendikleri hiicreler i¢erinde bulunmayip, ekstraseliiler vesikiillerle
hiicre disina salinarak diger hiicre ve dokulara iletilmekte ve ayn1 mekanizmayla alic1 hiicrelerin

gen anlatimimni etkileyebilmektedirler (Valadi ve dig., 2007; Friihbeis ve dig., 2013). Bu


http://www.hindawi.com/41653260/
http://www.hindawi.com/41653260/
http://www.frontiersin.org/people/u/112156
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Ozellikleri, hiicrelerin birbirlerini etkilemesiyle ilerleyen noérodejeneratif hastaliklar agisindan
oldukca oOnemlidir. miRNA’lar, yakin dokulardaki hiicrelerin gen anlatim profillerini
etkileyebilmelerinin yanisira, kan beyin bariyerini gegebilen molekiillerden olmalari1 (Ridder ve
dig., 2014) bakimindan da Onemlidirler. miRNA’lar mikropartikiiller i¢inde (ekzozom,
mikrovesikiiller ve apoptatik cisimler) ya da RNA baglayici proteinlerle (argonat2) veya
lipoprotein kompleksleri (high-density lipoprotein, HDL) araciligiyla yikilmadan kanda
tasinirlar (Creemers ve dig., 2012). Ayrica, miRNA’larin, ekstraseliiler vezikiiller (Ev) ya da
16kositler igerisinde tasinarak, enflamasyonlu bolgeden kan-beyin bariyerini gegip néronlara

iletildigi bilinmektedir (Ridder ve dig., 2014) (Sekil 2.9).

s EV'ler

W noéron
f

«<w% |6kosit

#¢. mikroglia

— x’;w

Kan-Beyin bariyerini direkt olarak EV'lerin lokositlerden lokal olarak salinimi
gecen EV'ler

Sekil 2.9: miRNA’larin ekstraseliiler vezikiiller(Ev) (a) ve 16kositler iginde (b), enflamasyonlu bolgeden
kan-beyin bariyerini gegerek noronlara taginmalari. Ridder ve dig., (2014)’den uyarlanmustir.

Son yillarda bircok beyin merkezli hastalifa sahip bireylerden, eldesi kolay olan, kan
dokusunda miRNA’larin izlenmesi hastaliklarla iligkili molekiiler belirteclerin aranmasinda
onem kazanmistir. Ancak norodejeneratif hastaliklarin tanisina yardimci olabilecek belirteg
arayislarinin dogrudan kandan yapilmasi bu hastaliklarin; kompleks ve kiimiilatif etkilerle
olusmasi, bireye gore farklilik gostermesi, yasa bagl diger hastaliklarin da etkisinin bulunmasi
ve klinik olarak sik¢a biribiri ile karistirilmasi nedeni ile oldukga zordur. Bu nedenle ilk
asamada patolojinin ¢ikis yeri olan dokularin belirlenmesi ve saglikli dokularla karsilastirilmasi

onemlidir. Beyin dokularindan elde edilen bulgularin ayn1 zamanda kan ve beyin omurilik
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stvilarindan (BOS) elde edilen miRNA profilleri ile karsilastirilmasinda bu hastaliklara 6zgii

belirteglerin tanimlanmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.4, LOCUS CERULEUS BOLGESININ ONEMi

Calismada, ISF patolojisinden etkilenen beyin kokiiniin dorsal bolgesinde yer alan locus
ceruleus bolgesine (Bouret ve Sara, 2010) ait otopsi beyin materyalleri incelenmistir. Locus

ceruleusun insan beynindeki konumu Sekil 2.10’da sematize edilmistir.

Pons v s /
Locus periaqueductal .~
- ~ corulous ra

gray - rd midbrain

locus ceruleus

Pontine . | pons
~ nuclei solitary nucleus
y medulla
\
caudal ventrolateral nucleus

Sekil 2.10: Locus ceruleus'un konumu. Locus ceruleus'un, ponsa ait temsili yatay kesitte konumu ile
insan beynindeki yeri sematik olarak gosterilmistir. Bouret ve Sara (2010) ve
http://www.learnneurosurgery.com/progressive-supranuclear-palsy.html’den uyarlanmustir.

ISF patolojisinden baslica etkilenen bolgelerin beyin kokii ve supraniikleer bdlge olmasi
nedeniyle locus ceruleusun beyindeki diger niikleuslara yakinligi ve beyin kokii ile temas
halinde olmas1 bu bdlgenin ISF patolojisinden etkilenebilecegine isaret etmektedir. Nitekim,
1979 yilinda Yagishita ve dig. tarafindan elektron mikroskobuyla ISF otopsi materyallerine ait
locus ceruleus bolgesindeki tau birikimleri goriintiilenmistir. Fakat, ISF patolojisinde locus
ceruleusun incelenmesine yonelik ¢alismalar ancak son yillarda artig géstermistir. 2009 yilinda

Grimbergen ve dig.’nin, Parkinson hastaliginda durus bozuklugunun dopamin ile iliskili
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olmay1p, noradrenerjik néronlarin kaybina bagl gelistigi hipotezini 6ne siirmesi, parkinson ve
ISF gibi durus bozuklugu gdzlenen hastaliklarda, noradrenalin iiretim yeri olan locus ceruleus
dejenerasyonun etkisini giindeme getirmistir. Ayrica bu ¢alismada, adim atma fonksiyonu da
locus ceruleus ile iligkilendirilmistir. Uyaranlara karsi locus ceruleus’dan yapilan noradrenalin
salgisinin bagta 6n beyin olmak iizere bir ¢ok beyin merkezini uyararak, stresse karsi tepki
olusumu, dikkat, duygular, motivasyon, karar verme, 6grenme ve hafiza lizerinde etki

gosterdigi disiiniilmektedir (Grimbergen ve dig., 2009).

Passamonti ve dig.(2018) tarafindan ISF’nin de dahil oldugu nérodejenratif hastalik grubu olan
frontotemporal lobar dejenerasyon (FTLD) olgularinda davranigsal olarak ortak klinik tablo
olan duyarsizlik/ilgisizlik durumunun anotomik ve nérokimyasal temelleri irdelemistir. Locus
ceruleus bolgesindedeki dejenerasyona bagli azalan noradrenalin salgisiyla, adaptasyonun
saglanmasi, eylem baglatimi i¢in tetikleme, devam eden eylemlerin durdurulmasi gibi iglevlerin
etkilendigi one siiriilmiis ve bu bolge FTLD’de farmakolojik bir hedef olarak gdsterilmistir
(Passamonti ve dig., 2018).

Bu nedenlerle, digsal uyaranlarla iliskili, ISF’de dejenerasyon merkezi ile temasta, beyinin bir
cok bolgesiyle etkilesim halinde olan ve Ilerleyici Supraniikleer Felg hastaliginda temel olarak
gbzlenen durus ve denge bozuklugu, bazi durumlarda biling, davranis bozukluklar1 gibi
semptomlarla iligkili locus ceruleus bolgesinde dejenerasyona bagli miRNA diizeyinde

degisimlerin tespit edilmesi amacglanmustir.

Ozetle bu calismada locus ceruleus bolgesinin tercih edilme nedenleri 1) dissal uyaranlar ve
beynin bir ¢ok bolgesiyle etkilesim halinde olmasi, 2) ISF’nin temel dejenerasyon bolgesi olan
beyin kokii ile temasi, 2) ISF’de temel olarak gozlenen durus ve denge bozuklugu, biling (bazi
durumlarda), davranis bozukluklar1 gibi semptomlarla iligkili olmasidir. Bu c¢alismada,
belirtilen nedenlerle ISF hastalig1 ile giiglii iliskilerinin oldugu diisiiniilen locus ceruleus
bolgesinde, patolojiye bagli olarak miRNA’larin  anlatim diizeylerinde olusabilecek

degisimlerin tespit edilmesi amaglanmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

Doktora tez ¢alismasi kapsaminda otopsi beyin kesitleri immunhistokimyasal incelendikten
sonra (3.1) bu kesitlerden RNA izolasyonu ve molekiiler ¢aligmalar gergeklestirilmistir (3.2).
Son olarak da elde edilen veriler degerlendirilmistir (3.3). Yontemler bakimindan ii¢ ana

baslikta incelenecektir.

3.1. OTOPSI BEYIN KESITLERINDE iMMUNHISTOKIMYASAL iNCELEME

Calismada, tau patolojisi iceren ISF tanili ve saglikli bireylere ait otopsi beyinlerinden elde
edilmis, parafine gémiilii locus ceruleus kesitleri kullanildi. Yaslar1 58 ve 92 arasinda, 9 ISF
hastas1 ve 4 saglikli bagis¢iya (vericiye) ait otopsi beyin dokulari, klinik ve néropatolojik
bilgiler ile birlikte ‘Multiple Sclerosis and Parkinson’s’ beyin doku bankasindan saglandi.
Hasta bireylere ait kesitlerin, hem tau patolojisi gosteren hiicrelerin yogun oldugu bolgeleri hem
de bu patolojinin goziikkmedigi saglikli bolgeleri bir arada igermesi istendi. Hem hastalara hem
de saglikli kontrollere ait dokularin her birinden immunhistokimya ¢aligsmasi i¢in 7 mikronluk
2, molekiiler ¢aligsmalar i¢in ise 10 mikronluk 3’er adet kesit talep edildi. Bu kosullara uygun
olarak segilen parafin bloklardan alinan kesitler, oda 1sis1 kosullarinda beyin bankasindan

saglanmstir.

Eslenik (replika) olan bu kesitlerden 7 mikron olanlarin birer adedi, immunhistokimya ¢alisma
sartlarinin optimizasyonu i¢in kullanildi. Diger 7 mikron olan kesitler ise bu optimizasyonla
belirlenen ¢alisma kosullarina gore islendi. 10 mikron olan kesitler ise total RNA eldesi i¢in

kullanildi.

3.1.1. Parafinin Uzaklastirilmasi ve Immunhistokimya Boyamasi

Immunhistokimya incelemesinde kullanilmak iizere alinan 7 mikronluk kesitlerden parafinin
uzaklastirilmast ve immunhistokimya boyamast ‘BenchMark ULTRA’ otomatize sisteminde

gerceklestirildi. Dokularin  boyanabilmesi i¢in gomiili olduklar1 parafinden tamamen
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arindirtlmalar1 72°C’de 20dk ‘EZ Prep (10x), Roche’ solusyonuyla muamele edilecek sekilde
cihazin parafin protokoliinde gerceklestirildi. Immunhistokimya calismasi ise ‘ultraView
Universal DAB Detection Kit’ protokolii izlenerek yapildi. Kesitler parafinin uzaklastirilmasini
takiben, antijen ortaya ¢ikarma (retrieval), antikor inkubasyonu, ikincil boyama
(counterstaining), suyun uzaklastiritlmasi ve destek ortami (mounting medium) ile sabitleme

islemlerinden gegirilerek mikroskobik olarak incelendi.

Dokularin fiksasyonu sirasinda olusan metilen kopriileri, doku yapisindaki proteinler ile ¢apraz
baglanma yaparak maskelemeye neden olabilmektedirler. Bu nedenle, parafinin
uzaklastirilmasini takiben doku kesitlerinin 36dk CC1(EDTA) ile muamele edilmesiyle ‘antijen
ortaya ¢ikarma (retrieval)’ islemi yapilarak kopriilerin kirilmasi saglandi. Antikor erisimine
acik hale gelen tau proteininin epitoplari, insan tau proteinine 6zgii monoklonal tavsan antikoru
olan ve 1/1000 oraninda seyreltilen‘ Anti-Tau antikor [E178] (Abcam)’u ile 32 dk inkiibe edildi.
Ikincil antikor olarak HRP (horseradish peroxidase) enzimi bagli ‘keci anti-tavsan’ antikoru
kullanildi (Bakir siilfat ve hidrojen peroksit eklenmesi ile tepkimeye giren HRP enzimi, tau
immiin reaktivitesini, mikroskop altinda kahverengi olarak gozlenir hale getirmektedir). Bu
islemin ardindan doku ve hiicrelerin boyanmasini saglamak igin, 16 dk hematoksilen
muamelesi yapilarak 4 dk anti zit boyama igin ‘bluingreagent’ uygulandi. Biinyesindeki suyu
tamamen uzaklastirilan kesitler, destek ortami kullanilarak sabitlendi. Son olarak entellan
kullanilarak lamelle kapatildiktan sonra dokular x200 ve x400 biiylitmede 151k mikroskobunda

incelendi.

