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OZET

In utero elektroporasyon ile gen aktarimi yapilarak motor néron hasari
olusturulan sicanlarin davranis testleriyle degerlendirilmesi

Hiicre icerisinde proteinleri kodlayan genlerin dogru ifade edilisi ve dogru
katlanmis protein konsantrasyonu hiicrenin yasam donglsini devam
ettirebilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Noronlarda proteostazin saglanamadig
durumlarda patoloji olusma riski artmaktadir. Son yillarda, TDP-43 adi verilen
proteinini kodlayan TARDP genindeki mutasyonlarin amiyotrofik lateral skleroz
(ALS) ve frontotemporal lobar demans (FTLD) basta olmak lizere nérodejeneratif

hastaliklar: tetikledigi gosterilmigtir.

Bu tez calismasinda, insanlarda TDP-43 proteinini kodlayan gende ti¢ farkl
mutasyon olusturularak, in utero elektroporasyon yontemi ile sigan
embriyolarina aktarimi ile motor néron hasarini taklit eden hayvan modellerinin
olusturulmasi ve meydana gelen degisikliklerinin davranis testleriyle

degerlendirilmesi amacglanmistir.

Motor noéronlarda hasar olusturmak amaciyla iki farkli nokta mutasyonu
(N276S ve A315T) ve NLS sinyali delesyona ugratilmis mutant TDP-43 geni
kullanilmig ve bu genlerin motor néronlarda uzun siireli ekspresyonu CBA
(chicken B-actin) promotoru ile saglanmistir. Sprague-Dawley cinsi erigkin disi
sicanlar (n=7) ciftlestirildikten sonra hamileliklerinin 16. giniinde, amniyon
kesesi icinde bulunan embriyolarinin lateral ventrikiilleri icine mutant DNA’y1
iceren plazmidler nanojektor ile enjekte edilmistir. Enjeksiyon yapilmayan
yavrular ise kontrol grubu olarak kullamlmistir. Ozel olarak dizayn edilmis bir
elektropod araciligiyla DNA lateral ventrikiilden motor kortekse dogru
yonlendirildikten sonra batin usuliine uygun olarak kapatilmig ve gebe sicanlar
doguma kadar kontrol kogsullarinda bakilmistir. Gen aktarimi yapilan deney
hayvanlarinda motor fonksiyonlar1 degerlendirmek amaciyla, postnatal (P) 90,
120, 150, 180 ve 300. giinlerde olmak tizere, aktivitemetre, modifiye grip, rota-
rod ve cat-walk ylrime testleri uygulanmis ve gruplar arasi1 farkliliklar non-
parametrik istatistiksel testler 1ile karsilastirilmistir. Siganlarin spontan
lokomotor aktivitelerini degerlendirilmek amaciyla yapilan testlerde horizontal,



vertikal, stereotipik ve toplam hareket sayilari ile test siiresince ambulasyonda
veya dinlenmede gecirdikleri zaman ve toplam kat ettikleri mesafelerde anlamh
bir farklilhik gozlenmemistir. Sadece P120'de TDP-43 N267S grubundaki
sicanlarin toplam hareket sayilari kontrol grubundakilere kiyasla daha diisiik
bulunmustur. Ote yandan rota-rod testindeki ortalama diigsme sayilari
karsilastirildiginda; A315T mutasyon grubunda P120. giinden itibaren, N276S
mutasyon grubunda P150. gliinden itibaren, NLS delesyonunda ise P240. ve
P300. giinlerde olmak tizere diisme sayilarinda kontrol gruplarna kiyasla
anlamli bir artis oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde mutasyonlu gruplarin
modifiye edilmis grip testindeki performans skorlari karsilastirildiginda da
kontrol grubundaki deney hayvanlarina kiyasla daha diisik skorlar aldigi
gozlenmistir. Ozellikle erken evrelerde (P90 ve P120) NLS delesyonlu TDP-43
grubu ile kontrol grubundaki sicanlarin skorlari arasinda anlamli farkhliklar
saptanmistir. P120. glinde ise tim mutasyon gruplarinin grip testinde aldiklar
skorlarin kontrol grubuna gore daha disik oldugu goézlenmistir. Cat-walk
testinde ise sag ve sol, on ve arka olacak sekilde ardisik iki adim aras1 mesafe,
ayni sekilde her bir ayak i¢cin maksimum ayak izi alani ve ardisik iki adimin tst

uste binme sikhiginda gruplar arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir.

Bu tez calismasinda elde edilen sonuclar, TDP-43 genomunda olusturulan
farkli mutasyonlar sonrasinda, in utero elektroporasyon teknigi kullanilarak
spesifik bir noron popiilasyonunda, belirlenen bir zaman dilimi icinde, hiicre
tipine 6zel hasarlanma olusturabilecegini gostermektedir. Bu teknik, bu tez
calismasinda genetik risklere bagli olarak eksprese edilen hatali proteinlerin
davranis diizeyindeki etkilerini arastirmak amaciyla kullanilmistir. Ancak ileri
calismalarda, motor noéronlarda meydana gelen morfolojik ve fonksiyonel

degisikliklerin arastirilmas1 amaciyla da kullanilmasi miimkiindiir.

Anahtar kelimeler: gen aktarimi, in utero elektroporasyon, rota-rod, modifiye

grip, aktivitemetre, cat-walk testi



SUMMARY

Evaluation of rats with motor neuron damage produced by in utero
electroporation using behavioral tests

Proper expression of the genes encoding proteins and the right concentration
of folded proteins in the cell are critical for maintaining the life cycle of cell.
There is an increased risk of pathology in neurons when proteostasis cannot be
achieved. In recent years, mutations in the TARDP gene encoding the protein
called TDP-43 have been shown to trigger neurodegenerative diseases, primarily

amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and fronto-temporal lobar dementia (FTLD).

In this thesis study, generation of three different mutations in the gene
encoding TDP-43 protein, their transfer to rat embryos via utero electroporation

method and evaluation of phenotypic alterations via behavioral tests were aimed.

In order to produce motor neuron damage, two different point mutations
(N276S and A315T) and deletion of the NLS signal in the TDP-43 gene were used
and the long-term expression of the genes was maintained by the CBA (chicken B-
actin) promoter. After mating Sprague-Dawley adult female rats (n = 7), on the
17th day of their pregnancy, plasmids containing mutant DNA were injected into
the lateral ventricles of the embryos growing inside of the amniotic sac via a
nanojector. Pups without injection were used as a control group. By using a
specially designed triple-electrode probe, DNA was directed from the lateral
ventricle to the motor cortex and then abdominal layers were closed accordingly
and pregnant rats were remained under control conditions until birth. In order to
evaluate motor functions in animals, activity meter, modified grip, rota-rod and
cat-walk walking tests were applied on postnatal days (P) 90, 120, 150, 180 and
300, and differences among groups were analyzed by non-parametric statistical

tests.

Spontaneous locomotor activities of rats were evaluated based on the number
of horizontal, vertical, stereotypical and total movements, total traveled distance,

ambulation and resting time, and no significant difference was observed among



groups. However, only at P120, the total number of movements was lower in the

N267S group than those of control group.

On the other hand, when the mean number of falls in the rota-rod test was
compared; there was a statistically significant increase in the A315T mutation
group starting from P120, N276S mutation group starting from P150 and NLS
deleted group at P240 and P300, in comparison to the control group. Similarly, in
the modified grip test, mutation groups had lower scores than those of controls.
Especially at the early stages (P90 and P120), significant differences were found
between the scores of the TDP43 group with NLS deletion and the control group.
Also that the scores of all mutation groups were lower than those of the control

group in the modified grip test, at P120.

In the cat-walk test, no significant difference was observed among the groups
in terms of the parameters including; distance between two consecutive steps,
right and left, front and back, as well as the maximum footprint area for each

foot and the overlapping frequency of consecutive steps.

The results obtained in this thesis study showed that various mutations in
the TDP-43 genome might produce cell type-specific damages in a specific neuron
population within a specified time frame using the in utero electroporation
technique. In this thesis study, this technique has been used to investigate the
effects of defective proteins expressed due to the genetic risks, at the behavioral
level. However, in further studies, it is also a very useful method for investigation

of the morphological and functional changes in motor neurons.

Keywords: gene transfer, in utero electroporation, rota-rod, modified grip,

activitymeter, cat-walk test.
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1.GIRIS VE AMAC

Norodejeneratif hastaliklar sinir sisteminin belirli bélgelerindeki néronlarin
progresif kaybina bagh olarak motor ve biligsel bozukluklarla seyreden bir grup
hastaliktir. Bunlar arasinda yer alan motor noéron hastaliklar1 (MNH), alt veya
ust motor noéronlar1 veya bazi durumlarda da her iki motor néron grubunu birden
etkileyen bir grup hastaliga verilen genel bir addir. Istemli hareketlerin
gerceklestirilmesinden sorumlu olan ¢izgili kaslarin kontroliinde gorev alan bu
néron gruplari, primer motor kortekste bulunanlar (st motor noéron) ve
omurilikte bulunanlar (alt motor néron) olarak smiflandirilmaktadir.
Karakteristik olarak ve tist motor néron tutulumuyla seyreden Amiyotrofik
Lateral Skleroz (ALS), korteks ve omurilikteki motor néronlarda ilerleyici
seyreden kayipla karakterize olup, nérodejeneratif hastaliklar icerisinde tgclinci
siklikta goriilmektedir. Hastaligin seyrinde ilk belirtiler istemli kaslarda
zayiflama ve gligsiizliikle ortaya cikar, daha sonra kas atrofisi ve spastisite ile
devam eden ve tim kas gruplarimi etkileyerek solunum gibi hayati
fonksiyonlarin yitimiyle 6liimciil son bulur (Baumer, Talbot, & Turner, 2014).
ALS’de vakalarin %901 sporadik iken %10unun ailesel gecisli genetik
mutasyonlardan kaynaklandig1 bildirilmistir (Renton et al., 2011). Sporadik ve
ailesel gecigli olgularda ortak etiyopatogenezin bulunmasi yani sira fenotipik
ozelliklerin de benzerlik géstermesi tanida ayrimi zorlastirmaktadir. Sporadik
vakalarin blyik bir kisminin etkeni heniiz bilinmezken kalitimsal gecisli
vakalarda SOD1, fus, C9orf72, Alsin ve TDP43 gibi genlerdeki mutasyonlar rol
oynamaktadir (Kaur, McKeown, & Rashid, 2016).

Noronlarda hatali katlanmis proteinler agregasyona yatkin hale gelerek
hiicre i¢1 trafiginde anormal bir yliklenmeye yol acmakta ve bu birikimler
sonucta noronal dejenerasyona ve hiicre kayiplarina neden olmaktadir (Han et
al., 2013). Ozellikle motor néron hasarlariyla birlikte ALS ve fronto-temporal
lobar demans (FTLD) patolojilerinde goriilen inkliizyon cisimciklerinin
olusumunda etkili olan TDP-43 proteinini kodlayan TARDP genindeki farkh
mutasyonlarin bu sekilde bir mekanizmayla noéronlarda dejenerasyona neden
oldugu gosterilmis ve bu c¢alismalardan sonra genetik ve epigenetik

mekanizmalarin nérodejenerasyon lizerindeki etkisi lizerine yapilan c¢alismalar

1



hiz kazanmistir (Han et al., 2013; Neumann et al., 2009). TDP-43 evrimsel
stirecte oldukga iyi korunan bir protein olup, farkli mutasyonlarn ve
agregatlariyla sadece motor néron hastaliklarinda degil FTLD, Alzheimer ve
Parkinson hastaligi gibi birgok ndérodejeneratif stregte rol aldigi
distnilmektedir (Buratti, 2015). TARDP genindeki farkli mutasyonlar1 hedef
alan calismalar sonucunda TDP-43’tin hiicre igindeki agregatlarinin
norodejenerasyon sirecindeki etkileri ve hiicre i¢i mekanizmalar: lizerinde
yogunlagsan multidisipliner ¢alismalarin sayisinda artig olmustur (Silverman et
al., 2016). Bununla birlikte klinikte hastalarda tespit edilen farkli mutasyonlarin
deneysel hayvan modelleri goreceli olarak daha az sayidadir. Ozellikle de
genomdaki degisikliklerin fenotipik karakterizasyonu lizerine yapilan ¢alismalar

oldukca siirhdir.

Son yillarda gelistirilen gen aktarimi1 teknikleri sayesinde, insanlarda
hastaliga = neden  olan  genetik  mutasyonlarin  hayvan  modelleri
olusturabilmektedir. Bu amacla gen aktarimi yani transdiiksiyonu yapilacak
gen, hedeflenen hiicre tipine 0zglii bir promotor genin kontrolii altinda,
ekspresyonu gosteren floresan belirtecler ile birlikte viral vektorler araciligiyla
dogrudan 1lgili bolgeye veya sistemik dolasima enjekte etmek suretiyle deney
hayvanlarina aktarilabilmektedir. In utero elektroporasyon adi verilen teknik
sayesinde noral 6ncl hiicrelere embriyonik donemde spesifik bir zaman diliminde
gen aktarimi yapilabilmektedir. Bu teknik hedeflenen bdélgedeki hiicrelerin
zarinda kisa sireli elektrik akimi uygulanmak suretiyle nanometrik porlar
acilarak, hiicrenin gecirgenligi gegici bir silireyle arttirilmaktadir. Bdéylece
aktarilmak istenilen DNA parcasinin bu porlardan sitoplazmaya girisi
saglanmaktadir. Aktarilacak geni iceren plazmidin embriyoya enjekte edildikten
sonra Ozel tasarimh elektrodlar araciligiyla hedeflenen bdlgeye dogru bir
elektriksel akim gonderilmektedir. Béylece hedeflenen bdlgedeki ndéronlarda
transdiksiyon gerceklestikten sonra noéronlarin akibeti morfolojik ve islevsel
olarak takip edilebilmektedir (Szczurkowska et al., 2016). Bu teknik literatiirde
genomdaki herhangi bir mutasyon sonucu eksprese edilen hatali proteinlerin

hiicresel proliferasyon, go¢ ve farklilasmasi Ttzerinde etkilerini veya



kortikogenezis  siiregleri  lizerindeki  etkilerini  arastirmak  amaciyla

kullanilmaktadir (Pacary et al., 2012).

Gen aktarimi amaciyla kullanilacak plazmidin tasariminda promotor segimi
onemli bir faktordiir ve genin sadece hedeflenen hiicrelerde eksprese edilmesini
saglamaktadir. Sinir sisteminde bulunan esas ve yardimci sinir hiicrelerinin
ayirt edilebilmesi i¢in her hiicrenin membran proteinini hedefleyen bir promotor
kullanilabilmektedir. Bircok hiicre tipini hedefleyen sitomegaloviris (CMYV)
promotoru noéronlarda hizli baslangich ve giderek azalan bir ekspresyon
saglayabilirken, CBA promotoru nispeten daha uzun siireli bir ekspresyonu
olusturabilir ve gelisimsel olarak hastalik takibinin uzun vadede takibi i¢in en
uygun promotor secimi olarak tercih edilmektedir (Chung et al., 2002; Jackson,

Dayton, Deverman, & Klein, 2016).

Bu tez calismasinda, in utero elektroporasyon yontemi kullanilarak mutant
TDP-43 proteinini kodlayan DNA parcalarinin sican embriyolarinin serebral
motor korteks bolgesine aktarimi sayesinde motor noron hasarina yol acan
deneysel bir model olusturulmasi amaclanmistir. Bu amacla TDP-43 geninin en
sik rastlanilan A315T ve NLS delesyonu mutasyonlar: ile nispeten daha nadir
gorilen ve genelde literatiirde birkac¢ vakayla sunulan N267S mutasyonunu
iceren genom parcalari, sicanlarda kortikal motor néronlarin gelisim dénemine
denk gelen zaman dilimi icerisinde, motor korteks boélgesi hedeflenerek
aktarilmigtir.  Daha sonra motor noéronlarda hasar olusup olusmadigini
incelemek amaciyla motor iglevler farkli davranis testleriyle degerlendirilerek,

olusan fenotipik degisikliklerin karsilastirilmas: hedeflenmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serebral Korteksin Yapilanmasi

Serebral korteks icerdigi farkli néronal ve glial hiicre tiplerinin cesitliligi ve
cok sayidaki baglantilar1 ile merkezi sinir sisteminin (MSS) en karmasik ve
hiicresel olarak da en heterojen bolgelerinden biridir. Bu bolgede bilissel, duyusal
1sleme ve motor koordinasyon dahil olmak tlizere en yiiksek beyin fonksiyonlar

icra edilmektedir.

Neokorteks morfolojik olarak supragraniler (I / II-III. tabaka), grantler (IV.
tabaka) ve infragrantiler (V ve VI. tabaka) olmak tlzere toplamda alt1 katmana
ozellesmistir. Farklh tabakalarda bulunan néronlardan ¢ikan lifler, merkezi sinir
sistemi (MSS) icerisinde ayni tarafta veya karsi tarafa dogru caprazlasarak,
kortikal, subkortikal veya subserebral hedeflere ulasmakta ve buralardaki hedef
hiicrelerde eksitasyon ya da inhibisyonu saglamaktadir. Eksitasyonu saglayan
noronlar norotransmitter olarak glutamat kullanmakta ve  dorsal
telencephalon'un noral o6ncii hiicrelerinden gelismekte iken (glutamaterjik
projeksiyon noéronlari); inhibisyonu saglayan GABAerjik internoronlar ventral
telencephalon’daki o6nclilerden gelismektedir (Molyneaux, Arlotta, Menezes, &

Macklis, 2007).

Serebral korteksteki karmasik iglevlerin gerceklestirilmesinde gorev alan
kortikal projeksiyon noéronlarnin cogunlugu eksitasyon yapma 6zelligine
sahiptir. Bu noronlar ilk olarak Ram’on y Cajal tarafindan, 1909 yilinda,
liflerinin farkli boyanma o6zelliklerine gore siniflandirilmigtir ve bu siniflama
hala gecerliligini korumaktadir. Bununla birlikte son yillarda yapilan calismalar
sayesinde, bu noronal cegitliligin liretimini yoneten gelisimsel mekanizmalar ve

bu siirecgte rol oynanan pek ¢ok molekiil de tanimlamigtir (Greig et al., 2013).

2.1.1. Neokortikal Oncii Hiicrelerin Gelisimi

Erken gelisim evreleri sirasinda, neokortikal projeksiyon noéronlarini
olusturacak rostral noéral tiiptin dorsolateral duvarinda noéroepitel dokusunda
belirgin bir genigleme meydana gelmektedir. Ventrikiile hemen bitisik olan bu
tabaka ventrikiiler zon (VZ) olarak adlandirilmaktadir. Norogenez ilerledikge,

VZ’nin tzerinde subventrikiiller zon (SVZ) olarak bilinen ek bir proliferatif



tabaka olusmaktadir. VZ ve SVZ'de bulunan 6nct hiicrelerden farkli neokortikal
tabakalarda yerlesecek olan projeksiyon noéronlari gelismektedir. Bu slireg
farelerde 11.5 ila E17.5 embriyonik (E) glnler arasinda sicanlarda ise yaklagik
olarak 1.5 ila 2 giin gecikmeyle gerceklesmekte ve postmitotik noronlarin
gelisen neokorteksteki yerlerine konumlanmasi radyal ve teget gog¢
mekanizmalar: araciligiyla siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Buna gore
farelerde en erken dogan néronlar yaklasik E10.5 giin civarinda goériulmektedir.
Daha sonra, ytizeysel olarak bulunan marjinal zon (MZ) ile daha derin yerlesimli
olarak bulunan alt plakaya (subplate=SP) boéliinecek olan katmanli bir yap:
olusmaktadir. Cok tabakali neokorteksi olusturacak olan kortikal plaka (CP) ise
bu iki tabaka arasinda gelismeye baslamaktadir (Sekil 2.1).