3.2. ARRAY CALISMASI iCiN ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

Immunhistokimyasal boyanarak tau patolojisi iceren alanlar1 belirlenen kesitler, array
caligmasinda sablon olarak kullanilmistir. Ayni parafin dokulara ait 10 mikron olarak
alinmis olan eslenik kesitler array ¢alismasi i¢in iseleme alindi. Dokularin igerisindeki
RNA hedeflerine ulasabilmek i¢in, Once dokularin gomiili oldugu parafinin
uzaklastirilmasi, sonra dokunun parcalanmasi ve hiicre i¢i icerik ile kimyasal artiklarin
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu nedenle ilk olarak dokular parafinden arindirildi.
Daha sonra, sablon kesitlerinde belirlenen patoloji sinirlarina gore ayristirilarak RNA

izolasyonu yapildi ve array caligmasina alindu.
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3.2.1. Parafinin Uzaklastirilmasi

Dokularin pargalanabilmesi igin Oncelikli olarak eslenik slaytlar (lamlar)’a parafin
uzaklastirma islemi uygulandi. Slaytlar {izerindeki parafinin uzaklasgtirma islemi ayri

ayr1 cam salelerde tablo 3.1°deki siraya gore gerceklestirildi.

Tablo 3.1: Parafinin uzaklagtirmasi asamasinda doku kesitlerinin bulundugu slaytlara uygulanan
islemlerin sirasi.

Kullanilan Kimyasal / Uygulama Uygulama Siiresi
1. Histoclear (deparafinizasyon 10-15 sn calkalama + 2 dk
solusyonu) (sale 1) bekleme
2. Histoclear (sale 2) sn ¢alkalama + 2 dk bekleme
3. Etanol (%100) 10-15 sn galkalama+ 2 dk bekleme

4. Slaytlar1 5-10 dk oda 1s1sinda kurumaya birakma (kuruma siiresi doku boyutuna
gore degisebilir)

5. Boyali slaytlarin sablon olarak kullanilarak, kuruyan slaytlar tizerinde patolojik
alanlar1 kalemle ¢izme

6. %3’liik gliserol slayt daldirma

7. Slaytlardan belirlenen patolojik alanlar1 kaziyarak eppendorf tiiplere aktarma

8. Kalan saglikli alanlar1 kaziyarak ayr1 eppendorf tiiplere aktarma

Parafini uzaklastirilan eslenik slaytlardan, immunhistokimya boyama yapilmis sablon slaytlar
oOlciit alinarak, patolojik ve saglikli bolgerler ayr1 kazinip ilgili tiiplere aktarildi. Bu ayrima gore,
takip eden molekiiler ¢aligmalarin verilerinin degerlendirilmesinde tiim ornekler, ‘Patolojik

Grup (P)’, ‘Saglikli Grup(S)’ ve ‘Kontrol Grup (K)’ olarak siiflandirildi.
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Sekil 3.1: Eslenik slaytlarda patolojik doku sinirlarinin belirlenmesi. Ayni kesitteki saglikli ve patolojik
doku alanlarinin ayr1 tiiplere aktarilmasi.

3.2.2. RNA izolasyonu

Dokulardan total RNA’nin eldesi ticari kit (High Pure FFPET RNA izolasyon, Roche)
kullanilarak gerceklestirildi. Ependorf tiiplere alinan dokularda pargalama enzimatik olarak

saglandi. Bu amagcla agagidaki basamaklar uygulands,

a) Doku bulunan eppendorf tiipiine; 100 ul doku lizis tamponu (TLB) + 16 ul %10 SDS +
120 pl proteinaz-K eklendi.

b) Tip birkag dk karistirild1 ve santrifiijde ¢oktiiriildii.
c) 55'C’de 12 saat inkiibe edildi.

(On iki saatin sonunda dokularin tamamen pargalanarak homojenize oldugu ve eppendorlarin

icindeki tamponun sefaf bir goriiniim aldig1 gozlendi.)

d) Siire sonunda 6rnekler 30 sn spin edildi ve 80°C’de 15 dk bekletildi.

e) Dnaz, DNaz inkiibasyon tamponuna eklenerek Dnaz reaktifi hazirlandi. Reaksiyon
icin gerekli miktar; (N+1)x90 pl DIB + (N+1)x10 pl DNase olarak hesaplandi
(N:RNA izolasyon sayist).

f) Her bir 6rnege 325 pl PBB (parafin baglanma tamponu) ve 325 ul %100 ETOH
eklenerek karistirild1 ve 30 sn siire ile spin yapildi.

g) Ornek, toplama tiipiiniin iizerine yerlestirilmis filtre tiipiine aktarilarak 6000 x g’de

30 sn santrifiij yapildu.
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h) Filtre yeni toplama tiipiine aktarildi ve tamamen kurutmak i¢in 16000 x g’ de 2 dk
dondiirild.

1) Filtre yeni toplama tiipiine tagindi, hazirlanan 100 ul DNaz reaktifi (e) filtreye
eklendi ve oda 1sisinda 15 dk inkiibe edildi.

j) Filtreye 500 pl yikama tamponu-I eklendi ve santrifiij 20-30 sn 6000xg’de
gergeklestirildi.

k) Tasinan filtre {izerine 500 pl yikama tamponu-ll konularak ayni kosullarda (j)
santrifiij yapildi.

I) Madde ‘k’ tekrarlandi ve 16000xg’de 2dk santrifiij yapildi.

m) Filtre 1,5’luk RNaz icermeyen tiibe taginarak, 30 ul eliisyon tamponu eklendi.

n) Odaisisinda 1 dk bekletilen tiipler 6000xg’de 1 dk santrifiij edilerek RNA, kolondan
alindu.

0) Izole edilen RNA 2 dk maksimum hizda déndiiriilerek cam boncuklardan arindirild:
ve -80°C’de saklandi.

Elde edilen total RNA’nin konsantrasyonu ‘nanodrop’ spektrofotometresi ile hesaplandi. Her
ornekten alan 1 ul RNA’nin A260 /A280 ve A260/A230 dalga boyu oranlarindaki absorbans
degerleri Olciilmiistiir. Izolasyonu takiben yapilan molekiiler ¢alisma igin kit galisma
klavuzunda 6nerilen minimum RNA konsantrasyon degeri 33ng/ul, protein kontaminasyonu
(260/280) >1,9 ve organik bilesenlerin kontaminasyonu (260/230) >1,8 olarak belirtilmektedir.

Olgiimler yapilarak, uygun &rnekler calismada kullanilds.

3.3. miRNA’larin NANOSTRING PLATFORMUNDA CALISILMASI

MiRNA’larin orneklerdeki gergek miktarlarinin belirlenebilmesi i¢in: miRNA’lar1 6zgilin
olarak taniyabilen, ¢ogaltma basamagi ve enzim kullanimi olmaksizin dogrudan mikroskobik
Kimliklerine gore veri olusturabilen ‘nCounter, NanoString’ platformunda, ‘NanoString Human
v3 miRNA Assay Kit’i kullamilmistir. Temel olarak, orneklerin hazirlanmasi, hedef
miRNA’larin ¢ip zeminine sabitleyen ve kimliklendirmeye yarayan problarla hibridizasyonu,
kapali otamasyon sistemi olan hazirlik istasyonunda yikama ve ¢iplere aktarimi, ¢iplerin
taranmasi asamalart miRNA Anlatim Analizi arrayi (miRNA Expressionassay User Manuel,

NanoString Technologies)’nin kilavuzuna uygun olarak uygulanmustir.
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3.3.1 Orneklerin Hazirlanmasi

RNA ol¢iim degerlerine gore, 3’1 kontrol (K), 4’1 patolojik (P) ve 5’1 de saglikli (S) bolgeyi
temsil eden on iki 6rnek, D1-D12 sirasi ile array caligmasina alindi (Calismaya alinan
orneklerin, banka kodlari, RNA konsantrasyon degerleri ve patoloji oranlar1 Tablo 4.2°de

belirtilmektedir).

Orneklerin hazirlanmas1 asamasi birbirini takip eden; baglanma (annealing), ligasyon (ligation)
ve saflagtirma (purification) islemleri ile yapildi. Bu islemler, ‘thermocycler’cihazinda Tablo

3.2°de gosterildigi gibi, baglanma, ligasyon ve saflastirma programlarinda gergeklestirildi.

Tablo 3.2: Ornek hazithg  protokoliiniin, termal dongii cihazindaki  basamaklari.
‘miRNA_Expression_Assay User Manual’den alinmistir.

94°C 1dk
65°C 2 dk
Baglama 450C 10 dk
48°C Beklet
48°C 3dk
47°C 3dk
Ligasyon 46°C 3dk
45°C 5 dk
65°C 10 dk
4°C Beklet
Saflastirma 37°C 1 saat
70°C 10 dk
4°C Beklet

Orneklerin hazirlanmas1 asamasinda amag, kiiciik dizilere sahip miRNA’larin, total RNA
orneklerindeki miktarlarinin hassas sekilde belirlenmeini saglamaktir. Kullanilan ticari kit
(‘nCounter miRNA Expression Assay’, NanoString Technologies) igerisinde, 800 adet
miRNA’ya 6zgiin olarak tasarlanmig sentetik molekiiller olan miRtag dizileri bulunmaktadir.
Dizi 6zgilin kopriiler kullanilarak, ‘miRtag’ dizileri ilgili miRNA’larla esleserek baglandi,

baglanmayan molekiiller enzim saflastirmasi ile uzaklastirildi (Sekil 3.2).
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bridge
(kopru)

olgun miRNA ':_f 2

ligasyon bolgesi
miRtag dizisi

Sekil 3.2: miRNA’lara miRtaq dizilerinin eklenmesi. RNA izolatlarinda bulunan miRNA’larin, 6zgiin

koprii molekiilleri ile her bir miRNA’ya 6zgii tasralanmis miRtaq dizisinin ligasyon yontemi ile
birlestirilmesi, hedef molekiillerin olusumu (www.nanostring.com’dan uyarlanmustir).

Ormnek hazirliginda izlenen protokol asagida ayrmtili olarak maddeler halinde verildi.

a)

b)

9)

h)

)

miRNA ¢aligsma kontrolleri (miRNA Assay Controls) 1:500 olacak sekilde seyreltildi
(499 nul RNAse-igermeyen H2O , 1 pl’lik calisma kontrol tiipiine eklenir).

Annealing ana karisimi : 13 pl Annealing tampon + 26 pl nCounter miRNA Tag
Reaktifi + 6.5 pl seyreltilmis olan miRNA ¢alisma kontrollerinden eklenerek
olusturuldu.

0,2 pl’lik 12 kuyucuklu tiiplerdeki her bir kuyucuga, hazirlanan ana karigimdan 3,5 pl
dagitild.

Bu 12 kuyucuga sirast ile RNA 6rneklerinden 3’er pl dagitildi.

Tipler, termal dongii cihazinda hazirlanan baglanma programinda tutuldu.

Bu sirada ligasyon basamagi igin, 9.5 pul PEG ve 13 pl Baglama tamponu
karistirilarak, baglama ana karisimi hazirlandi.

Sicaklik 48°C’ye geldiginde, drneklerin her birine hazirlanan baglama karigimindan
2.5 ul dagitilarak karistirildi ve cihaza yerlestirildi.

48°C’de 5 dk boyunca tutulduktan sonra lizerine, 1pl ligaz enzimi eklenerek ligasyon
programina devam edildi.

Ligasyon programinin tamamlanmasiyla, 6rneklerin i¢inde 1’er pl ligasyon temizleme
enzimi (Ligation Clean-Up Enzyme) eklenerek saflastirma asamasi uygulandi.
Saflagtirma programi tamamlaninca 6rneklerin tizerine 40 pl RNaz-igermeyen H>O

eklendi.


http://www.nanostring.com'dan/
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3.3.2 Hedef miRNA’larin Problarla Hibridizasyonu

Hazirlik agsamasi1 tamamlanan 6rneklerde, hedef miRNA’lar miRtag dizileriyle spesifik olarak
birleserek ‘hedef molekiiller’ini olusturdu. Hedef molekiilleri, array yiizeyine baglanabilmek
icin biyotin isaretli yakalayici problar1 ve kimliklendirme i¢in belirtici problartyla hibridize

olabilecek yapiya getirildi.
Hibridizasyon hazirliklarinda izlenen protokol asagida maddeler halinde belirtilmistir.

a) 130 ul’lik hibridizasyon tamponunun tamami, 130 ul’lik belirtici prob tiipiine
eklenerek hibridizasyon ana karigimi hazirlandi.

b) Karisim, hazirlanan mixten 20 pl olacak sekilde kuyulara dagitildi.

€) Bir d6nceki asamada hazirlanan hedef molekiilleri 85°C’de 5dk denature edilerek hizla
buza aktarildi.

d) Orneklerin 5’er ul’si kuyulardaki hibridizasyon ana karsimlarina eklendi.

e) Termal dongii cihazinda sicakligin 65°C’ye ulagsmasi beklendi.

f) Tiplere hizla 5’er pul yakalayici probdan eklenerek, karistirildiktan sonra 65°C’de 12

saat sure ile bekletildi.

3.3.3. miRNA’larin Ciplere Aktarim

Hibridizasyon sonrasinda, Orneklerin ¢ipe aktarimi ve baglanmamis molekiillerin
uzaklastirilmas: i¢in kapali ve otomatik bir sistem olan nanostring hazirlama istasyonu
kullanildi (Sekil 3.3). Cip ve tampon ¢ozeltiler ile manyetik boncuklar igeren plaka 20 dk oda
1sisinda bekletildi. Termal dongii cihazinda on iki saati dolduran ornekler ile ¢ip ve plaka

hazirlama istasyonuna yerlestirildi (User Manual | nCounter® Analysis System).
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Sekil 3.3: Kapal1 ve otomatik bir sistem olan nanostring hazirlama istasyonu (www.nanostring.com’dan
almmustir).

3.3.4. Ciplerin Taranmasi ve Verilerin Eldesi

Cam ¢iplerin yiizeylerine sabitlenen barkodlu miRNA kompleksleri (hedef-prob
kompleksleri)’nin okunabilmesi i¢in, hazirlik cihazindan ¢ikarilan cam ¢ip daha sonra
nanostring tarayicisina yerlestirildi. Her bir molekiilden ka¢ adet oldugunu tarayici igerisinde
bulunan fluoresan mikroskop sistemi ile kaydedildi. Barkod niteligindeki kodlanmis
floroforlarin, dogru dizimde taninabilmesi i¢in elektrik akimi uygulandi ve bu akim sayesinde
molekiillerin ¢ip yiizeyinde tek bir yone dogru ‘iplikler’ gibi dizilmesi saglandi. Boylece cihaz,
elektrik alani altinda, her bir molekiile 6zgii barkodu taniyarak sayim yaparak verileri olusturdu
(Sekil.3.4).

H00wems

e

B oAN

BN S
Sooress:

= O PRI (D =)

Sekil 3.4: miRNA komplekslerinin  goriintiilenmesi. Cam ¢iplere yliklenmis miRNA
kompleksleri/hedef-prob komplekslerinin nanostring tarayicisinda elektrik alan etkisiyle
mikroskobik olarak barkodlarinin okunmasi (www.nanostring.com’dan uyarlanmistir).

3.4. VERILERIN INCELENMESI

MiRNA’larin azalan ve artan anlatim diizeyleri, hedef-prob komplekslerinin sayimina

dayanilarak kaydedilen verilere gore belirlenmektedir. Cip ylizeyinde her bir 6rnek igin 555
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alanda gorintiilenebilen barkodlu 800 hedef-probun gercek molekiil sayilari, mikroskobik
olarak ‘nCounter, NanoString’ tarayicisinda okutularak veriler olusturulmustur. Bu veriler
nCounter, NanoString” platformuna uyumlu ‘nSolver Software analiz sistemi’nde

degerlendirilmistir.

Goriintiilenebilen alan (field of view , FOV, Sekil 3.5) sayisi, baglanma yogunlugu (binding
density, Sekil 3.5) ve icerdigi kontroller esas alinarak, tarayicidan RCC dosyalar1 olarak
nSolver analiz sistemine yliklenen verilerin kalite kontrolleri (Quality check, QC) yazilim

tarafindan otomatik olarak yapildi.

Imaging QC Binding DC‘HSily QcC

baglanma yuzeyi

555 gdzlenebilen alan says: (field of view (FOV))

B Baglanma yogunlugu= 1 mikron
cam chip : karede gozlenen floresan broblar

Sekil 3.5: Temsili olarak ¢ip yiizeyindeki, gozlenebilen alan (FOV) ve baglanma yogunlugu (nSolver
egtim videosundan uyarlanmistir).

Ayrica, 6rnek hazirlanmasi esnasinda her bir 6rnege kit igeriginde bulunan 6zgiin dizilere sahip
sentetik molekiiller (External RNA Control Consortium, ERCC) eklendi. Analiz programinda
bu molekiiller, 6rneklerin bireysel i¢ kontrolleri olarak baz alindi. Caligmanin kalitesinin test
edilmesinde, farkli orneklerin normalizasyonunda, arka planimin elimine edilmesinde ve
ligasyonun basarisinin kontroliinde kullanilarn bu sentetik molekiiller, ‘Pozitif Kontroller’,

‘Negatif Kontroller’, ‘Pozitif ve Negatif Ligasyon Kontrolleri’dir.
3.4.1.1. Pozitif Kontroller

Ligasyona ihtiyag duymadan, kendilerine 6zgii problar tarafindan taninip baglanan sentetik
MRNA dizileri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kit igeriginde bulunan bu sentetik
mRNA’lar alt1 farkli dilusyonda olup (0.125, 0.5, 2, 8, 32, 128 fM), her bir 6rnek i¢in dogrusal

bir grafik olustururlar (Sekil 3.6). Program tarafindan otomatik olarak olusturulan grafigin
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dogrusallig1 ve en diisiik konsantrasyondaki pozitif kontroliin esik degerinden yiiksek olmasi,
caligmanin glivenirligini gosterir. Analiz programi tarafindan otomatik olarak gergeklestirilen
bu hesaplamalar, ayrica ‘excell’ programi ile yapilarak teyid edildi. Her ornekteki pozitif
kontrollerin aritmetik ortalama degeri ‘normalizasyon faktorii’ olarak belirlendi ve o drnekte
sayilan her bir miRNA degeri ile ¢arpilarak normalize edildi. Her bir 6rnek ig¢in yapilan bu
hesaplama sayesinde normalize edilen 6rnekler birbirleri ile karsilastirilabildi. Her bir 6rnegin
‘Tespit edilebilen seviyedeki kalite limit degeri (Limit of detection QC)’, o drnekteki en diisiik
konsantrasyonlu (0.5fM) pozitif kontrol (Pozitif E) molekiiliiniin sayisi baz alinarak Denklem
3.1’deki gibi belirlendi.

Pozitif E > Negatif kontrollerin ortalamasi + 2 x Standart Sapma (3.1)

Limit of Detection QC

POS Concentration  Raw
Control (L) Counts

!_ Control :mma

POS_E > Average of NEG controls + 2*SD

nanoString

Sekil 3.6: Pozitif kontrol problarinin olusturdugu dogrusal grafik (temsili). Ayrica, en diisiik pozitif
kontroliin (Pozitif E), negatif kontrollerle kiyaslanarak esik degerinin belirlenmesi de
gosterilmektedir (nSolver egtim videosundan uyarlanmustir).

3.4.1.2. Negatif Kontroller

Negatif kontrol molekiilleri olarak, reaksiyon i¢inde bulunmasi beklenmeyen ‘6zgiin sentetik

hedef mRNA’ dizilerine 6zgii problar kullanildi. Boylece, reaksiyonda herhangi bir hedef dizisi
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olmadig1 i¢in, negatif kontrol problarinin yaptig1 baglantilar tamamen spesifik olmayip, zemin
kirliligi olarak tanindi. Negatif kontroller c¢alismanin kalite kontrolii ve esik degerinin
belirlenmesi i¢in gereklidir. Her bir 6rnek icin esik degerinin belirlenmesi, normalize edilmemis
ham verilerde ‘Negatif Kontrol’lerin ortalama degerleri esas alinarak hesaplandi (Denklem
3.2). Calismamizda ‘Negatif C’ kontroli, tiim 6rneklerde, kabul edilebilenden ¢ok daha yiiksek
degerler verdigi icin ¢apraz reaksiyon gerceklestirdigi diisiincesiyle hesaplama dis1

birakilmistir.

Esik Degeri = Negatif kontrollerin ortalamasi1 + 2x Standart Sapma (3.2)

3.4.2. Orneklerin Gruplandirilmas: ve Karsilastiriimasi

Her bir o6rnegin bireysel olarak esik degerlerinin belirlenmesi ve normalizasyonlarinin
yapilmasinin ardindan 6rnekler Tablo 3.3’de gosterildigi gibi gruplandirildi. Her bir bireye ait
doku kesitinin, patolojik bolgesinde tespit edilen anormal tau proteini birikimli hiicrelerin orani
TAU orani olarak belirtildi. Yiizde ‘Tau orani belirlenen kesitlerin patoloji gosteren bolgeleri

‘%P’, ayn1 kesitin patoloji gostermeyen saglam bolgeleri ‘%S’ olarak isimlendirilmistir.

Tablo 3.3: Caligilan parafin kesitlerin gruplandirmasi. ‘D’ ¢aligma numarasi, ‘P’ patolojik bdlgeyi, ‘S’
saglam bolgeyi, ‘K’ saglikli kontrol bireylere ait drnekleri belirtmektedir.

Calisma | Tau Oram Calisma Tau Oram Calisma Tau Orani

—~ >
= Sirasi (%P) o Sirasi (%S) = Sirasi (%)
S = o -
fut 2 S5 X
o D1 30 = D5 3 o < D10 0
X S fra)
5 D2 20 © D6 5 c D11 0
S 2 =
= D3 20 ’E‘) D7 1 D12 0

D4 3 s D8 5

D9 1




28

3.4.2.1. Orneklerin Gruplandirilmasi

Elde edilen verilere gore gruplarin normalize edilen degerlerinin karsilastirmas: her miRNA
icin Patolojik, ‘Saglikli’, Kontrol ve izlenen sapmalara gore ‘Patolojik-4’ ile ‘Kontrol-10’

olarak yapildi.

Patolojik Grup: ISF’li bireylere ait parafin kesitte tau patolojisinin goriildiigii
bolgelerden yeterli konsantrasyonda RNA elde edilen 6rneklerdir (D1, D2, D3, D4).

Saghkh Grup: ISF’li bireylere ait parafin kesitte tau patolojisinin gdzlenmedigi
bolgelerden yeterli konsantrasyonda RNA elde edilen 6rneklerdir (D5, D6, D7, DS, D9).

Kontrol Grup: Tamamen saglikli kontrol olarak ¢alisilan, herhangi bolgesinde patoloji
gozlenmeyen bireylere ait parafin kesitlerden yeterli konsantrasyonda RNA elde edilen
orneklerdir (D10, D11, D12).

Patolojik-4 Grup: Bulundugu patolojik grup igerisinde belirgin sapmalar gosteren 4
numarali 6rnegin dislandig1 gruptur (D1, D2, D3).