Kortikal plakadaki farkli projeksiyon néron alt tipleri nérogenez boyunca
sirali dalgalar halinde dogmaktadir. Kortikal plakaya daha sonra dogarak gelen
noronlar, daha 6nce dogan noéronlar: gececek sekilde konumlandiklar: i¢in “i¢ten-
disa” olacak sekilde bir siralanma meydana gelmektedir. Boylece erken dogan
kortikal o6nci hiicreler derin tabaka noéronlarini (VI. tabaka ve sonrasinda V.
tabaka) olustururken, daha sonra dogan onciilerden daha ylizeysel tabaka (IV.
tabaka , sonra II / III tabaka) noronlar: Gretilmektedir. Alt plaka (SP) néronlarin
pik dogumlari, E11.5 civarinda meydana gelirken, kortikotalamik projeksiyon
néronlarinin (CThPN) ve subserebral projeksiyon néronlarinin (SCPN) dogumlar:
sirasiyla E12.5 ve E13.5'te meydana gelmektedir; IV. tabakadaki graniiler
noéronlar ise E14.5 civarinda dogmaktadir. Bazi kallosal projeksiyon ndéronlar:
(CPN) E12.5'te dogdugu i¢cin CThPN ve SCPN ile eszamanli olarak derin
tabakalara go¢ etmektedir. Ote yandan CPN’larinin ¢ogunlugu E14.5 ve E16.5
arasinda dogmakta ve bunlar ylizeysel kortikal tabakalara go¢ etmektedir (Sekil
2.2). Noronlarin her giin iginde ulastiklar: pik deger, her alt tipe ait néron sayisi

ile yaklagik olarak dogru orantilidir.
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Sekil 2. 1. Farelerde ve insanlarda serebral korteks gelisiminin sematik
gosterimi. Farelerde simetrik boliinme ile kendini yenileyen noroepitelyal
hiicreler (NEC'ler, gri), daha sonra kendi kendini yenilemek i¢in simetrik olarak
boliinen radyal glial hiicrelere (RGC'ler, pembe) dontisiir. Bu hiicrelerden
asimetrik bolinmeyle olusan Cajal-Retzius hiicreleri (koyu yesil) marjinal zonu
(MZ) olusturmak tizere kortikal yilizeye go¢ ederler. E12.5 ve sonrasinda ise
birincil néronlar olusturacak ara éncii (progenitor) hiicreleri (IPC) olustururlar.
IPC'ler subventrikiiler zonu (SVZ) doldurur ve RGC'lerin bazal uzantilarimi takip
ederek ara bolge veya alt plaka (IZ / SP) boyunca hedeflenen tabakaya dogru gog
eden kortikal tabaka noéronlarim1i (koyudan agik maviye dogru) tretir. Daha
sonraki asamalarda, son simetrik béliinmelerle, bir RGC'den iki néron tretilir

(Jiang & Nardelli, 2016).
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Sekil 2. 2. Neokortikal projeksiyon néronlarmnin alt tipleri ve kortikal
tabakalarin gelisimi. SP: Subplate noéronlari, CThPN: Kortikotalamik
projeksiyon noéronlari, SCPN: Subserebral projeksiyon néronlari, GN: Graniiler
noéronlar, CPN: Kallosal projeksyion néronlari, RG: radial glia, IP:Ara 6ncii, NE:
Noroepitelyal hiicre, WM: Beyaz cevher, SVZ: Subventrikiiler zon, VZ:
Ventrikiiler zon. (Greig et al., 2013)

2.1.2. Serebral Korteksteki Projeksiyon Noronlarinin Siniflandirilmas:
Erigskin neokorteksinde bulunan projeksiyon néronlarinin farkli iglevlere
hizmet eden alt gruplar1 farkli morfolojik 6zelliklere sahiptir ve farkli kortikal
katmanlarda bulunurlar. Bu noéron alt tiplerinin morfolojik, elektrofizyolojik ve
gen ekspresyonu gibi molekiiler 6zellikleri bir araya getirildiginde ortaya g¢ikan
cesitlilik ve karmasiklik nedeniyle siniflandirilma semasinin olusturulmasi

oldukga gii¢tliir. Bununla birlikte projeksiyon noéronlari genel olarak, aksonlari



bir kortikal hemisferde uzanan (assosiyatif), orta hat boyunca kontralateral
hemisfere uzanan (kommissural) veya korteks disina uzanan (kortikofugal)
projeksiyon noronlari olarak siniflandirilmaktadir. Bazi néronlar ise birden fazla
hedefe uzanmakta ve bu nedenle birden fazla sinifta yer almaktadir. Ayrica,
farkli kortikal alanlarda (motor, somatosensoriyel, gorsel ve igsitsel) bulunan
belirli bir alt tipin néronlar1 anatomik ve fonksiyonel olarak farkli hedeflere

projekte olmaktadir.

Komissural projeksiyon noéronlari, kontralateral kortikal hemsifere projekte
olurlar. Bu noéronlarin c¢ogunlugu orta c¢izgiyi corpus callosum’dan (kallosal
projeksiyon néronlari=CPN) gecerken, daha kii¢lik bir popilasyon commissura
anteriordan ge¢cmektedir. CPN o6ncelikle II / III tabakalarda (yaklasik %80)
bulunurken, daha az bir kismi da (yaklasik %20) V ve VI tabakalarda
bulunmaktadair. Bu néronlar aksonlarini kontralateral hemisferin ayni
fonksiyonel alanindaki ayna goruntisit konumlarina uzatirlar ve iletilen

modaliteye 6zgl bilginin cift tarafli entegrasyonunu saglarlar (Sekil 2.3A).

Neokorteksin tim katmanlarinda bulunan assosiyatif projeksiyon
noronlarinin aksonlar: tek bir kortikal hemsiferde bulunur. Bu gruptaki intra-
hemisferik projeksiyon néronlarinin aksonlar: tek bir kortikal stitun i¢inde veya
yakinindaki komsu kortikal stiitunlara (IV. tabakadaki graniler noronlar gibi)
uzanacagl gibi ve aymi hemisferdeki uzak kortikal alanlara da (leri ve geri

projeksiyon noronlari olarak) uzanmaktadir (Sekil 2.3B).

Kortikofugal projeksiyon noéronlar1 (CFuPN), korteksten subkortikal
hedeflere dogru uzanir ve VI. tabakada bulunan kortikotalamik projeksiyon
noéronlarini (CThPN) ve V. tabakada bulunan subserebral projeksiyon néronlarini
(SCPN) igerir. CThPN aksonlarini bélgeye 6zgiin bir sekilde spesifik talamik
cekirdeklere uzatir: motor korteksteki CThPN ventral lateral ve ventral anterior
cekirdeklerle, duyusal korteksteki CThPN ventral posterior c¢ekirdekle, gorsel
korteksteki CThPN ise lateral genikiilat ¢ekirdek ile baglanti1 kurar (Sekil 2.3C).

SCPN aksonlarini bulunduklari alansal konumlarina bagli olarak beyin
sapindaki ve omurilikteki farkli birincil hedeflere uzatir. Genel olarak, motor

korteksteki SCPN, omurilige (kortikospinal motor néronlari) ve beyin sapindaki
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motor ¢ekirdeklere; somatosensoriyel korteksteki SCPN, trigeminal sinirin ana
duyu cekirdegine (nucleus principalis nervi trigemini) ve columna dorsalis’in
mediller ¢ekirdegine (kortikobulbar projeksiyon noronlari) ve gorsel korteksteki

SCPN ise optik tectum’a (kortikotektal projeksiyon néronlari) uzanirlar.

Bunlardan baska birden fazla hedefe projeksiyon goénderen néronlar da
bulunur. Ornegin, aksonlar1 hem ipsilateral frontal kortekse hem de kars:
hemisfere uzanan CPN; aksonlari subcerebral hedeflere ve ipsilateral kaudal
kortekse uzanan geriye dogru projeksiyonlara sahip SCPN; kontralateral
hemisfer ve ipsilateral striatum’a projekte olan intratelensefalik kortikostrital
projeksiyon noronlar1 (CStrPNi) gibi. Ek olarak, piramidal Kkortikostrital
projeksiyon noronlar1 (CStrPNp) gibi birden fazla hedefe uzanan diger néronlar

da mevcuttur (Greig et al., 2013).
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Sekil 2. 3. Serebral korteksteki projeksiyon noéron gesitleri (Greig, Woodworth,

Galazo, Padmanabhan, & Macklis, 2013).
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2.2. Motor Sistemin Organizasyonu

Noronlar diger hiicre tiplerine kiyasla olduk¢a karmagik morfolojik
ozelliklere sahiptir ve MSS i¢indeki farkli néronlarin morfolojik 6zelliklerinde de
biyuk olclide degisiklikler mevcuttur. Bunlar arasinda motor noéronlar
standartlara gore ¢ok daha biliylik olan hiicre govdeleri ve yetiskin bir insanda 1
metreye kadar varabilen c¢ok uzun aksonlari ile 6zel bir 6neme sahip olan
benzersiz hicrelerdir. Motor noéronlar MSS’deki konumlarina goére iki ana
kategoriye ayrilmaktadir: Kortekste bulunan iist motor néronlar ile beyin sap1 ve
omurilikte bulunan alt motor néronlar. Omurilikteki motor néronlar otonomik
fonksiyonlar1 kontrol eden torasik ve sakral bolgelerin viseral motor néronlar: ve
iskelet kaslarinin kasilmasini diizenleyen ve boylece hareketi kontrol eden
somatik motor noéronlari icermektedir. Motor néronlar innerve ettikleri
hedeflerin yani sira c¢ok cesitli kas lifi tiplerinin de innervasyonunda gorev
almalarina baglh olarak oldukca cesitlilik gosterirler. Ust ve alt motor néronlarin
hiicre govdelerinin  yerlesimindeki, salinan norotransmitterlerindeki ve
hedeflerindeki  farkliliklar nedeniyle hasarlanmalarinda ortaya c¢ikan

semptomlar da farkliliklar gostermektedir.

2.2.1. Alt motor néronlarin genel 6zellikleri

Hareketin planlanmasi ve baglatilmasinda motor korteks, bazal gangliyonlar,
beyincik ve beyin sapindaki bazi bolgeler dogrudan rol oynamaktadir. Buna
karsilik, hareketin deseni ve hassas zamanlamasi omurilikte bulunan alt motor
néronlar tarafindan tretilir (Sekil 2.4). Insanlardaki en biiyiik inen yolak tractus
corticospinalis anterior ve lateralis’tir. Tractus corticospinalis lateralis gyrus
precentralis’te yer alan primer motor korteksten kaynaklanmir ve lifleri
omurilikteki alt motor noéronlar araciligiyla ekstremitelerdeki kaslarin
innervasyonunu saglar. Bu innervasyon esnasinda liflerin biiylik ¢ogunlugu
caprazlastigl icin sol motor korteks kontralateral uzuvlarin istemli hareketini
kontrol ederken, sag motor korteks de sol uzuvlarin hareketini kontrol eder
(Javed & Lui, 2018). Motor noronlarin uyarici liflerinin hedefleri sadece periferik
kaslarla sinirli degildir, ayn1 zamanda bir grup internéronda, Renshaw

hiicrelerinde ve diger motor néronlarda sonlanan eksitator terminaller de igerir.
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MSS’de bulunan motor noéronlar, farkli fizyolojik iglevlerine bagl olarak
farkli morfolojiler ve baglanti modelleri sergilerler. Bu nedenle, tek bir bolgede,
yakindan iligkili iglevleri yerine getiren motor néronlar hem anatomik hem de
fizyolojik olarak alt bolimlere ayrilabilir. Ozgiin motor néron alt tiplerinin
kimlikleri ve hedef projeksiyonlari, 6zellikle Hox, LIM, Nkx6 ve ETS ailelerinin
uyeleri olan transkripsiyon faktorlerinin selektif hiicre tipi ifadesi ile kontrol
edilmektedir (Stifani, 2014). Bu patern, alt motor néronlarin ¢esitlendirilmesi ve
spesifik periferik kas hedefleri ile baglantisinin saglanmasindaki temel
mekanizmay1l olusturmaktadir. Boylece, motor néronlar hareketi olusturmak
uzere duyusal yapilardan gelen bilgileri entegre etmekte ve bunu hassas bir

zamanlama ile kaslarin aktivasyonuna dontstirmektedir.