Kontrol-10 Grup: Bulundugu kontrol grubu igerisinde belirgin sapmalar gosteren 10

numarali 6rnegin dislandig1 gruptur (D11, D12).

3.4.2.2. Orneklerin Karsilastirilmast

[statistiksel olarak az sayida, fakat testin kendi minimum analiz kapasitesi olan ‘her grupta
minimum 3 &rnek’ kuralina gore yeterli olan verilerimizde, her bir gruba ait u¢ degerlerin en
belirgin farklari incelendi. Gruplarin miRNA anlatim diizeylerindeki farkin anlamliligi, her
gruba ait minimum (Min) ve maksimum (Max) degerlerin karsilastirilmasi esas alinarak
hesaplandi. Bir grubun Minimum degeri, diger grubun maksimum degerinden en az iki kat daha
fazla ise bu veri anlamli olarak degerlendirildi. Karsilastirmalarda kullanilan degerler, direkt
olarak her bir miRNA’ya ait barkodun okunmasindan elde edilen molekiil sayilarinin, 6rnek

icerisine eklenmis pozitif kontrol sayimlari normalizasyonu ile belirlenmistir.

MinK/MaxP: Kontrol gurubunun minimum miRNA degerlerinin, patolojik grubun

maksimum miRNA’degerlerinin en az iki kati oldugu miRNA’lar degerlendirmeye alindi.
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MinK/MaxP-4: Kontrol gurubunun minimum miRNA degerlerinin, patolojik-4 grubun

maksimum miRNA’degerlerinin en az iki kat1 oldugu miRNA’lar degerlendirmeye alindu.

MinK-10/MaxP-4: Kontrol-10 gurubunun minimum miRNA degerlerinin, patolojik-4
grubun maksimum miRNA’degerlerinin en az iki kati oldugu miRNA’lar degerlendirmeye

alindi.

MinP/MaxK: Patolojik guruba ait minimum miRNA degerlerinin, Kontrol grubuna ait
maksimum miRNA’degerlerinin en az iki kati oldugu esik iistii miRNA’lar degerlendirmeye

alindi.

MinP-4/MaxK-10: Bu degerlendirmede, patolojik-4 gurubunun minimum miRNA
degerlerinin, kontrol-10 grubun maksimum mMiRNA’degerlerinin en az iki kati oldugu

miRNA’lar degerlendirmeye alindi.

MinK/MaxS: Kontrol gurubunun minimum miRNA degerlerinin, saglikli grubun maksimum

mMIRNA’degerlerinin en az iki kati oldugu esik tstii bir miRNA’lar degerlendirmeye alindi.

MinK-10/MaxS: Kontrol-10 gurubunun minimum miRNA degerlerinin, saglikli grubun

maksimum miRNA’degerlerinin en az iki kati1 oldugu miRNA’lar degerlendirmeye alindu.

MinS/MaxK: Saglikli gurubunun minimum miRNA degerlerinin, kontrol grubun maksimum

mMiRNA’degerlerinin en az iKi kat1 oldugu esik iistii miRNA’lar degerlendirmeye alindi.

MinS/MaxK-10: Saglikli gurubunun minimum miRNA degerlerinin, kontrol-10 grubun
maksimum miRNA’degerlerinin en az iki Kati oldugu esik iistii miRNA’lar degerlendirmeye

alindu.

MinS/MaxP: Saglikli gurubunun minimum miRNA degerlerinin, patolojik grubun
maksimum miRNA’degerlerinin en az iki Kati oldugu esik iistii miRNA’lar degerlendirmeye

alindi.

MinS/MaxP-4: Bu degerlendirmede, saglikli gurubunun minimum miRNA degerlerinin,
patolojik-4 grubun maksimum miRNA’ degerlerinin en az iki kat1 oldugu esik tistii miRNA’lar

degerlendirmeye alindi.

MinP/MaxS: Patolojik gurubunun minimum miRNA degerlerinin, saglikli grubun
maksimum miRNA’ degerlerinin en az iki kat1 oldugu esik istii miRNA’lar degerlendirmeye

alindi.
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MinP-4/MaxsS: Patolojik gruptan 4 numarali 6rnegi disladigimizda, patolojik-4 grubundaki
MIRNA’larin minimum miRNA degerlerinin, saglikli grubun maksimum miRNA’ degerlerinin

en az iki kati oldugu esik tistii miRNA’lar degerlendirmeye alindi.

D4/D5 ve D5/D4 Oranlari: D4 ve D5, ayni bireye ait PD173 doku bankasi kodlu kesitinde
yer alan patolojik (D4) ve saglikli (D5) bolgelerinden izole edilen orneklerin verileridir. Bu
bireye ait kesitin patolojik alandaki tau patoloji oran1 %3’tiir. D4 ve D5 karsilastirmalarinda,
en az iki kat fark olarak (D5>2x D4, D4>2x D5) tespit edilen miRNA’larin verileri Tablo 4.8
ve Tablo 4.9°da listelendi.

D5/D4 karsilastirmalar1 baz alinarak, saglikli ve patolojik guruplarda paralel degerlendirmeler

yapilarak fark olusturan miRNA’lar Tablo 4.10°da gosterildi.
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4. BULGULAR

Immunhistokimyasal boyama sonucunda yapilan gdzlemler ile array ¢alismasi sonucunda elde

edilen miRNA’larin anlatim diizeylerindeki artis ve azalislar birlikte degerlendirilmistir.

4.1. IMMUNHISTOKIMYASAL BOYAMA

Tau proteinlerinin hiicrelerde birikimi ile karakterize edilen ISF patolojisine bagli bdlgesel
farkliliklar, ayn1 otopsi beyin kesitlerine ait saglikli ve patolojik alanlarin immunhistokimyasal
olarak boyanmasi ile ortaya kondu. Parafinin dokulardan uzaklasgtirmasindan sonra locus
cereleous bolgesine ait dokuz adet ISF’li ve dort adet saglikli kontrol otopsi beyin dokularinda,
tau reaktivitesi gosteren alanlar anti-tau antikoru (‘Anti-Tau antikor [E178], Abcam) ile
belirlendi. Basarili bir sekilde boyanan dokularin genel morfolojik incelemesinde; tiim
kesitlerde locus ceruleus bolgesine 6zgii mavi pigmentli néronlarin gézlenmesi ile doku
kesitlerinin istenilen bolgeye ait oldugu teyit edildi (Sekil 4.1). Tau-immunreaktivitesine
yonelik yapilan incelemede ise biiyiikk sitoplazmali ndronlarin gévde ve aksonlarinda,

astrositlerin hiicre i¢i sitoplazmik yapilarinda tau birikimleri gézlendi.

Sekil 4.1: Negatif kontrol preparatlarinda locus ceruleusa 6zgii mavi pigmentlerin belirlenmesi.

Patolojik degerlendirmeye gore, ISF’li kesitlerde (PD139, PD75, PD108, PD302, PD178,
PD173, PD169, PD87, PD147) bulunan néronlarlarin yaklasik %1-30’unda belirgin tau
birikimi (immunreaktivite) gozlendi (Sekil 4.2). Ayrica bu Kesitlerde, x400 biiylitmede yapilan

incelemelerde, biliylik sitoplazmali ndronlarin sitoplazmalarinda yogun, aksonlarinda ise
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kismen tau birikimleri gozlendi (Sekil 4.2). Saglikli vericilere ait Kontrol doku kesitlerinde ise

tau birikimine rastlanmadi (Sekil 4.1).

Sekil 4.2: ISF tanili kesitlerde tau birikiminin tespiti. Sirasi ile PD139 :%10, PD75: %30, PD108:%]1,
PD302:%1, PD178:%20, PD173:%3, PD169:%5, PD87:%5, PD147:%20 tau birikimi tespit
edilen ndronlar gosterilmistir.

ISF tanil1 kesitlerde, tau birikimi gdsteren hiicrelerin belirli bolgelerde yogun oldugu izlendi.
Yogun miktarda reaktivite gosteren hiicrelerin bulundugu bolgelerde tau birikimi gésteren

noronlarin o bolgedeki toplam noronlara yiizdesi Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1: Kontrol ve ISF tanili locus ceruleus doku kesitlerinde tau-immun reaktivitesi gdsteren
hiicrelerin orani. PD numaralar1 doku bankasina ait olup, parantez igindeki numaralar bu
calismada, ¢alisma sirasina gore verilen numaralardir.

Preparat | PD139 PD75 PD108 | PD302 | PD178 | PD173 | PD169 | PD87 | PD147

iSF Tamh ID 2 (3) (6) (8) 9) (10) (12) (12) (13)

ornekler % Tau 10 30 1 1 20 3 5 5 20
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Tablo 4.1 (devam): Kontrol ve ISF tanili locus ceruleus doku kesitlerinde tau-immun reaktivitesi
gosteren hiicrelerin orani. PD numaralar1 doku bankasima ait olup, parantez i¢indeki numaralar bu
calismada, ¢alisma sirasina gore verilen numaralardir.

Preparat | PDCO5 | PDCO6 | PDC08 | PDCO3

Negatif ID | @ 6|0

Kontroller | 94 Tau 0 0 0 0

Saglikli vericilere ait kontrol doku kesitlerinde yogun tau-immun reaktivitesi gosteren hiicrelere
rastlanmadi. Bu kesitlerde tau-immun reaktivite degeri %0 olarak saptand1 (Sekil 4.3). Immun
boyama yapilmig ayni parafin dokunun eslenik kesitleri bir sonraki asama olan, miRNA

calismasinda kullanilmak tizere isleme alindi.
FDCOS™ ™ pcos () S

‘i
"10‘: /@

Sekil 4.3: Negatif kontrollerde tau immun reaktivitesi kontrolii. Tau immun reaktivitesi tiim alanlarda
%0 olarak gozlendi.

ISF tanili eslenik kesitlerinde ise, boyanmis preparatlar patolojik ve saglikli alanlarin
belirlenmesinde sablon olarak kullanildi. Boyanan preparatlarda, yogun miktarda reaktivite
gosteren hiicrelerin bulundugu bolgeler daire igerisine alindi (Sekil 4.4). Daha sonra boyali
preparatlarda isaretlenen bolgeler sablon gorevi yaparak ilgili eslenik kesitlerde de aymi
bolgeler belirlendi ve dikkatlice kazinarak bitisigindeki bolgelerle ayr1 sekilde molekiiler

caligmalar gerceklestirildi.
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Sekil 4.4: Kesitlerde tau immun reaktivite yiizdesinin belirlenmesi (a), patolojik ve saglikli bolgelerin
ayrilmasi (b). Yiiksek tau immune reaktivitesi (%0 iizerinde) gdsteren noronlarin yogun olarak
bulunduklar1 bélgeler mavi daire i¢ine alindi (a). immunhistokimya ile ‘patolojik (P) ve saglikli
(S) olarak sinirlandirilan preparatlarin sablon olarak kullanimu (b).

»; . | (b)

4.2. PARAFININ UZAKLASTIRILMASI VE RNA iZOLASYONU

Parafin 6rneklerden saf bir sekilde RNA eldesi zor oldugundan, ¢alisma i¢in temin edilebilen
az miktardaki dokulardan ancak uygun konsantrasyonda (>33ng/ul) 6l¢iilen 6rnekler caligmaya
alinmistir (Tablo 4.2). Elde edilen RNA konsantrasyonlari, yiiksek oranda tau birikimi iceren
ISF’li preparatlarin patolojik alanlarmdan 39-52 ng/ul olan dort &rnek, diisiik oranda tau
birikimi igeren ISF’li preparatlarin saglikli alanlarinda 53-91 ng/ul olan bes 6rnek, ve saglhkli

kontrollerden 33-41ng/ul olan ii¢ 6rnek ile ¢calismaya devam edildi.

Tau birikim yiizdesi yiiksek olan preparatlarin patolojik alanlarinin daha genis olmasi
nedeniyle, bu preparatlardan patolojik alan 6rnegi olarak daha fazla konsantrasyonda RNA elde
edildi. Fakat bu preparatlarin saglikli alanlarinin kii¢iik olmasi nedeni ile ayni1 preparata ait

saglikli ve patolojik alanlarin kasilagtirmali calismast miimkiin olmadi.

Tablo 4.2: Array ¢alismasina alinmak tizere parafin kesitlerden elde edilen total RNA'larin ¢alisma
numaralarina gore banka kodlari, konsantrasyonlari ve safliklari, kesitlerde tau patoloji gosteren
hiicrelerin‘%’ oranlari.

Calisma Banka Alan Bilgisi Olgiilen cont. (ng/pl) Patoloji Cinsiyet,
No Kodu (A260/A280) -(A260/A230) orani Yas
D1 PDO75 Patolojik Alan (P) 52,4 (1,845-1,724) %30 Erkek,66
D2 PD147 Patolojik Alan (P) 48,4 (1,806-1,984) %20 Erkek,69
D3 PD178 Patolojik Alan (P) 41,2 (1,746-1,304) %20 Erkek,85
D4 PD173 Patolojik Alan (P) 39,2 (1,960-0,951) %3 Erkek,75
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Tablo 4.2 (devam): Array c¢alismasina alinmak iizere parafin kesitlerden elde edilen total RNA'larin
calisma numaralarina gore banka kodlari, konsantrasyonlar1 ve safliklari, kesitlerde tau patoloji
gosteren hiicrelerin‘%’ oranlart.

Cahisma Banka Alan Bilgisi Olgiilen cont. (ng/pl) Patoloji Cinsiyet,
No Kodu (A260/A280) -(A260/A230) orani Yas
D5 PD173 Saglikl Alan (S) 59,2 (1,805-1,310) %3 Erkek,75
D6 PD087 Saglikli Alan (S) 91,6 (1,877-1,659) %5 Kadin, 79
D7 PD108 Saglikli Alan (S) 57,2 (1,744-0,973) %1 Kadin, 69
D8 PD169 Saglikli Alan (S) 53,2 (1,822-1,478) %5 Erkek,82
D9 PD302 Saglikli Alan (S) 87,2 (1,772-1,627) %1 Erkek,92

D10 PDCO003 Kontrol (K) 33,2 (1,66-1,277) %0 Erkek,84
D11 PDCO005 Kontrol (K) 38 (1,759-1,301) %0 Erkek,58
D12 PDCO006 Kontrol (K) 41,2 (1,807-1,212) %0 Kadin, 82

4.3. ELDE EDIiLEN VERLERIN DEGERLENDIRMESI

Calisilan ornekler ‘nSolver Software analiz sistemi’ yazilimina yiiklendi ve tiim 6rnekler Kalite
kontrol (QC) taramasini bagar1 ile gegti. Normalize edilen verilerin gruplandirilarak

karsilastirmasindan elde edilen bulgular ilgili tablolarda belirtildi.

MinK/MaxP: Kontrol gurubunun minimum miRNA degerlerinin, patolojik grubun
maksimum miRNA’degerlerinin en az iki kati oldugu miRNA’lardan her iki gurubun da esik
degerini gegerek giiglii fark yaratanlar hsa-miR-1268a, hsa-miR-1290, hsa-miR-548q ve yalniz
bir grubun esik degerini gegerek fark yaratanlar ise hsa-miR-2116-5p, hsa-miR-590-5p, hsa-
miR-644a olarak tespit edildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: MinK/MaxP oranlarinda farklilik gosteren miRNA’larin listesi ve normalize deger oranlari.

Karsilagtirmada en az bir verinin esik degerini gegmesi ‘*’, her iki verinin de gegmesi “**’ olarak
belirtilmistir. Her iki verinin de esik altinda kaldigi durumlar ise belirtilmistir.

MinK > 2xMaxP MinK > 2xMaxP

mMiRNA Oran miRNA Oran
**hsa-miR-1268a 2,27 **hsa-miR-548q 2,05
**hsa-miR-1290 242 | *hsa-miR-590-5p | 219
*hsa-miR-2116-5p 2,24 *hsa-miR-644a 2,42
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MinK/MaxP-4: Ayn karsilastirma, patoloji oran1 diisiik olan D4 6rnegi dislanarak sadece
yiiksek patoloji gosteren (%20-30) 6rnekler dahil edilerek yapildiginda, hsa-miR-1268a, hsa-
miR-1290, hsa-miR-2116-5p, hsa-miR-590-5p ve hsa-miR-644’nin oranlarmin degismedigi
fakat hsa-miR-548q’nun farkinin belirgin sekilde arttig1 gézlendi. Ayrica diisiik pozitif 6rnegin
dislanmasiyla hsa-miR-548d-3p ve hsa-miR-549a farklar1 belirirken hsa-miR-4536-5p ve hsa-
miR-548n her iki grupta da esik degerinin tizerinde giivenilir fark gosterdiler (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: MinK/MaxP-4 oranlarinda farklilik gosteren miRNA’larin listesi ve normalize deger farklari.
Kargilagtirmada en az bir verinin esik degerini gegmesi ‘*’, her iki verinin de gegmesi “**’ olarak
belirtilmistir. Her iki verinin de esik altinda kaldig1 durumlar ise belirtilmemistir.

MinK > 2x MaxP-4

miRNA Oran
**hsa-miR-1268a 2,27
**hsa-miR-1290 2,43

*hsa-miR-2116-5p 2,24
**hsa-miR-4536-5p 2,38
*hsa-miR-548d-3p 2,11

**hsa-miR-548n 2,14
**hsa-miR-548q 5,21
*hsa-miR-549a 3,06
**hsa-miR-590-5p 2,19
*hsa-miR-644a 2,42

MinK-10/MaxP-4: Karsilagtirmasinda diisiik pozitif olan D4’{in yanisira, kontrol grubunda,
grubun genel miRNA motiflerine gore sapmalar gosteren D10 6rneginin de diglanmasiyla
degerlendrime yapildi. Doku bankasindan ISF negatif olarak teslim alman D10 &rneginin
sapmalar nedeni ile klinik ve patalojik kayitlarinin tekrar incelenmesi sonucunda, tau iliskili bir
hastalik olan Alzhiemer bulgular1 gosterdigi 6grenildi. Dolayisiyla, D10’un dislanmasi ile

ortaya ¢ikan yeni farklar Alzhiemer tipi tau patolojisi ile ortak mekanizmalara isaret edebilir.

Elde edilen yeni oranlara gore ilk kez beliren miRNA ’lardan, hsa-miR-4531, hsa-miR-603, hsa-
miR-549a ile hsa-miR-548 ailesi dikkat c¢ekici farklar olusturmuslardir. Karsilastirma
sonucunda kistaslarimiza uygun farklilik goésteren tim miRNA ve oranlart Tablo 4.5°de

detaylandirildi.
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Tablo 4.5: MinK-10/MaxP-4 oranlarinda farklilik gosteren miRNA’larin listesi ve normalize deger
farklari. Kargilastirmada en az bir verinin esik degerini gegmesi “*’, her iki verinin de gegmesi
“#% olarak belirtilmistir. Her iki verinin de esik altinda kaldig1 durumlar ise belirtilmemistir.

MinK-10 > 2x MaxP-4

miRNA Oran miRNA Oran miRNA Oran
**hsa-miR-1268a 2,27 | **hsa-miR-4531 4,38 | **hsa-miR-548q 7,64
**hsa-miR-1290 5,87 | *hsa-miR-4532 2,23 | *hsa-miR-549a 6,23
*hsa-miR-944 2,35 | **hsa-miR-4536-5p 2,76 | **hsa-miR-590-5p 2,99
*hsa-miR-155-5p 2,33 | *hsa-miR-5196-3p+hsa-miR-6732-3p | 2,21 | *hsa-miR-603 200,08

*hsa-miR-519b-5p+hsa-miR-519c-
5p+hsa-miR-523-5p+hsa-miR-518e-
5p+hsa-miR-522-5p+hsa-miR-519a-

*hsa-miR-2116-5p 3,21 | 5p 2,14 | *hsa-miR-644a 2,96
*hsa-miR-26a-5p 2,67 | **hsa-miR-522-3p 2,17 | **hsa-miR-6724-5p 2,27
**hsa-miR-30e-5p 2,15 | *hsa-miR-548aa+hsa-miR-548t-3p 60,93 | *hsa-miR-877-5p 4,22
*hsa-miR-3161 2,09 | **hsa-miR-548ah-5p 2,05 | **hsa-miR-4516 2,33
*hsa-miR-32-5p 3,72 | *hsa-miR-548d-3p 2,11 | **hsa-miR-548n 2,97
*hsa-miR-320d 2,55 | **hsa-miR-548j-3p 3,58 | LIG POS A 2,17
*hsa-miR-4455 3,83 | *hsa-miR-548j-5p 2,03 | LIG POS B 2,64

MinP-4/MaxK-10: Bu degerlendirmede, yiiksek patoloji gosteren P-4 gurubunun minimum
MIRNA degerlerinin, D10 diglanarak tamamen saglikli kontrol grubuna oranla kistaslarimiza
uygun olarak anlatiminda belirgin artig gosteren tek bir miRNA saptandi1 (Tablo 4.6.) ‘hsa-
mMiR-651-3p’ olarak tanimlanan bu miRNA patoloji artistyla dogru orant1 gésterdi.

Tablo 4.6: MinP-4/MaxK-10 oranlarinda farklilik gosteren miRNA’larin listesi ve normalize deger
farklari. Her iki grubun verileri de esik altinda kalmasina karsin gruplari iyi temsil ettikleri i¢in
karsilagtirma sunuldu.

MinP-4 > 2x MaxK-10

miRNA Oram

hsa-miR-651-3p 2,09

MinK-10/MaxS: D10’un dislandigi tamamen saglikli kontrollerin, ISF’li kesitlerin tau

patolojisi gostermeyen bdlgelerine oranla daha yiiksek anlatim gosteren miRNA’lart hsa-miR-

548j-3p, hsa-miR-603 ve hsa-miR-548aa+hsa-miR-548t-3p olarak saptandi. MinK/MaxS
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karsilatirmasinda fark yaratan bir miRNA’ya rastlanmadigi i¢in, tespit edilen bu miRNA’lar

genel tau patolojisine baglh azalisla iliskilendirildi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: MinK-10/MaxS oranlarinda farklilik gosteren miRNA’larin listesi ve normalize deger
farklar1. Karsilastirmada en az bir verinin esik degerini gegmesi ‘*’, her iki verinin de gegmesi
<% olarak belirtilmistir. Her iki verinin de esik altinda kaldig1 durumlar ise belirtilmemistir.

MinK-10 > 2x MaxS

miRNA Oram
*hsa-miR-548aa+hsa-miR-548t-3p 6,50
**hsa-miR-548j-3p 2,27
**hsa-miR-603 6,34

minK / MaxS , minS / MaxP, MinS/MaxP-4, MinS / MaxK, MinS/MaxK-10, MinP / MaxK,
MinP / MaxS, MinP-4/MaxS karsilastirmalarinda esik degerleri iizerinde ya da anlamli olarak
fark yaratan (1,5 kat fark’a kadar incelendi) herhangi bir miRNA tespit edilmemstir.

D4/D5 ve D5/D4 Oranlari: Patolojik alanindaki tau orani %3 olan, bireyin PD173 doku
bankas1 kodlu kesitinde yer alan Patolojik (D4) ve Saglikli (D5) bolgelerin birbirlerine gére
karsilagtirmalar1 yapildi.

D5’de D4’¢ oranla daha yiiksek anlatim gosteren miRNA’lar Tablo 4.8’de verildi Saptanan bu
miRNA’lar ayn1 dokuda patolojiye bagl diisiis gostermektedirler. Patoloji mekanizmasinin
aydinlatilmasinda anlamli olabilecek bu miRNA’larda hsa-let-7 ailesinin anlatim farki ve tiim

housekeeping mRNAlarda artis goziikiirken B2M’nin ayn1 kaldig1 saptanmustir.