Omurilikte bulunan bir alt motor néron, bir kasta bulunan yuzlerce kas lifini
innerve ederek bir motor tnite olusturur. Akson boyunca yayillan aksiyon
potansiyeli noromuskiiler kavsakta asetilkolin salinmasina neden olur, bu da
motor noronun innerve ettigl kas liflerinde nikotinik reseptorleri aktive eder.
Boylece, kas lifinde kasilmasina yol acan bir dizi sinyal olay1 baslamis olur. Bir
motor havuz, tek bir kas1 innerve eden tiim alt motor néronlardan olusur. Bir kas
unitesi (bir kas ve onun motor havuzu) ise alfa (a), beta (B) ve gama (y) motor

noronlardan olusan ti¢ farkli tipteki fonksiyonel motor tiniteden olugsmaktadar.

2.2.2. Omurilikteki motor noronlarin ozellikleri

Omurilikte bulunan alt motor néronlar hedef kaslarinin konumuna gore
sttunlar halinde diizenlenmistir. Her bir siitun icinde, her bir kasin i¢ine giren
motor noronlar, innerve ettikleri kasin bliyiikliigiine bagh olarak, her biri 20-300
hiicre iceren motor havuzlar seklinde kiimelenmistir (McHanwell & Biscoe,
1981). Omurilikte bulunan a-motor néronlar iskeleti hareket ettirmek i¢in kuvvet
yaratan ekstrafusal kas liflerini innerve ederken; y-motor noronlar kas iglerinin
gerilmeye duyarliligini modiile eden intrafusal lifleri innerve ederler (Kanning,
Kaplan, & Henderson, 2010). B-motor noronlar ise digerleri kadar iyi karakterize
edilmemekle beraber hem intrafusal hem de ekstrafusal kas liflerini innerve
ederler. Hem o- hem de y-motor noéronlarin biyik dendritik agacglari vardir,

ancak y-motor noéronlarin biylk dendritik dallar1 digerlerine gére daha az
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sayidadir. Ayrica somalar: da daha kiigiiktiir ve daha yavag iletim hizlarina (a'da
yaklagik olarak 70-90 m/s'ye karsi y'de <65 m/s) karsilik gelen daha ince
aksonlara sahiptirler (Westbury, 1982). y-MN'ler sadece dolayli duyusal girdiler
aldiklar1 i¢in omurilik reflekslerine dogrudan katilmazlar, ancak kas

kasilmasinin modilasyonuna katkida bulunurlar (Stifani, 2014).

Sakral omurilikteki “Onuf'un néronlar1” olarak adlandirilan 6zel bir motor
noron grubu, pudental sinir yoluyla, eksternal lretranin cizgili kaslarini, dis
anal sfinkteri ve erkeklerde musculus ischiocavernosus ve bulbocavernosusu
innerve etmektedir. Bu motor néronlar histolojik olarak uzuvlari innerve eden a-
motor noronlara benzemekle birlikte, S1 segmentinin distal kismi ile S3'in
proksimal kismi arasinda, anterolateral c¢ekirdegin 6n i¢ kisminda yerlesim
gostermekte ve okiilomotor noéronlara benzer sekilde motor néron hastaliklarinin

son evrelerine kadar hasarlanmadan korunmaktadirlar (Sekil 2.4).

2.2.3. Beyin sapindaki motor noronlarin ézellikleri

Kranial sinir cekirdekleri, beyin sapindaki bir veya daha fazla kranial sinir
ile iligkili néron popilasyonlaridir. Bas ve boyun yapilarina afferent ve efferent
(duyusal, motor ve otonomik) innervasyon saglarlar (Sonne & Lopez-Ojeda).
Genellikle daha posterior ve lateral bolgelerde lokalize ¢ekirdekler duyusal olma
egiliminde 1ken daha anterior bolgelerde yerlesen cekirdekler motor
cekirdeklerdir. Trigeminal motor néronlar c¢igneme kaslarinin, fasiyal motor
noronlar yliziin mimik kaslarinin ve nucleus ambiguus’taki néronlar da yumusak
damak, yutak ve girtlak kaslarinin innervasyonunu saglamaktadir. Okiilomotor
(IT), troklear (IV) ve abdusens (VI) kranial sinirlerinin ¢ekirdekleri, orbitadaki
ekstraokiiler kaslari innerve eden somatik efferent lifler icermektedir. Bu kaslar,
belirgin bir yorgunluk direncine sahip diger iskelet kaslarindan farkl Ilif
tiplerinden olusmaktadir. Motor néron hastaliklarindan ve yaslanmadan
etkilenmemeleri nedeniyle 6zel bir 6neme sahip olan okiilomotor {tniteler,
maksimum motor néron desarj oranlarina sahip iskelet kasi motor iinitelerinin
aksine, en kiiciik motor tnitelere sahiptir. Ayrica okiillomotor initelerdeki a-
motor noéronlar omuriliktekilere gore (~70 mV) gore daha yiiksek dinlenme

membran potansiyellerine (~61 mV) sahiptir ve daha yliksek frekanslarda
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(kararli durumlarda ~100 Hz ve sakkadik goz hareketleri esnasinda ~600 Hz)
desarj olurlar (Torres- Torrelo, Rodriguez- Rosell, Nunez- Abades, Carrascal, &
Torres, 2012). Okiilomotor néronlar, géz pozisyonunu korurken neredeyse siirekli
olarak ylksek frekanslarda aktiftir (De La Cruz ve digerleri, 1989) ve bu aktivite
seviyesl bu hiuicrelere yiiksek metabolik talep getirmektedir (Brockington et al.,

2013).

2.2.4. Kortikal motor néronlarin ozellikleri

Motor korteks, serebral korteksin istemli hareketlerin icra edilmesinden
sorumlu bolgesidir. Kemirgenlerde, primer motor korteks (M1) olduk¢a buytiktiir
ve frontal korteksin neredeyse tamamini icerirken; primatlarda 6zel premotor alt
alanlara bolinmiustiir ve M1 karsilastirildiginda nispeten kiicliktiir (Paxinos,
2014). Hareketi kontrol etmede merkezi bir rol oynayan motor korteksin V.
katmaninda (Broadman boélgesi 4) bulunan dev Betz hiicreleri veya kortikospinal
motor noéronlara ist motor noéronlar adi verilmektedir. Bu motor néronlar
omurilige giden uzun menzilli projeksiyonlar:i yoluyla hassas istemli hareketi
baslatan ve modiile eden motor néron devresinin kortikal bilesenini olustururlar.
Kortikospinal projeksiyonlarin yaklasik %30-50'si M1’deki motor noéronlardan
kaynaklanir ve uzuv hareketine baslamadan birka¢ yliz ms once atesleme
hizlarin1i modiile etmeye baglarlar (Porter & Lemon, 1993). Cogu memelide,
kortikal motor noéronlarin aksonlari spinal internéronlarda sonlanir, ancak ayni
zamanda alt motor noronlarla da dogrudan baglanti kurarlar (Rathelot & Strick,
2009). Bu sekilde hareketi olusturmak veya bastirmak tlizere kasta etkili son

efferent yolagi olusturur (Ramirez-Jarquin & Tapia, 2018).
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2.3. Motor Noron Hastaliklar:

Piramidal sistemin iki ana motor néron grubunun tutulumuyla tanimlanan
motor noron hastaliklar1 (MNH), bulbar tutulum veya ekstremite kaslarinin
tutulumuyla baglayarak, norodejenerasyon tablosunun agirlagsmasiyla birlikte
kaslarda atrofiye ve 6liime yol acan ilerleyici bir grup hastaliktir. Ilk olarak
“Progresif muskuler atrofi” terimi kullanilarak motor néron hasari tanimlanmisg
daha sonra hasarin farkl olarak alt ve tist motor néronlarda ayr1 ayr1 géraldagi
bulgularla birlikte MNHnin siniflandirilmasi genigletilmistir (Novarino et al.,

2014)

Son yapilan c¢alismalarla birlikte motor néron hasarlarinda travmatik
lezyonlarin yani sira hiicre i¢ci mekanizmalarda meydana gelen bozukluklara da
dikkat c¢ekilmektedir. Protein konformasyon bozukluklariyla birlikte yanlisg
kodlanan proteinin sitoplazma veya niikleus igerisinde birikimiyle néron
1slevselligini kaybederek hiicreyi apoptoza siiriiklemekte ve biiylik motor néron
gruplarinin kaybina sebep olmaktadir. Bu hasarlar primer motor korteksten
baslayarak elektriksel ve/veya kimyasal iletimin aksamasina ve belli kas
gruplarinda zayiflamayla birlikte motor noéron kayiplarina yol acmaktadir

(Ramirez-Jarquin & Tapia, 2018).

2.3.1. Siniflandirilmasi

MHN’lerin ayrici1 tanisinda primer motor korteksteki “list motor” veya
omurilikteki “alt motor” néron gruplarindaki dejenerasyon onemlidir. Saf alt
motor noéron tutulumuyla karakterize olan Spinal Miuskiler Atrofi (SMA)de
hiicre govdesi omuriligin 6n boynuzu igerisinde yerlesmis olan alt motor néron
gruplarinda kayip meydana gelirken, saf st motor ndéron tutulumuyla
karakterize olan Primer Lateral Skleroz (PLS)’da ise bozulma primer motor
korteksde bulunan birinci motor néron gruplarinda olusur veya omurilikteki
ikinci motor néronlara iletim yollarinda dejenerasyon goézlenir. Bunun yani sira
hem tist hem de alt motor noronlarda bozulmalarin goriildigic Amiyotrofik
Lateral Skleroz (ALS)da i1se motor néron hasari biitin piramidal sistem

elemanlarinda gorilebilir (Tiryaki & Horak, 2014).
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2.4. Amiyotrofik Lateral Skleroz

ALS korteks ve omurilik diizeyinde progresif motor néron kaybiyla seyreden
liimeiil bir motor néron hastalii olarak tamimlanmaktadir. Ik defa 1865-1869
yillar1 arasinda Charcot ve meslektasi Joffroy tarafindan, tim ekstremitelerde
kas gugstizligi olan fakat somatosensoriyel kusuru olmayan, ayni zamanda
biligsel fonksiyonlarinda da herhangi bir bozulma gézlenmeyen histerik bir
vakadan lizerinden tanimlanmistir. Bu yillar arasinda yaptiklar1 ¢alismalarda;
omuriligin columna lateralisinde kas atrofisi olmaksizin felg¢ durumu
gozlenirken, omuriligin 6n boynuzunda olusan lezyonlarda kontraktiir olmadan
felc durumu ve aym zamanda da kas atrofisi gézlemislerdir. Isimlendirme
omurilikte kas giligstizligii, atrofisi ve fasikiilasyonlar:1 tanimlarken aym

zamanda kas sertligini de ifade etmektedir.

ALS her yi1l 2/100.000 bireyi etkileme orani1 ve 100.000 kigide 5.4 prevalansi
ile tiim norodejeneratif hastaliklar icerisinde en sik goriilen tiglincii, motor néron
hastaliklar icerisinde ise ilk siradadir. Hastalik tipik olarak gec-orta yasta
baslar ve baslangictan sonra ortalama yasam siiresi 2-4 yildir. Hastalarin yagsam
stiresi hastaligin ortaya ¢ikmasindan sonra 1-20 yil arasinda degismektedir (Chio
et al., 2009). Hastaligin olusumunda genetik mutasyonlarin énemi bilinmesine
ragmen, hastaligin olusumu ve gelisimde etkili olan gen varyantlarinin biiytik bir
cogunlugu heniliz kesfedilememistir. Hastaligin etiyopatogenezine bakildiginda,
olgularin %5-10'unda aile o6ykiisii gorilmekle birlikte %90 1nda ailesel gecise
rastlanmamaktadir (Renton, Chio, & Traynor, 2014). Ailesel gecisli olgularda
hastaligin ilk belirtilerini gosterdigi ortalama yas 56, sporadik olgularda ise
ortalama yasin 46 oldugu tespit edilmistir. Bugiine kadar aile o&ykisi
bulunmayan olgularin sadece %10una yakin kismi cesitli mutasyonlarla

aciklanmigstir (Mejzini et al., 2019).

2.4.1. Hastaligin olusumu ve gelisimi (etiyopatogenezi)
Bugiine kadar yapilan calismalarda, ALS patogenezinde temelde, RNA
metabolizmasini etkileyerek hiicrenin proteaz dengesini bozucu etkiye yol agcan

gen varyantlariin etkili olduguna isaret edilmekle birlikte hastaligin olusum ve
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gelisim siirecine dahil olan hiicresel mekanizmalarin kompleks bir yapiya sahip

oldugu vurgulanmaktadir (Bose, Wang, Hung, Tarn, & Shen, 2008).

Hastalardan alinan kan ve beyin-omurilik sivis1 lizerinde yapilan genetik
calismalar sonucunda tanimlanan 50den fazla gen Dbdélgesi ALS ile
iligkilendirilmigtir. Ailesel gecisli vakalarda gen varyasyonlarinin biyuk
cogunlugunun otozomal dominant bir sekilde aktarildigi bulunmustur.
Hastaligin fenotipik 6zelliklerinin homojen bir yapi géstermiyor olusu bireysel
farklihklarin varligina isaret etmektedir (Andersen & Al-Chalabi, 2011).
Hastaligin nedeni temelde genetik materyaldeki kalici bozukluklara
baglanmaktadir. Bununla birlikte ALSnin ortaya ¢ikis mekanizmasi hala
belirsizligini korumaktadir. Son yapilan calismalar epigenetik faktoérlerin de
hastalikla iligkisi olabilecegine ve tedavi slrecinde c¢evresel faktorlerin gen
ifadesi lUizerindeki etkisinin dikkate alinmasi gerektigine igaret etmektedir (Al-
Chalabi et al.,, 2013; Bennett, Tanaz, Cobos, & Torrente, 2019). Beyindeki
glutamat seviyesindeki artisin da hastaligin gelisimde etkili olabilecegine dair
goriusler bulunmaktadir (Torres- Torrelo et al., 2012). Glutamat hipotezine gore
sinir dokusunun bilegenleri olan noéronlar ve glia hiicreleri tizerinde ¢ok sayida
glutamat reseptorleri bulunmaktadir ve bu reseptorlerin cok fazla uyarilmasi
uzayan bir eksitasyona ve sinaptik fonksiyon bozukluklarina yol agmaktadir.
Uzamig eksitasyon sinir hiicreleri i¢in toksik etki yaratmakta ve sinir dokusuna

zarar vermektedir.

2.4.2. ALS’de Klinik Ozellikler

ALS alt ve list motor néron kaybinin gozlendigi bir hastalik olmasina
ragmen, ALS’de ilk belirtiler baglangi¢ bolgesi itibariyle her olgu i¢in farklilik
gosterebilmektedir. Vakalarin biylk bir c¢ogunlugunda ilk tutulum spinal
diizeyde iken kortikal motor noéronlarda hasarlanma hastaligin ge¢ evrelerinde
gorilmektedir. Hastaligin baslangicinda kas gligsiizligi ve derin tendon
reflekslerinde artisa eslik eden spastisite ve kas atrofisinde progresif artisin
oldugu bir tablo goézlenmektedir. Alt ve tist ekstremitelerde tutulum distal,
proksimal veya asimetrik olarak goriilebilirken genellikle, proksimal kaslar 6n

planda etkilenmektedir. Hastalarin ilk yakinmalar1 genellikle merdiven ¢gikarken
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zorlanma ve ince motor becerilerde azalma geklindedir. Hastaligin ileriki
asamalarinda patolojik reflekslerde artigla birlikte solumun ve yutma giigligi
gibi hayat1 fonksiyonlarda bozulmalar ortaya c¢ikmaktadir. Tim vakalarin
yaklagik %25’ ini kapsayan bulbar tutulumla baslayan ALS vakalarinda ise ilk
yakinmalar konugsmadaki bozulmalardir. Hastalik baslangicta konugsma, yutma
ve ¢igneme kaslarini, bununla birlikte ekstremite kaslarini da etkiler. Ust motor
noron tutulumuyla birlikte ytiziin alt yarisindaki kaslarda gii¢stizlik ve dilde
fasikiilasyonlar olusmaktadir. En belirgin semptomlardan bir digeri de boyun

fleksiyon kaslarinda gti¢gsuzliiktiir (Donaghy, 1999).

ALS temelde motor fonksiyon kayiplar ile karakterize bir hastalik olarak
tanimlanmakla birlikte, hastaligin gelisimde, motor dis1 klinik semptomlarin da
olusabildigi bilinmektedir. Primer motor korteksteki etkilerine ek olarak frontal
ve temporal alanlarda da bozulmalara sebebiyet verecegine dair bilgiler
bulunmaktadir. Bulbar tutulum ile biligsel fonksiyonlarda bozulmalar arasinda
anlamli bir iligskinin oldugunu destekleyici calismalar bulunmaktadir. ALS
vakalarinin %14 iinde bozulmalar frontotemporal demans (FTD) tani kriterleri
1le benzerlik gostermektedir (Consonni et al., 2013; Montuschi et al., 2015;
Murphy et al., 2016). Biligsel gerileme, bu olgularda strdirulebilir dikkat ve
calisma bellegi gibi yuriitiici 1slevlerde eksiklik ile konusma ve sozel akicilik gibi
sosyal bilisteki bozulmalar: temsil etmektedir (Beeldman et al., 2016; Phukan et
al., 2012). Biligssel bozulmalara ek olarak, bulbar tutulumun depresyon ve
emosyonel dalgalanmalarla da iligkili olduguna dair calismalar bulunmaktadir

(Turner et al., 2010).

2.4.3. ALS’de rol oynayan genetik mutasyonlar

Bugiine kadar ALS ile iligkili oldugu tespit edilen 50 gen bolgesi igerisinden
varyantlarinin fenotipik degisiklikler olusturmada en etkili oldugu diistiniilen
genler SOD1 (stiperoksit dismutaz 11 [Cu / Zn] kodlayan), TARDBP (TDP-43
kodlayan), C9ORF72 ve FUS'tur. Bunlardan 1993 yilinda tanimlanan SODI1,
ALS ile iligkilendirilen ilk gen olarak bilinmektedir . SOD1 geni lizerinden
tanimlanmis 185’ten fazla mutasyon tipi bulunmaktadir ve gendeki bu varyant

genigligi ailesel ALS vakalarinin sadece %15-30'u ile sporadik ALS vakalarinin
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yaklagik %2'sini aciklamaktadir (Zou et al., 2017). SOD1 hiicre solunumu
sirasinda tiretilen stiperoksit radikallerinin oksijen ve hidrojen peroksite katalize
eden superoksit dismutaz enziminin kodlanmasindan sorumludur. Bu
katalizasyon sonucunda hiicrenin sagaltimi1 acgisindan olduk¢a onemli olan
antioksidan savunma mekanizmasi olusmaktadir. Dolayisiyla bu enzim
ifadesindeki diisiis hiicrede oksidatif hasari artirarak hiicre 6liimine yol
acmaktadir. SOD1 ifadesindeki bu degisimin enzim aktivitesi tzerinde %50-
80’lik bir azaliga neden oldugu gosterilmig, fakat daha sonra yapilan bir
calismada dismutaz aktivitesindeki azaligin hastaligin siddetiyle korelasyon
gostermedigi  bulunmustur (Wong et al.,, 1995). Hicre metabolizmasini
etkileyecek sekilde bir toksik kazanimin hastaligin patogenezinde daha etkili
olabilecegine goriis daha sonra yapilan transgenik hayvan modelleriyle de
desteklenmistir (Reaume et al., 1996). SOD1 genindeki mutasyonlarin protein
ifadesinde olusturdugu fonksiyonel ve konformasyonel bozukluklarin hicre
icerisinde inkliizyon cisimciklerinin olusturarak eksitotoksititeye neden

olabilecegi gosterilmistir.

ALS hasta gruplarindan toplanan omurilik o6rnekleri tzerinde yapilan
histolojik analizlerde, noéronal ubikitine inklizyon -cisimciklerinin varligina
rastlanmasi hastalik patogenezinde hiicre 1i¢i protein birikimine bagh
proteinopatik hasarlanmanin o6nemine dikkat c¢ekmektedir. Sporadik ALS
vakalarinda ubikitine protein agregatlarinin ana bilesenleri incelendiginde bu
yapimnin olusumda TARDBP tarafindan kodlanan TDP-43 proteininin etkili
oldugu kesfedilmistir (Neumann et al., 2006). TDP-43, RNA ve DNA baglayici
bolgeler icermesinden dolay1 gen ekspresyonunda diizenleyici olarak iglev
gormektedir ve hiicre ici RNA metabolizmas1 tizerinde diizenleyici gorevi
bulunmaktadir. Buna baglh olarak ALS'de TDP-43 patolojisi; ubikitinasyon,
proteolitik  bolinme ve fosforilasyon gibi g¢esitli translasyon sonrasi
maruziyetlerle birlikte proteininin konformasyonal bozulmalar neticesinde

sitoplazmada anormal dagihisiyla iligkilendirilmistir (Vance et al., 2009).