Tablo 4.8: D5 (Saglikli) bolgesinin, D4 (Patolojik) bolgesine gore en az iki kat fazla miktarda olan
miRNA’lar ve oranlar1. En az bir verinin esik degerini gegmesi ‘*’, her iki verinin ge¢mesi “**’
olarak belirtildi. Her iki verinin de esik altinda kaldig1 durumlar ise belirtilmedi.

D5 >2x D4
miRNA Oram miRNA Oram | Housekeeping mRNA Oram
**hsa-let-7b-5p 11,19 *hsa-miR-513a-3p 2,07 **ACTB 2,59
*hsa-let-7¢c-5p 2,68 *hsa-miR-548m 2,25 **GAPDH 2,18
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Tablo 4.8 (devam) : D5 (Saglikli) bolgesinin, D4 (Patolojik) bolgesine gore en az iki kat fazla

miktarda olan miRNA’lar ve oranlari. En az bir verinin esik degerini gegmesi “*’, her iki verinin

gecmesi “**’ olarak belirtildi. Her iki verinin de esik altinda kaldi kaldigi durumlar ise

belirtilmedi.
D5 >2x D4
miRNA Oram miRNA Oram | Housekeeping mRNA Oram
**hsa-miR-125b-5p 4,06 *hsa-miR-620 2,00 **B2M 1,02 (Aym
*hsa-let-7g-5p 3,38 **hsa-miR-551b-3p 2,19 **RPL19 2,18
*hsa-miR-125a-5p 2,89 *hsa-miR-616-3p 2,35 **RPLPO 1,77
*hsa-miR-126-3p 2,71 *hsa-miR-650 2,21
Esik alti hsa-miR-1296- 3,13 *hsa-miR-760 2,35
*hsa-miFFE-1298-5p 2,22 *hsa-miR-802 2,07
*hsa-miR-1322 2,02 *hsa-miR-876-5p 2,12
*hsa-miR-181a-5p 7,65 *hsa-miR-92a-3p 3,04
*hsa-miR-218-5p 3,55 *hsa-miR-934 2,16
*hsa-miR-219a-2-3p 5,01 *hsa-miR-936 2,28
*hsa-miR-23b-3p 2,51 *hsa-miR-379-5p 2,19
*hsa-miR-299-3p 2,27 *hsa-miR-4284 2,07
*hsa-miR-29b-3p 4,74 **hsa-miR-4286 11,16
*hsa-miR-3144-3p 2,13 **hsa-miR-4454+hsa-miR-7975 4,39

D4’de D5’e oranla daha yiiksek anlatim gosteren miRNA’lar Tablo 4.10°da detaylandirildi.

Ayni dokuda patolojinin olusumu ile artis gosteren miRNA’lar hsa-miR-122-5p, hsa-miR-
4536-5p, hsa-miR-601 ve hsa-548 ailesine ait hsa-miR-548d-3p, hsa-miR-548n ve hsa-miR-
548q belirgin olarak gozlendi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9: D4 (Patolojik)’iin, D5 (Saglikli)’e gore anlatimi en az iki kat artan miRNA’lar. En az bir
verinin esik degerini gecmesi ‘*’, her iki verinin de gegmesi ‘**’ olarak belirtildi.

D4 > 2x D5

mMiRNA orani
*hsa-miR-122-5p 98,19
**hsa-miR-376a-3p 2,25
*hsa-miR-4531 2,39
*hsa-miR-4536-5p 3,14
*hsa-miR-548d-3p 5,43
**hsa-miR-548n 2,61
**hsa-miR-548q 3,15

*hsa-miR-601

7,07
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Paralel degerlendirmelerin karsilastirilmasi iki kat farkin anltindakileri de anlamli kilabilecegi
icin D5/D4 karsilastirmalar1 baz alinarak, saglikli ve patolojik guruplarda daha diisiik oranlar
da fark olusturan miRNA’lar Tablo 4.10’de gosterildi. Karsilastirilan verilerde her grup igin en
az bir verinin esik istii degerde olmasina dikkat edildi. D5/D4 orani nispeten yiiksek oldugu
icin MinS/MaxP degerlerinin her ikisi de esik altinda kalmis olsa da Tablo 4.10°de yer verildi.
Karsilastirmada hsa-miR-1290’nin tiim esik degerlerinin iizerinde giivenilir bir sekilde, ISF’li
bireylerin saglikli bolgelerinde daha yiiksek seyrettigi ve patolojis ile ters orantili bir degisim

gosterdigi saptandi.

Tablo 4.10: D5/D4 karsilastirmasinda iki katin altinda ve bir katin tizerinde farklilik gosteren
miRNA'lar ile MinS/MaxP’de benzer farklilik gosteren ortak miRNA’lar ve degerleri.
Kargilastirmada en az bir verinin esik degerini gegmesi “*’, her iki verinin de gegmesi “**’ olarak
belirtildi. Her iki verinin de esik altinda kaldig1 durumlar ise belirtilmedi.

miRNA D5/D4 | MinS/MaxP
hsa-miR-126-3p *2,71 **1,29
hsa-miR-1290 **1,44 **1,16
hsa-miR-1307-5p *1,45 *1,10
hsa-miR-185-5p *1,30 **1,19
hsa-miR-210-3p *1,19 *1,11
hsa-miR-301a-3p *1,47 **1,13
hsa-miR-335-5p *1,36 *1,21

Bulgular topluca degerlendirildiginde, dahil oldugu gurubu temsil eden ve genel anlamda belirli
motifler olusturan ornekler dikkat ¢ekmekte olup (P:D1,D2,D3; S:D7,D9; K:D11, D12), bu
orneklerde belirgin farklar gosteren miRNA anlatim seviyelerinin normalize verileri Tablo
4.12’de gosterildi. ISF’li bireylerin tau patolojisi gdsteren hiicrelerinin yogunlastigi bolgelerde
gene ISF’li bireylerin tau patolojisi gostermeyen bolgeleri ve saglikli bireylere ait kontrol
dokular1 ile kiyaslandiginda, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-1268a, hsa-miR-1290, hsa-miR-2116-
5p, hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-3195, hsa-miR-32-5p, hsa-miR-4536-5p, hsa-miR-549a, hsa-
miR-574-5p, hsa-miR-590-5p, hsa-miR-644a, hsa-miR-6724-5p, hsa-miR-877-5p, hsa-miR-
944, hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-4488, hsa-miR-4516, hsa-miR-4531, hsa-miR-4286, hsa-miR-
548q, hsa-miR-548d-3p, hsa-miR-548j-3p ve hsa-miR-548n miRNA’larmin anlatim
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diizeylerinde anlamli azalma tespit edildi. Ayrica, hsa-miR-548 ailesine ait dort bireyinin

belirgin degisim motifi i¢inde yer almasi1 dikkat ¢ekicidir.

Tablo 4.11: Gruplar arasi karsilagtirmalarda belirgin motifler gosteren ve dahil olduklart gruplar
temsilen miRNA’lar ve normalize degerleri. Anlatim seviyeleri P>S>K olarak anlamli ve belirgin
motifler sergileyen miRNA’lar gosterilmis ve bu miRNA’lar arasinda yiiksek anlatim ve
giivenilirlikte deger veren miRNA’lar ve degerleri gri ile belirtilmistir. miR-548 ailesinin iig tiyesi
ayrica vurgulanmstir,

Patolojik Saghklh Kontrol
miRNA’lar D1 D2 D3 D7 D9 D11 D12
hsa-miR-125b-5p | 314,00| 309,57| 119,15| 805,57| 1190,06| 988,26| 587,65
hsa-miR-1268a 2193| 36,36| 14,23| 228,54| 180,63 82,56 | 321,22
hsa-miR-1290 38,88 37,40| 32,01| 152,36| 177,98| 228,25| 296,66

hsa-miR-2116-5p 11,96| 1350 11,56| 47,28 34,53 58,28| 43,46
hsa-miR-26a-5p 16,95| 21,82| 16,01| 58,67 54,90 58,28| 93,53

hsa-miR-3195 1994 29,09 32,01| 116,46 86,78 38,85| 164,39
hsa-miR-32-5p 13,96 9,35| 1245] 28,90 38,07 55,85| 51,96
hsa-miR-4536-5p 21,93 34,28 19,56| 93,69 76,15| 11534 94,48
hsa-miR-548q 2392 2493| 17,78] 118,21| 156,73 190,61 205,96
hsa-miR-549a 1097 21,82 1867| 7793| 109,80| 135,98| 139,83

hsa-miR-574-5p 1495| 10,39 16,89 35,02 42,50 24,28| 24,56
hsa-miR-590-5p 19,94 32,20 24,01] 71,80 83,23| 126,26| 96,37
hsa-miR-644a 1994 20,78| 10,67 4291 58,44 74,06 6141
hsa-miR-6724-5p 2193| 19,74 16,89| 62,17 66,41 49,78| 98,26
hsa-miR-877-5p 13,96| 18,70 17,78] 49,03 57,56 78,92| 79,36

hsa-miR-944 6,98| 1454| 16,89 37,65 37,19 49,78 | 39,68
hsa-miR-29b-3p 121,61 91,42 4891| 150,61 272,72 448,00| 179,51
hsa-miR-4488 54,83| 38,44| 26,68 80,56 81,46| 165,12| 102,04
hsa-miR-4516 51,84| 49,86 3468| 97,19| 129,28 131,12| 120,93
hsa-miR-4531 1396| 37,40| 14,23] 59,54 89,43| 163,90| 179,51

hsa-miR-548d-3p 1396 19,74 8,00/ 37,65 37,19 55,85| 41,57
hsa-miR-548j-3p 2791| 3532| 2223| 4641 55,78 | 143,26| 126,60
hsa-miR-548n 997| 3844| 16,01] 56,92 79,69 196,68| 114,32
hsa-miR-4286 3897,64 | 3692,97 | 1605,01 | 6779,04 | 14542,82 | 12568,18 | 5732,90

92 ve 66 yas araliginda verici drnekleri ile yapilan bu ¢aligmada, tau patoloji birikimi ve buna
bagli miRNA degisimine iliskin bir iliski saptanmadi. Cinsiyete bagl degisimlerin arastirilmasi
icin ise temin edilen vericilere ait dengeli cinsiyet gruplar1 olusturulamadigi i¢in inceleme

yapilamadi.
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5. TARTISMA VE SONUC

ISF, ilerleyen yasla belirtileri ortaya cikan, nadir gozlenen ndrodejeneratif bir hastaliktir.
Hastaligin  ozellikle erken sathalarda klinik tanisinin  zorlugu, hastalik olusum
mekanizmalarinin tam olarak bilinmemesi nedenleri ile ayirici tanist ve erken teshisinde
kullanilabilecek molekiiler bir yontem heniiz kesfedilememistir. Ancak, hasta kaybedildikten
sonra, bu hastalik, klinik bulgulariyla birlikte otopsi beyin dokularinda dejenerasyon
bolgelerindeki anormal tau birikimlerinin degerlendirmesi ile tespit edilebilmektedir

(Respondek ve dig., 2013).

Calismamizda, dejenerasyondan etkilenen beyin bolgelerinde tau patolojisi gozlenen ve
gozlenmeyen bolgeler arasinda olusabilecek MIRNA anlatim farkliliklarinin ortaya konmasi
hedeflendi. Epigenetik diizeyde tespit edilebilen farkliliklarin, patolojinin olusumu ve
ilerlemesinde rol alan molekiiler mekanizmalara 151k tutulabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica,
kan beyin bariyerini gegebilen nadir molekiillerden olan miRNA (Ridder ve dig., 2014)
degisimlerinin incelenmesi ile, bu hastaligin tanis1 ve takibinde kullanilabilecek potansiyel

belirtegler ve MiIRNA hedefleri de aydinlatilabilir (Pileti¢ ve Kunej, 2016).