2009 yilinda 197 ailesel ALS vakasi lizerinde yapilan bir arastirmada FUS

(fused in sarcoma) proteinini kodlayan gen dizisindeki kayip mutasyonlarin
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hastaligin bir alt formuna neden oldugu bulunmustur (Vance ve ark., 2009).
Sarkomada kaynasmis olarak bulunan bu proteinini kodlayan gen dizisinin
patojenik  varyantlarinin  6zellikle erken Dbaslangich ALS olgulariyla
iligkilendirilmigtir. Calismada ALS-FUS olgusunun bulundugu hastalarda alt
motor néronlarda sitoplazmik FUS immunoreaktif inkliizyonlarina rastlanmigtar.
FUS, DNA/RNA baglanma bolgesi igeren 156 amino asitlik proteinin
kodlanmasindan sorumlu gen ve ayni zamanda bu proteine verilen ismi temsil
eder. FUS normal sgsartlarda niikleus igerisinde lokalizedir fakat RNA
metabolizmasindaki gorevi sebebiyle cekirdek ile sitoplazma arasinda gerekli
oldugunda transportu gerceklesmektedir (Zinszner, Sok, Immanuel, Yin, & Ron,
1997). FUS agregat olusturma 6zelligine ek olarak DNA onarimi sirasinda hem
homolog hem de homolog olmayan uclarin birlestirilmesini saglayarak cift
zincirli yapinin korunmasinda da rol alir (Mastrocola, Kim, Trinh, Rodenkirch, &

Tibbetts, 2013).

FUS ile TDP-43 patolojisinin mekanizmalari, RNA tasima ve translasyonun
diizenlenmesi, mRNA oncesi ekleme ve transkripsiyon gibi gen ifadesinin
diizenlenmesi uzerinden bircok benzer fizyolojik 6zellikleri paylasmakla birlikte
(Ratti & Buratti, 2016), bu iki protein farkli RNA mekanizmalarini ve baglanma
bolgelerini hedeflemektedir (Lagier-Tourenne et al., 2012; Vicario et al., 2015).
FUS ve TDP-43tin hiicre metabolizmasinin diizenlenmesi siirecinde farkh
hedeflere sahip olmasi ve TDP-43 agregasyonun FUS varlhiginda gézlenmemis
olusu ALS’de FUS’un ayr1 bir patoloji olarak tanimlanmasinmi gerektirmektedir

(Vance et al., 2009).

2011 yilinda yapilan bir calismayla birlikte C9ORF72 geninin kodlamayan
bolgesinde bir hekzaniikleotid “GGGGCC” adaciginin tekrar eden genigslemesinin
ailesel ALS vakalarinda artmis sayida bulundugu kesfedilmistir (Dedesus-
Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011). Patolojik olmayan durumlarda 5 ile
10 arasinda olmasi gereken hekzanitikleotid “GGGGCC” tekrarlarinin hem ailesel
hem sporadik ALS’de binlerce oldugu gézlenmistir. Tekrarli geniglemenin oldugu
gruplarda C90RF72 mRNA ve protein ekpresyon diizeylerinde azalis gbzlenmesi

hastalik mekanizmasinda belirgin protein kaybiyla seyreden hiicre o6liimleri
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oldugu distnilmiustir. Fakat daha sonra transgenik fare modelleriyle yapilan
caligsmalarda anlamali bir motor néron kaybinin gézlenmemis olmasi1 hastalik

mekanizmalarinda farkh agiklamalara bagvurulmasinmi gerekli kilmigtir (Renton

vd., 2011).

2.5. TDP-43 Geni ve Agregasyonu

Evrimsel acidan hemen hemen tiim 6karyatlarda iy1 sekilde korunmus olarak
bulunan TDP-43 [TAR (Transactive Response) DNA-Binding-Protein-43] ilk
olarak HIV-1 wvirtisiniin TAR-DNA bilesenine baglanarak transkripsiyonu
inaktive etme 6zelligiyle tanimlanmistir. TARDBP geni tarafindan kodlanan 414
aminoasit uzunlugundaki TDP-43 proteini 43kDa molekill agirhigina sahiptir.
Kromozom 1 tzerinde yerlesik olan TAR-DNA kirpilma sirasinda farkh
1izoformlar olugsturmak tizere alt1 ekzon barindirmaktadir. Bununla birlikte TDP-
43 proteinini kodlayan bu genin ayni zamanda fare ve sicanlarda singenik
orneklerine de rastlanmaktadir (Kuo, Doudeva, Wang, Shen, & Yuan, 2009)
Ayrica genin homologlarina Drosophila melanogaster, Xenopus laevis ve
Caenorhabditis elegans gibi uzak tirlerde dahi rastlanmiyor olusu TDP-43
proteininin evrimsel éneminin bir diger kamitidir (H.-Y. Wang, Wang, Bose, &
Shen, 2004). Bu durum farkli hayvan modellerinin olusturulmasina olanak

saglamaktadir.

TDP-43 proteinini kodlayan genler agirlikli olarak pankreas, plasenta, dalak,
testis, yumurtalik, akciger ve bobrek dokularinda da eksprese edilmektedir ve
protein diizeyi genel olarak tiim dokularda ve plazmada tespit edilebilmektedir.
Ancak bununla birlikte tirler arasinda organ ve dokulardaki ekspresyon
diizeylerinde farkhliklar gézlenmektedir. Siganlar tizerinde yapilan ¢alismalarda,
gercek zamanli PCR taramasinda, kalp harig, akciger, dalak, timiis ve beyinde
hem protein hem de mRNA ekspresyonunun baskin oldugu tespit edilmistir (The
Human Protein Atlas, 2020).

TDP-43 proteini, DNA ve RNA baglayict o6zelligi dolayisiyla hiicre
metabolizmasinin diizenlenmesinde o6nemli iglevlere sahiptir. Heterojen
ribontikleoprotein grubuna (hnRNP'ler) ait olan TDP-43, RRM1 ve RRM2 olmak

tuzere iki adet RNA tanima motifi igeren niikleik asitlere baglanma bdlgesi,
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niikleer eksport ve niikleer lokalizasyon sinyal bdlgelerinin bulundugu N-
terminal ve glisin amino asidince zengin olan C-terminal domaini igermektedir.
Iki RNA tanima motifine sahip olmas1 dolayisiyla TDP-43 proteini hiicre ici RNA
metabolizmasinin diizenlenmesinde ve mikro RNA olusum siirecinde énemli rol
oynamaktadir (sekil 2.5). TDP-43 proteini, RNA metabolizmasinin
diizenlenmesinde, kodlanmamis RNA (ncRNA) parcalarinin kodlayici parcalara
entegrasyonunu saglar ve oOzellikle noéronun gelisimi ve hayatta kalmasim
saglayan birtakim proteinlerin sentezinde gérev alan mRNA’larin yapiminda da
rol almaktadir. Niikleik asitlere baglanma boélgeleri barindirmasindan dolay:
genetik materyal tasiyan organellerin metabolik faaliyetlerinde de Oneme
sahiptir. Mitokondride kismen lokalize oldugu bildirilmesine ragmen mitokondri
homeostazinda rol oynadigina ve mitokondriyal stres cevabinin olugsmasin

indiikledigine dair ¢alismalar bulunmaktadir (P. Wang et al., 2019).

Patojenik olmayan hicrelerde genellikle c¢ekirdekte yerlesiktir ancak
sitoplazmada da dagilmis sekilde bulunmaktadir. Uzerinde bulundurdugu
niikleer lokalizasyon (NLS) ve niikleer eksport sinyal bolgeleri (NES), TDP-43
proteinin hiicre cekirdegine giris ve cikisini kontrol etmektedir. Son calismalar
NLS varligina ragmen TDP-43in hiicre cekirdegine transferinin daha c¢ok
diflizyon araciligiyla gerceklestigine isaret etmektedir (Pinarbasi et al., 2018).
Bunun yani sira sitoplazmaya da dagilmis sekilde bulunan TDP-43 ise
endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondri gibi hiicre organelleriyle birlikte
lokalize olabilir, boylelikle ER-mitokondri baglantis1 ve mitokondriyal protein
transferinde rol oynar. Ayrica hiicre iskeleti elamanlariyla birleserek noritlerde
de RNA granilleri ile birikimler olusturabilme kabiliyetine sahiptir. Bu sekilde
sitoplazmada RNA tasinmasi ve okunmasinda goérev almaktadir (Davis et al.,

2018).

TDP-43 proteinin bir diger domaini olan glisin amino asidince zengin C-
terminal boélgesi, daha ¢ok mutasyonlarla iligkili bolge olarak gosterilmektedir.
N- terminal ve C-terminal bdélgesi hiicre igi protein-protein etkilesimlerinden
sorumludurlar ve genellikle protein agregasyonlariyla iligkilendirilirler. Cesitli

calismalarda TARDBP genindeki mutasyonlar sonucunda hiperfosforilize ve
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ubikiitine olan TDP-43 proteininin C-terminal fragmanlarinin hicre
sitoplazmasinda ve nadiren c¢ekirdekte agregatlar olusturturarak hicreyi
hiperekstiyasyona surikledigi gosterilmistir (Igaz et al.,, 2009). Olusan bu
agregatlar ise hiicre igerisinde rastlanan tipik fibriler yap1 géstermedikleri i¢in
genotipteki degisimlerle birlikte mevcut bozulmalar proteine o6zgii TDP-43

patolojisi olarak isimlendirilmektedir (Baloh, 2011).
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Sekil 2. 5. TDP-43 proteininin C-terminal ve N-terminal fragmanlar1 ve yaygin
mutasyonlar1 (Prasad, Bharathi, Sivalingam, Girdhar, & Patel, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

In utero elektroporasyon islemi uygulanacak 7 adet disi Sprague-Dawley
cinsi yetigkin (70 giinliik) sicanlar Eskigehir Osmangazi Universitesi (ESOGU)
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi ile TICAM’dan (Tibbi Cerrahi Hayvan
Uretim ve Bakim Merkezi) ¢iftlestirilmek iizere temin edildi. Deney hayvanlar:
deney siiresince 19-21°C sabit sicaklikta, 12 saat aydinhik/karanlik periyodu

saglanarak merkezdeki bakim odalarinda barindirildi.

3.1.1. Ciftlestirme protokolii

Ciftlestirme gebelik ihtimalini artirmak i¢in her seferinde bir erkek sicanla
iki digi olacak gekilde gerceklestirildi. Iki kafeste 2 disi bir erkek, son bir kafeste
1se bir disi bir erkek sican olacak sekilde kafeslerde eslestirme yapilda.
Hayvanlar ciftlestirme kafeslerine alindiktan 12 saat sonra EO (hamileligin ilk
glini) tayini yapabilmek ic¢in disi sicanlardan vajinal simirleri alinarak
mikroskop altinda inceleme yapildi. Orneklerde sperm pozitif ¢ikan disiler farklh
kafeslere alindi. Protokol her bir sicanda sperm pozitifligi tespit edilene kadar

tekrarlandi. Ciftlestirme protokolii toplamda 7 giin stirdii.

3.3. In Utero Elektroporasyon Uygulamasi

3.3.1. Enjeksiyon icin fast green ve DNA ¢ozeltisinin hazirlanmasi

In utero elektroporasyon icin kullanilacak saflastirilmis DNA plazmidleri
Northwestern Universitesi Feinberg Tip Fakiiltesi Noroloji Bolumi 6gretim tiyesi
Do¢. Dr. Hande Ozdinlerin laboratuvarinda tretilerek deneylerde kullanilmak
tizere bagis olarak temin edildi. Insanda TDP43 proteinin kodlayan TARDBP
geninin farkli mutasyonlarini kodlayan DNA dizisi iceren plazmidlerin enjekte
edilecegi ug¢ farkli deney grubu TDP-434315T TDP-43NLS & TDP-43N267S geklinde
adlandirld: (Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1. TDP-43 gen mutasyonu olan DNA plazmid tasarimi

Plazmidler enjeksiyon zamanina kadar her bir tipte 10 ul olacak sekilde
bolinerek —20 °C saklandi. Cerrahi operasyon oncesinde c¢ikarilarak son
konsantrasyonu 1-4 pg/ul arasinda olacak sekilde distile su ile seyreltildikten
sonra filtre edilerek sterilize edildi. Enjeksiyon sirasinda hem enjekte edilen yeri
gorebilmek hem de enjekte edilen sivinin akig yoniini tespit edebilmek i¢in DNA
¢ozeltisinin igerisine 0,3 mg/ml konsantrasyonunda Fast Green FCF ¢o6zeltisi
eklenerek 1/10 oraninda DNA+Fast Green FCF c¢ozeltisi hazirlandi. Insanda
TDP43 proteinin kodlayan TARDBP geninin farkli mutasyonlarini kodlayan
DNA dizisi igeren plazmidlerin enjekte edilecegi ti¢ farkli deney grubu TDP
434315T TDP43 NLS, TDP 43N267S geklinde adlandirildi.
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3.3.2. Cerrahi islem sirasinda kullanilan materyallerin sterilizasyonu
Cerrahi operasyon esnasinda kullanilacak biitin materyaller bir giin
oncesinden Eskigehir Osmangazi Universitesi Saglik, Uygulama ve Aragtirma

Hastanesi biinyesinde hizmet veren sterilizasyon boliimiinde otoklav ile sterilize

edildi. Bu yontemle butin materyaller basingli su buhari altinda 121°C

sicaklikta yaklasik 20 dakika sterilizasyona maruz birakilda.

3.3.3. Mikroenjeksiyon pipetlerinin hazirlanmasi

Filamentli borosilikat cam kapiller pipetler (sekil 3.2.a) esit boylarda kesildi
(10 cm) ve uglar cgektirilerek inceltildi (¢cektirme iglemi i¢in 6nceden ayarlanmis
su program kullanmildi: Basing, 200; sicaklik, 635-645; hiz,150). Kapiller ucunun
genis olmasi halinde hedeflenen bélgeye enjeksiyon zorlasacagi i¢in u¢ kismindan
yaklagik 1,5 cm kesilerek kalan kisim torpiilendi ve nihai u¢ uzunlugu 5 mm
olacak hale getirildi. Bu islem sirasinda, uclarin fazlaca keskin olmasi
durumunda embriyoya zarar vereceginden optimum acikliga gelene kadar

torpuleme iglemi stirduralda.

Kullanima hazir cam kapillerin igerisine, enjekte edilecek soliisyonun
akigskanligini saglamasi ic¢in, ince uclu bir enjektér yardimiyla sivi vazelin
dolduruldu. Tamamai sivi1 vazelinle dolu kapiller nanojektorin (Sekil 3.2.b) ucuna
yerlestirildikten sonra bir miktar sivi vazelin yerine DNA c¢ozeltisi ¢ekilmek
uzere bosaltildi. Her bir gebe sican ic¢in, bir ameliyat boyunca kullanilmak tizere,

yaklagik 20 ul DNA ¢o6zeltisi kapillere yliklendi.
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Sekil 3. 2. Cam kapiller; 10cm boyunda 5mm’lik (A), nanojektor (B)

3.3.4. Cerrahi operasyon i¢cin hazirlik

Gebe sicanlar hamileligin 16. giniiniin (E16) sabahinda (6.00-12.00 aras)
elektroporasyon islemini gerceklestirmek tizere deneye alindi. Anestezik olarak
steril insilin enjektorlerine cekilen ketamin (80 mg/kg) ile ksilazin (12 mg/kg)
intraperitoneal olarak uygulandi, anestezinin derinlesene kadar sicanlar
kafeslerinde bekletildi. Pence sikistirma refleksi kaybolan deney hayvaninin
karin bolgesi once %70 etanol ile temizlendikten sonra tiy dokici krem
yardimiyla tlylerden arindirildi (Sekil 3.3). Daha sonra antiseptik soliisyon ile
kesi yapilacak bolge temizlendi ve gozlerine, operasyon sirasinda acik kaldigi
i¢gin, pamuk yardimiyla g6z merhemi siiriildii. Deney sirasinda anestezi
derinliginin azalmasina karsin 1/3’lik idame dozu ve inhalasyonla verilecek

sevoflouran hazir bekletildi.

Anestezisi saglanan gebe sigan, viicut 1sisinin diigmesini 6nlemek amaciyla,
operasyon boyunca isitma pedinin (37°C) (sekil 3.4) tizerinde tutuldu. Isitma
pedinin izeri ve sadece operasyon bolgesini agikta birakacak sekilde deney

hayvaninin lizeri sterilize bezler ile kapatild.
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Sekil 3. 3. Sicanin karin bolgesinin tiylerden arindirilmasi.

Sekil 3. 4. Isitma pedi
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3.3.5. Cerrahi operasyon

Gebe siganin tiiylerden arindirilmis karin bélgesi, kontaminasyonu énlemek
amaciyla, batikonlu steril pamuk c¢ubuk yardimiyla merkezden disa dogru
temizlendi. Embriyolara zarar vermemek amaciyla agili u¢lu makasla karin
bolgesine kiicuk bir kesi atilarak, processus xiphoideus™un yaklagik 2 cm altindan
itibaren, abdomen orta hattan uzunlamasina agildi (sekil 3.5). Bu islem sirasinda
asir1 kanamay1 onlemek amaciyla linea alba kesi bdlgesi olarak takip edildi.
Kesilen boélgenin altinda embriyo bulunmadigindan emin olmak i¢in karin
kaslar1 digli penset yardimiyla kaldirilarak kontrol edildi. Karin kaslarina
yapilan kesinin uterus boynuzlarini rahatga cikarabilecek sekilde optimum

boyutta olmasina 6zen gosterildi.

Kesilen bolge etrafina 1lik SF ile 1slatilmis steril gazli bez serilerek uterus
boynuzlari i¢in nemli ve sicak bir yiizey olusturuldu. Halka uclu penset (sekil 3.6)
yardimiyla uterus boynuzlari abdomen disina cikartildi. Bu islem sirasinda
pensetin embriyolar: ve besleyen damarlar: sikistirmadan uterus tiipleri icindeki
bogumlara denk gelecek bolgelerden kullanimina dikkat edildi. Ameliyat

stiresince utarus ve uterus boynuzlari ilik SF ile 1slak tutuldu.

Sekil 3. 5. Gebe sicanda linea alba takip edilerek yapilan batin diseksiyonu.
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Sekil 3. 6. Elektroporasyon sirasinda disli penset ile embriyolarin ¢ikarilmasa.

3.3.6. DNA enjeksiyonu ve elektroporasyon

Onceden hazirlanmig DNA c¢ozeltisi (%0,1) nanojektér yardimiyla, her
embriyo i¢cin yaklagik 1-3 ul olacak sekilde, embriyolarin lateral ventrikiliine
enjekte edildi. Her bir uterus boynuzu nazikce halka uclu penset ile cikarildiktan
sonra digsik riskini minimuma indirmek amaciyla her boynuzdaki ilk iki
embriyo atlanarak iglem siirdirildi. Telencephalon’u rahatca aciga cikartmak
amaciyla amniyon kesesi fiber optik 1s1k kaynagi ile aydinlatildi. Nanojektor
ucuna takilan cam kapillerin ucu amniyon kesesini deldikten sonra, neokortekse
2-3 mm derinlikte penetrasyonu saglandi ve DNA ¢o6zeltisi her bir embriyonun
lateral ventrikili dolana kadar enjekte edildi (Sekil 3.7). Bu islem sirasinda
renksiz DNA materyalini goriiniir kilmak i¢in kullanilan Fast Green FCF ile
lateral ventrikiillin dolarak yarim ay benzeri bir gorlintiiye ulastigi

gozlendiginde enjeksiyon durduruldu.
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DNA enjekte edilen embriyolar, DNA iceriginin beyinde hedeflenen alana
yonlendirilmesini saglamak amaciyla, halka penset ile antero-posterior eksende
tutularak tripod yapili elektrotun negatif podu DNA ¢6zeltisinin enjekte edildigi
yere, pozitif podu ise motor kortekse denk gelecek sekilde yerlestirildi.
Embriyolara hafif parametrelerde elektroporasyon ile diisiik elektrik akimi
verildi (Yogunluk; 50V, uzunluk; 50ms, aralik; 150 ms) (Sekil 3. 8). Duisiik riskin
azaltmak i¢in bir batinda maksimum 3-4 embriyoya elektroporasyon iglemi
tamamlandiktan sonra uterusun digs1 ve boynuzlari ilik SF ile yikandi ve
embriyolar halka penset yardimiyla nazikge uterus yan duvarlarina dogru
itilerek karin i¢ine yerlestirildi. Daha sonra karin katlar: 6nce ince ipek siitiir ile
sonra kalin sutir ile dikilerek kapatildi. Sttirlerin oldugu bolge batikon ile
temizlenerek antibakteriyel krem siiriildii ve anestezi etkisi sonlanana kadar
hayvanlar 37°C’de 1sitma pedi tizerinde bekletildi. Sonraki giin tek doz analjezik
(IM; verilen madde) uygulandi. Tim gebe sicanlar doguma kadar izole kafeslerde

tutularak gozlemlendai.
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Sekil 3. 8. Embriyolara elektrotlarla hafif elektrik akimi verilmesi.
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3.4. Motor Davranisin Degerlendirilmesi
Deney ve kontrol hayvanlarinda gelisimsel bozulmanin izlenebilmesi i¢in
davranig élgiimleri haftalik olarak tekrar edildi. Patolojinin ortaya c¢ikis aralig:

gozetilerek belirlenen donemlerde tekrar edilen 6l¢gimler analize tabii tutuldu.