Bu calismada, ISF’1i ve saglikl1 vericilere ait locus ceruleus bolgesi otopsi materyallerinde tau
patolojisine bagl olarak anlatim seviyelerinde degisiklik gosteren miRNA’larin belirlenmesi
amaglanmigtir. Bu kapsamda Oncelikle hasta bireylerin dokularmndaki patolojik bdolgeler
immunhistokimya yontemi ile belirlendi. Saglikli kontrol dokularinda tau patolojisine
rastlanmazken (Sekil 4.1), ISF’li doku orneklerinin belli bdlgelerinde yer alan astrosit ve
noronlarin sitoplazmalarinda yogun olarak ve ayrica ndronlarin aksonlarinda kismen tau
birikimlerinin gozlenmesi (Sekil 4.2), doku bankasini dogrulanmigtir. %1-30 araliginda tau
birikimi tespit edilen dokularin patoloji gosteren bdlgelerinin genislikleri, patoloji oranlar ile
dogru orantili olarak gozlenmistir (Sekil 4.4). Ayrica ¢alismamiz, patolojik olarak genis
yayilim gosteren dokularda tau oranlarinin en yiiksek diizeyde belirlenmesi (%20, %30), hiicre
dejenerasyonunun, rastgele daginik sekilde olmayip bir merkezden baslayarak yayildigi ve

yogunlagitigin1 gosterdi.

Yaslar1 66-92 araligindaki vericilere ait dokuz adet farkli locus ceruleus doku kesitinde, tau

patoloji oraninin yasla bir iligkisi gozlenmedi (Tablo 4.2). Cinsiyete bagl degisimlerin
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saptanabilmesi icin ise dengeli gruplar olusturabilecek sayida kadin ve erkek vericilere ait

orneklerin bulunmamasi nedeniyle cinsiyetin patoloji tizerindeki etkisi incelenemedi.

Orneklerden elde edilen miRNA seviyeleri gruplar halinde karsilastirmali olarak incelenmistir.
Bu gruplara ait kesitlerdeki patolojik bolgeler (D1,D2,D3,D4) GrupP, saglikli bdlgeler
(D5,D6,D7,D8,D9) GrupS ve kontrol preparatlar1 (D10,D11,D12) GrupK olarak olusturuldu.
Ayrica, bulunduklart grup iginde ¢ok sayida miRNA anlatiminda gurubun diger drneklerine
gore belirgin sapmalar gosteren D4 ve D10 nun degerlendirme dis1 birakildigi durumlara (ilgili
grup-4 ve grup-10 olarak) gore de incelemeler yapildi. Gruplarin karsilastirilmasinda, ayni
miRNA’nin, her 6rnek grubundaki maksimum ve minimum normalize degerlerinin, diger
gruplardaki minimum ya da maksimum normalize degerlerinden en az iki kat fark gdstermesi

kriteri temel alindi.

Bu baglamda, kontrol grubundaki miRNA’larin anlatim diizeyi referans alindiginda, patolojik
grupta Tablo 4.3’de listelenen alti adet miRNA’nin anlatim diizeylerinde diisiis oldugu ortaya
konuldu. Ozellikle hsa-miR-1268a, hsa-miR-1290 ve hsa-miR-548q’nun her iki grupta da esik
degerlerinin iizerinde seyretmis olmasi, bulgularin glivenirligini arttirmistir. Yapilan literatiir
incelemesinde, hsa-miR-1268a geninin polimorfizmleri tiimor karsinogenezinde O6zellikle
astrositoma ve hepatoselliiler karsinoma ile (Long ve dig., 2016; Li ve dig., 2016)
ilisklendirilmistir. Viral faktorlere tepki mekanizmasi ile iliskilendirilen miR-548 ailesi (Yu ve
dig., 2017) bireyi olan hsa-miR-548q igin, gz siniri ve omurilik tutulumu goézlenen
noromiyelitis optika hastaligimin risk faktorii belirlenmesinde bu mMIRNA igin patent
bagvurusunun bulunmasi (Keller ve dig., 2017) goz sinirlerinin belirgin sekilde etkilendigi ISF
hastalig1 i¢in hsa-miR-548q nun 6nemini ortaya koymaktadir. Diger bir major bulgu olan hsa-
miR-1290 bir ¢ok kanser tipi ile iligskilendirilmesinin yanisira, iskemik inmede hasta kanlarinda
yiiksek anlatim gostermesi (Liu ve dig., 2014) ve ALS hastalarinin plazmalarinda kontrollere
gore anlatim seviyelerinde farklilik gostermesi (Cai ve Fan, 2013), bu miRNA’nin ortak bir
mekanizmayla iliskili olup, ISF hasta kanlarinda da takip edilebilir bir molekiiler hedef
olabilecegine isaret etmektedir. Ancak, tau patolojisine bagl olarak, belirgin sekilde diisiisleri

tespit edilen bu ii¢ miRNA’nin, ISF ya da tau patolojisi ile iliskisi ilk defa ortaya konmustur.

In vitro ¢alismalarda, tau patolojisi ile iliskilendirilen miR-132, miR-124, miR-137, miR-9,
miR-16, miR-15, miR-195 ve miR-497’nin (Smith ve dig., 2011; Hébert ve dig., 2012)

gerceklestirdigimiz calismada, esas aldigimiz degerlendirme kriterlerine gore bu miRNA


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/n%C3%B6romiyelitis%20optika
http://www.hindawi.com/41653260/
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anlatim seviyelerinde gruplar arasinda tau patolojisine bagli genel gecer ve belirgin bir farklilik

gbozlenmemistir.

Kontrol grubu ve patolojik gruptan sadece yiiksek patoloji gosteren (%20-%30) {i¢ 6rnegin
dahil edildigi karsilastirmada farklilik gostren on miRNA’dan 6zellikle, her iki grup i¢in de esik
uistli giivenilir veri olarak fark yaratan hsa-miR-4536-5p ve hsa-miR-548n’nin, yiiksek patoloji
gosteren bolgelerde anlatim diizeylerinde belirgin diistisler gostermesi dejenerasyonun seyri
acisindan anlamli olabilir. Ayrica, D4’iin diglanmasiyla, hsa-miR-548q anlatimindaki diisiis
katsayisinin 2,05 birimlik’lik farktan 5,21 birimlik farka artmasiyla, bu miRNA’nin patoloji

orani ile ters orantili bir anlatim seviyesi gosterdigi soylenebilir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4).

Bulunduklar1 gruplarda sapmalar gésteren D4 (P grubu) ve D10 (K grubu) orneklerinin
dislanmasi ile patolojik ve kontrol gruplarinin miRNA seviye karsilastirmalari tekrarlanmistir.
Diisiik oranda (%3) patoloji gostermesi ve uzun noron sinirlarinin belirlenmesinin gili¢ olmast
nedeni ile D4 6rneginde sapmalar beklenmistir. Fakat, banka tarafindan saglikli kontrol olarak
gonderilen ve tau patolojisine rastlanmayan D10 Orneginin sapma sebebi tam olarak
aciklanamamistir. Ancak, doku bankasindan temin edilen bu 6rnegin vericisine ait klinik ve
patolojik bilgiler incelendiginde, ISF veya parkinson grubu bir teshisi ya da aile hikayesi
olmamasina ve locus ceruleus’da tau patolojisi goriilmemesine karsin, substantia nigra’daki bir
cok pigmentli hiicrede 6zellikle de aksonlarda belirgin tau birikimi bildirilmistir. Ayrica, A-
beta peptid immunoraktivitesi ile frontal lob, gérsel korteks, subikuliim ve entorhinal corteks‘de
difiiz plaklarin tespit edilmesi nedeniyle izokortikal seviye 2 ve entorhinal seviye 3 Alzheimer-
tipi patoloji tespitinin kayitlarinda yer aldigi goriilmistiir. Bilindigi iizere, Alzheimer
patolojisinde anormal tau birikimleri, beta plaklarindan sonra olusan ikincil patolojik bir
olusumdur. Bu nedenle D10 dislanarak yapilan karsilastirmalarda yeni olusan farklar,
Alzheimer-tipi tau patolojisin etkisinden bagimsiz ISF hastaligina 6zgii olarak
degerlendirilebilir. D10’un c¢ikarilmasiyla Tablo 4.4 ve Tablo 4.5°te goriildigi gibi,
‘MinK/MaxP’de tespit edilen bazt miRNA’larin anlatimlarinda goriilen farkliliklarin arttig1 ve
yeni faklilik gdsteren esik iistii degerde miRNA’larin belirdigi goriilmektedir. Fakat, nSolver
analiz programimin gruplandirma yapabilmesi i¢in o gruba ait en az {i¢ Ornegin olmasi
gerekmektedir. Kontrol grubundan D10 ¢ikarildigi durumda ise sadece iki 6rnek kalmasi nedeni
ile degerlendirmenin giivenirligi azalacagi i¢in bu karsilastirma sonuglarin yorumlanmasinda
dikkate alinmamaktadir. Fakat, ileride daha fazla Orneklemle yapilabilecek caligmalarda

anlamlandirilma olasiligi nedeni ile ‘MinP-4/MaxK-10’ verileri, bolim 4’te ve bunlara ek


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/subikul%C3%BCm
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olarak Tablo 5.1°de diger gruplarla degisimleri karsilastirmali olarak bildirilmeye deger

gorilmistiir.

Tablo 5.1: MinK/MaxP ve MinK/MaxP-4’e gore MinK-10 > 2x MaxP-4 degisimleri. MinK-10 > 2x
MaxP-4 karsilastirilmasinda ilk defa gézlenen miRNA degisimleri ve diger karsilastirma gruplari
ile iligkileri ayrica belirtilmistir.

MinK/MaxP ve MinK/MaxP-4’e

sore MinK-10 > 2X MaxP-4 Degisimleri

miRNA KIP | K/P-4 miRNA K/P K/P-4

**hsa-miR-1268a ayni aynt *hsa-miR-4532 yeni
**hsa-miR-548q (D4/D5’e gore

**hsa-miR-1290 artig artig artig) artig artig

*hsa-miR-944 Yeni *hsa-miR-549a yeni artig

*hsa-miR-155-5p Yeni **hsa-miR-590-5p artis artis
*hsa-miR-603 (MinK-10/2MaxS

*hsa-miR-2116-5p artig artig gore artis) yeni

*hsa-miR-26a-5p Yeni *hsa-miR-644a artig artig

**hsa-miR-30e-5p Yeni **hsa-miR-6724-5p yeni

*hsa-miR-3161 Yeni *hsa-miR-877-5p yeni

*hsa-miR-32-5p Yeni **hsa-miR-4516 yeni
**hsa-miR-548n (D4/D5’e gore

*hsa-miR-320d Yeni artis) yeni artig

*hsa-miR-4455 Yeni **hsa-miR-522-3p yeni

**hsa-miR-4531 (D4/D5’e gore *hsa-miR-548aa+hsa-miR-548t-3p

artig) Yeni (MinK-10 > 2MaxS gore artig) yeni

*hsa-miR-4532 Yeni **hsa-miR-548ah-5p yeni

**hsa-miR-4536-5p (D4/D5’e **hsa-miR-548j-3p (MinK-10>2

gore azalis) yeni Artis | MaxS’ye gore artmis) yeni

*hsa-miR-5196-3p+hsa-miR- *hsa-miR-548d-3p(D4/D5’egore

6732-3p Yeni azalig) yeni ayni

*hsa-miR-519b-5p+hsa-miR-519¢-5p+hsa-miR-523-5p+hsa-miR-518e-5p+hsa-miR-522-

5p+hsa-miR-519a-5p yeni
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Kontrol gurubunun minimum miRNA degerlerinin, saghkli grubun maksimum
miRNA’degerlerinin (MinK/MaxS) en az iki kat1 fark yarattig1 bir 6rnege rastlanmazken, bu
karsilastirmada D10 6rnegi dislandiginda en az iki kat1 oldugu ii¢ adet miRNA tespit edilmistir
(Tablo 4.7). Bunlardan, hepatit B’ye bagli olarak tip I interferonu inhibe ettigi bilinen hsa-miR-
548j-3p (Yu ve dig., 2017) ile Alzhiemer i¢in risk faktorii olarak gosterilen hsa-miR-603
(Zhang ve dig., 2016) incelendikleri gruplar i¢inde esik iistii, giivenilir degerler vermistir.
D10’un diglanmast ile tespit edilen bu miRNA’lar, Alzhiemer tipi ve ISF tipi tau patolojilerinin
etkisi ile, locus ceruleus saglikli bolgelerinde anlatimlari azalan miRNA’lar olarak
degerlendirilmistir. Ancak, sonuglarini heniliz almaya bagladigimiz paralel bir ¢alismada hsa-
miR-603’{in saglikli ve kontrol bireyleri arasinda ISF’den bagimsiz bir motif izledigi tespit

edilmistir.

Calismanin ¢ikisi, ISF’li orneklerde ayni kesitlere ait saglikli ve patolojik alanlarin
karsilastirilmasiyla elde edilecek miRNA anlatim farkliliklarinin, patolojinin olusum
mekanizmasina 151tk tutmasi yaklasgimiydi. Ancak, parafin dokularda niikleik asit
izolasyonlarinda genel bir sorun olan, kaliteli niikleik asit eldesi ve ayrica doku bankasindan az
miktarda 6rnek temin edilebilmis olmasi nedeni ile, molekiiler calismaya uygun sartlar
karsilayabilen tek 6rnek olan PD173 banka kodlu 6rnegin iki ayr1 alami karsilastirilabilmistir.
Her ne kadar tek kesite ait iki farkli 6zellikteki alanlardan elde edilen verilerinin istatistiksel
olarak anlamlandirilmast zor olsa da, biyolojik olarak incelemelere 1s1k tutabilecegi

diistiniilmektedir.

Patolojik bolgesindeki tau immunreaktivitesi %3 olarak tespit edilen PD173 kodlu 6rnegin,
patolojik alan1 D4 ve ayni kesitteki saglikli alan1 D5 olarak isimlendirilmistir. D5 (saglikli alan)
anlatimlariin, D4 (patoloji géziiken alan) anlatimlarina gére en az iki kat fazla oldugu (D5>2x
D4) miRNA’lar Tablo 4.8’de verilmistir. ‘D5>2xD4’ oranlamasinda, her iki Ornegin
degerlerinin esik degerleri tizerinde olan bes adet miRNA (hsa-let-7b-5p, hsa-miR-125b-5p,
hsa-miR-551b-3p, hsa-miR-4286, hsa-miR-4454+hsa-miR-7975) tespit edilmistir. Tespit
edilen bu miRNA’larin D4 patolojik alanda, anlatimlarinin patolojiye bagli olarak azalig
gosterdigi  diisiiniilmektedir. Bu miRNA’lar, tau patolojisine 0Ozgli ve/veya hiicre
dejenerasyonunun ve hiicre 6liimlerinin belirtegleri olabilme potansiyeli tasimaktadirlar. Bu
durum ayrica kit icerisinde mevcut housekeeping genlerinin mRNA anlatim seviyelerinde
belirgin farklar1 ile de hiicrenin temel yapilarinda dejenerasyona bagli azalmay1

desteklemektedir. Ancak, diger housekeepinglerin oranlarinda en az iki kat fark gdzlenmesine


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26856603
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ragmen B2M housekeeping geninde herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir. [B-2-
microglobulin geni (B2M), kantitatif gen anlatim analiz ¢alismalarinda siklikla referans olarak
tercih edilen ve nispeten anlatimi daha kararli olan genlerdendir. Norodejeneratif hastaliklarda
RT-qPCR tekniginde kullanilmak iizere, farkli beyin bolgelerine 6zgii kararli ve giivenilir
housekeeping genlerin oldugu ve B2M’nin ISF’li prefrontal cortekste daha giivenilir olmak
tizere serebellum’da da kullanilabilecegi gosterilmistir (Rydbirk ve dig., 2016). Ancak, bilgimiz
dahilinde B2M’nin ISF’li locus ceruleus bdlgesindeki stabilitesine ait bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Az sayidaki ornekle yapilan ¢alismada, belirgin farklar1 tespit edebilmek igin en az iki kat
farklar dikkate alinarak, hassasiyet ve giivenirlik acisindan daha diisiik oranli olanlar g6zardi
edilmistir. Ancak, paralel degerlendirmelerin karsilagtirilmasi iki kat farkin anltindakileri de
anlamli kilabilecegi igin D5/D4 karsilastirmalari baz alinarak, daha diisiik oranlarla tespit
edilmis diger gruplarin farkliliklar1 da birlikte incelenmistir. Saglikli ve patolojk bolgeler
arasinda genel bir miRNA seviye degisim motifi aramak i¢in, MinS/MaxP farki, D5/D4 farki
ile birlikte Tablo 4.10°da gosterildigi sekilde degerlendirilmistir. ISF’li bireylerin tau patolojisi
gosteren hiicrelerinin yogunlastig1 bolgelerde gene ISF‘li bireylerin tau patolojisi gdstermeyen
bolgeleri ile kiyaslandiginda tek basina anlamli bir bulgu elde edilemezken, bu karsilastirma
verilerinin PD173 nolu hastaya ait saglikli ve patolojik alan karsilastirmasinda elde edilen
verilerle degerlendirilmesi sonucu hsa-miR-126-3p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-301a-3p ve
beklenen sekilde hsa-miR-1290 miRNA lar1 anlatim diizeylerinde anlamli azalma tespit

edilmistir.

PD173 kodlu kesitin, tau patolojisi etkisinde anlatiminda artis gosteren miRNA’larin
belirlenmesi ise patolojik alanda (D4) tespit edilen degerlerinin saglikli alandaki (DS5)
degerlerinin en az iki kati olmasi prensibi (D4>2x DS5) ile incelenmistir (tablo 4.10°da
verilmigtir). Patolojiden etkilenen ve hiicre 6liimlerinin gerceklestigi varsayilan D4 bolgesinde
bazi miRNA’larin anlatim diizeylerinin artmasi, hayatta kalim, komsu hiicrelerin uyarilmasi ya
da korunmasi gibi mekanizmalara hizmet edebilecegi gibi tau patolojisine 6zgii mekanizmanin
aydimlatilmasina rol oynayabilir. Ozellikle, hsa-miR-122-5p, hsa-miR-548d-3p ve hsa-miR-

601°de tespit edilen, esik iistii ve yiiksek oranli bu farklar 6nem arz etmektedir.

Calismada elde edilen en ¢arpici bulgular ise patolojik, saglikli ve kontrol gruplarinin

karsilastirilmasiyla, miRNA anlatim seviyelerinde belirgin sekilde tutarlilik gosteren 6rneklerin
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verilerinde tespit edilmistir. Bu ornekler siras1 ile P(D1,D2,D3), S(D7,D9), K(D11,D12)
gruplarinda artan anlatim seviyeleri gosteren miRNA’larla dikkat ceken bir motif
olusturmuglardir. Sekil 5.1°de dahil olduklar1 gruplari en iyi temsil eden Orneklere ait
karsilagtirmalarda belirgin motifler gosteren miRNA’larin normalize degerlerine gore
olusturdugu grafik gosterilmektedir. Tablo 4.11’de degerleri verilen 23 miRNA’dan
olusturulmus bu grafikte hsa-miR-4286’ya ait anlatim seviyeleri diger miRNA’lara oranla ¢ok

yiiksek oldugu icin ayni grafikte gosterilememektedir.
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Sekil 5.1: Patolojik, saglikli ve kontrol dokularinda temsili drneklerin anlamli miRNA seviyeleri.
D1,D2,D3 patolojik grup; D7,D9 saglikli grup; D11,D12 kontrol grubuna ait 6rneklerdir.
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Anlatim seviyeleri karsilastirildiginda 24 miRNA’nin tamamu, patolojik grupta genel bir azalma
gosterirken ayn1 miRNA’lar kontrol grubunda yiiksek seyretmektedir. Cogunlukla kontrol
grubu, saglikli gruba oranla daha yiiksek degerlerde seyretse de ayni ya da daha diisiik seviyede
gbzlenen degerler de tespit edilmistir. Bu durum, ancak diisiik oranda patoloji gosteren (<%5)
dokulara ait Orneklerden elde edilebilen saglikli alanlarin ¢alisilmis olmasi ve nodron
hiicrelerinin uzant1 ve govdelerinin genis bir bolgede yayilim gosterebilmesi nedeniyle diisiik
oranli patolojik alanin tam bir diseksiyonun saglanamamis olmasi ile agiklanabilir. Nitekim,
Saglikli gruba ait bes 6rnegin birbirleri arasinda istikrarsiz anlatimlar gostermesi ve diisiik
patoloji oranli PD173 kodlu kesite ait D5 ve D4 bolgelerinde incelenen miRNA’larda beklenen

motiflerin belirgin sekilde tespit edilememesi de bu savi desteklemektedir.

Fakat, Orneklerde tau patolojisi gosteren hiicrelerin  yogunlastigi bolgeler ile tau
patolojisi géstermeyen bolgeler kiyaslandiginda anlatiminda anlamli azalma tespit edilen 24
miRNA’dan ii¢ tanesi PD173 nolu preparatta da ayni1 motifi izledigi saptandi. PD173 nolu
preparatta, tau patolojisi gosteren hiicrelerin yogunlastigi bolge ile yine ayni dokunun tau
patolojisi gostermeyen bolgesi kiyaslandiginda hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-29b-3p ve hsa-
mMiR-4286 miRNA’lar1 anlatim diizeylerinde tespit edilen anlamli azalma, bu miRNA’larin tau
patolojisi ya da patolojiye bagl ndrodejenerasyonla iliskisini giiglendirmektedir. hsa-miR-548
ailesine ait en az dort miRNA’nin anlatimindaki azalma ise 6zellikle bu miRNA ailesinin

patolojiyle iliskili olabilecegine isaret etmektedir.

Sonug olarak, yapilan bu calismayla ISF’li bireylerin tau patolojisi gdzlenen locus ceruleus
bolgelerinde miRNA anlatim diizeylerinde genel bir diisiis saptanmistir. Patoloji gézlenmeyen
ve saglikli kontrol kesitlerine gore, seviyelerinde anlamli ve belirgin bir sekilde diisiis gsteren
24 adet miRNA’dan dort tanesi hsa-miR-548 ailesine aittir. Bu miRNA ailesi, yapilan
calismalarda, virus enfeksiyonlarina kars1 tepkinin diizenleyicileri olarak gosterilmistir (Li ve
dig., 2013;Wen ve dig., 2015; Yu ve dig., 2017). Yaptigimiz ¢aligmada, hsa-miR-548 ailesinin
tau patolojisiyle iligkili olabilecegi gosterilmis ve bu ailenin viral enfeksiyonlardaki rolii

nedeniyle ISF ve diger taupatilerde viruslerin olasi etkisi dikkat cekmektedir.

Mevcut imkanlarla az sayida 6rnekle yapilan bu ¢calismada elde edilen verilerin daha gii¢lii bir
sekilde desteklenebilmesi, esik alt1 ya da sinirdaki verilerin ¢ok daha hassas bir sekilde yeniden

degerlendirilebilmesi i¢in fazla sayida Ornekle tekrar edilmesi bu konuda yeni bilgiler
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saglayacaktir. Ayrica, c¢alismanin ¢ikis noktasi olan, ayni dokuda saglikli ve patolojik
bolgelerin farkliliklarini ortaya koymak imkanlar dahilinde kismen miimkiin olabilmistir. Bu
yaklagimin, yiiksek patoloji oranli ¢ok sayida Ornekle uygulanmasi, tau patolojisinin
mekanizmasini daha belirgin sekilde aydinlatarak, muhtemel ila¢ hedeflerini agiga ¢ikartabilir.
Bu ¢alisma ile elde edilen bulgularm ISF teshisi konulmus hastalarin kanlarinda incelenmesi,

bu hastalik i¢in aday molekiiler belirteclere 151k tutabilir.
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