3.4.1. Lokomotor spontan aktivite testi

Spontan lokomotor aktivite olcer (Aktivite metre, 40cmx40cmx35cm; MAY
Commat) (Sekil 3.9) kizilotesi algilayicilarla plastik cam bir kutunun i¢ine konun
hayvanin horizontal ve vertikal hareketlerini algilayarak kaydetmektedir. Kafes
yanlarina yerlestirilmig yatay konumda 6nden arkaya ve sagdan sola olacak
sekilde fotoseller yerlestirilmistir. Kafes icerisine yerlestirilen hayvan yandaki
fotosellerden yayilan isinlarin kirilmasina neden olarak X-Y diizleminde bir yer
degistirme paterni olusturulup kaydedilmesini saglar. Kayit bir bilgisayar
yazilimi sayesinde verilere donustirialir. Yazilim hayvanin kafes igerisinde
bulundugu siire boyunca toplam mesafe, yatay aktivite (horizontal aktivite),
dikey aktivite (vertikal aktivite), yer degistirme, kendine bakim hareketlerinin
ifade edildigi stereotipik hareketlerin toplamiyla bu hareketlerin her biri i¢in

gecirilen sire ile ilgili 6l¢ctimleri kaydeder.

Lokomotor aktivitemetre kafesine konulan her bir sican 10 dakika boyunca
kafesin icerisinde serbest birakilmis ve bu siire boyunca yukarda bahsedilen
kayitlar toplanmistir. Lokomotor aktivite oOlcimi diger yapilan davranis
Olciimlerinden once yapilmis ve test sonucunda orneklemin normal dagilim
gosterip gostermedigi arastirilmistir. Aktivite 6lgiimleri benzer olan kontrol ve
deney gruplarina daha sonra rota-rod, modifiye grip ve Cat-walk yliriime testleri

uygulanda.
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Sekil 3. 9. Lokomotor aktivite metre cihazi.

3.4.2. Rota-rod testi

Rota-rod testi sabit ya da artan hizda dénen bir ¢ubuk tizerinde durmaya
zorlanan deney hayvaninin dismeden kalma siliresinin Olciilmesi ile motor
performanslari  ve koordinasyon diizeylerinin degerlendirilmesi esasina
dayanmaktadir. Rota-rod cihazi sabit veya rampali olacak sekilde hiz ayari

yapilabilen dénen bir silindir ile deney hayvaninin yerlestirildigi bélmelerden

olusmaktadir (Sekil 3.10).

Bu calisma i¢in modifiye edilen Rota-rod testi alistirma, deneme ve testin
tekrar1 asmalarindan olugsmaktadir. Deney hayvanlarinin boélmelerde veya
silindir tizerinde durmaya karsi direng¢ gostermeleri ya da donen silindirde ters
dénmeleri gibi durumlarin elimine edilmesi i¢in iki dakikalik aligstirma siiresi
tanind1. Tki dakika boyunca 6l¢iim alinmadi ve hayvanlarin rottan diismeleri ya
da ayrilmalar1 durumunda elle manipiilasyon yapilarak hayvanlarin silindir
tuzerinde durmalar1 saglandi. Daha sonraki asamalarda deneyin sonlandirma
stiresi 300 sn olarak belirlenmis ve silindirin hizi1 sabit olarak 20 rpm’e
ayarlandi. Bu siire boyunca siganlarin donen ¢ubuk iizerindeki kalig siireleri ve

diisme sayilar1 haftalik olarak kaydedildi.
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Sekil 3. 10. Rota-rod cihaz

3.4.3. Modifiye grip testi

Modifiye grip testi icin yerden 45 cm ylkseklikte 1ki tahta destek arasina
50cm uzunlugunda bir ip gerilerek bir diizenek olusturuldu. Ipin altinda bulunan
tahta zemine, sicanlarin diisme durumunda darbeyi hafifletmesi i¢cin yumusak
bir bez serildi. Sicanlar iki destek cubugunun tam ortasina gelecek sekilde 6n
penceleriyle gergin ip uzerine yerlestirilerek test baglatildi. Testi sonlandirma
stiresi 150sn olmakla birlikte iki tekrar seklinde uygulandi. Sicanin en 1iyi

performans sergiledigi tekrardan aldig1 puan istatistiki analizlerde kullanildi.

Modifiye grip testinde deney hayvanlarinin iki tip davranis sergiledigi
gozlenmektedir. Birinci tip davranista sicanlar ipin tzerinde hareket ederek bir
destege ulasirlar, destege tirmandiktan sonra kayarak asagiya inerler. Bu
davranig kagma olarak tanimlanmaktadir. Diger davranista ise diismeden ipin
tzerinde durmaya c¢alisan sicanlar cabalama davranisi sergilemektedir. Bir
kronometre yardimiyla test siiresince sicanlarin kagma ve diismeden ipin

tuzerinde kalma stireleri kaydedildi. Kagma ve ¢abalama davraniglar: esas
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alinarak deney hayvanlarinin motor becerileri asagidaki kriterler cercevesinde

puanlandi (Sekil 3.12).

PN NI NP S o S e e

Sekil 3. 11. Modifiye grip test aparati ve testin puanlamasi O=Ipten diigme;
1=Sadece bir 6n penceyle asili kalma; 2= On penceleriyle asili kalma; 3= On
pencelere ek olarak ipe tirmanmaya ¢abalama ve arka pencelerden biri veya ikisi
ile tutunma; 4=On ve arka pencelere ek olarak kuyruk yardimiyla ipe tirmanma;
5=Diizenekten kacma; 6= Ipte 150 sn.den uzun siire asili kalma veya diizenekten
40 sn.den sonra ka¢gma; 7= Dilizenekten ilk 31-40 sn. icinde ka¢gma; 8=Diizenekten
ilk 21-30 sn. iginde kagma; 9=Diizenekten ilk 10-21 sn. i¢inde kagma; 10=

Diizenekten ilk 10 sn. iginde ka¢gma.
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3.4.4. Cat-walk yiiriime testi

Deney hayvanlarinin motor performanslarinda agirlikli olarak koordinasyon
ve denge 1ile 1lgili parametreleri analiz etmek amaciyla Cat-walk yuriime
desenleri kullanilmaktadir. Siganlarin 6n ve arka ayaklar1 gida boyalariyla farkl
renkte boyandiktan sonra emici bir ylizey (kagit) tizerinde bir dogrultuda
yurimelerine izin verildi. Adim araliklar1 i¢in puanlama, kagit izerinde olusan
1lk 4 adimin 6n ve arka pati izleri arasindaki mesafenin bir cetvel yardimiyla her
adim i¢in ayr1 ayri Olglilerek kaydedilmesiyle yapildi. Puanlama, kagit izerinde
olusan ilk 4 adimin 6n ve arka pati bas1 izlerinin alani ve basi izleri arasindaki
mesafenin Image J (NIH 1.6 versiyon) programi yardimiyla her adim i¢in ayri

ayri Olgiilerek kaydedilmesiyle yapildi.

3.5. Istatistiksel Analizler

Davranis deneylerinden elde edilen sonuglar analizinde SPSS (Statistical
Package for Social Sciences, 22. stirim) paket programi ile analiz edildi. Verilerin
normal dagilim gosterip gostermedikleri Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk
testleri ile incelendikten sonra davranmis ¢iktilar: non-parametrik ve parametrik

testlerle analiz edildi.
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4. BULGULAR

Gebe annelerin sahip olduklar: fetiis sayisinda farkhiliklar oldugu i¢in ve
uterus tupleri yerlesen fetiislerden 1ilkine ve sonuncusuna islem
yapilamadigindan tiim annelerde benzer sayida elektroporasyon islemi
gerceklestirilemedi. Ayrica bazi gebelerde o6zellikle mutasyonlu plazmidlerin
kullanildig1 islemler sonrasinda abortus ya da rezorbsiyon olustugundan deney

gruplari ile kontrol grubundaki hayvan sayilarinda farkliliklar meydana geldi.
4.1. Lokomotor Aktivite Testi Sonuclarinin Karsilagtirilmasi

In utero elektroporasyon iglemi yapilan annelerden dogan yavrularin spontan
lokomotor aktivitelerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan aktivitemetre
testinde deney hayvanlarinin horizontal, vertikal, stereotipik ve toplam hareket
sayilar: ile test siiresince ambulasyonda veya dinlenmede gecirdikleri zaman ve

toplam kat ettikleri mesafeler 6l¢uldi.

Aktivitemetre cihazinda farkl test glinlerinde elde edilen veriler istatistiksel
testlerle karsilastirildiginda; P90 (Tablo 4.1), P120 (Tablo 4.2), P150 (Tablo 4.3),
P180 (Tablo 4.4) ve P3007incu (Tablo 4.5) giinlerdeki horizontal, vertikal,
stereotipik hareketler ile dinlenme zamani i¢cin harcadiklar:1 zamanlar acisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Sadece P120°’de TDP-43N267S
grubundaki sicanlarin toplam hareket sayilar1 (2827,25+279,06) kontrol
grubundakilere (3161,80+213,05) kiyasla anlamli (p<0,05) olarak diisiik bulundu
(Tablo 4.2).

Kontrol ve deney gruplarindaki hayvanlarin islem sonrasinda farkh
zamanlarda tekrarlanan aktivitemetre oOl¢ctimlerinde horizontal (Sekil 4.1),
vertikal (Sekil 4.2) ve stereotipik (Sekil 4.3) hareket sayilar: incelendiginde bazi
farklhihiklar gézlense de bireysel farkliliklar ve n sayilarindaki azliga bagh olarak
standart sapma degerlerinin yiiksekligi nedeniyle gézlenen farklhiliklar anlaml
diizeyde degildi. Benzer sgekilde test siliresince cihazda kat edilen toplam

mesafede de gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.4).
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Tablo 4. 1. Postnatal 90. giindeki lokomotor aktivite test sonuglari

KONTROL TDPNLS TDP-43A315T TDP-43N267S
P90

(n=5) (n=3) (n=2) (n=4)
Horizontal 10155,20+1231,75 7739,66+925,927 6166,50+2082,42 11693,00+2791,27
Vertikal 219,40+154,78 108,66+38,00 99,50+24,74 131,50+102,66
Stereotipik 1103,40+214,95 1245,66+221,64 993,50+663,97 1007,00+£223,38
Ambulatuvar 2286,60+368,19 1614,33+196,02 1450,560+999,14 2274,50+318,84
Toplam hareket 3615,40+373,80 2968,66+413,65 2543,50+359,91 3413,00+349,07

Toplam mesafe

8360,80+1280,64

5749,66+691,01

4853,00+3436,53

9791,75+2165,64

Stereotipik (sn)

110,400+22,68

126,00+20,78

99,00+63,63

100,504+20,42

Ambulatuvar (sn)

229,20+36,09

160,00+18,330

144,00+101,82

226,50+32,63

Dinlenme (sn)

260,40+27,36

314,00+36,66

354,00+33,94

262,50+47,59

Tabloda verilen degerler ortalama ve standart sapma degerlerini géstermektedir.
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Tablo 4. 2. Postnatal 120. gindeki lokomotor aktivite test sonuclar:

KONTROL TDPNLS TDP-43A315T TDP-43N2678
P120

(n=5) (n=3) (n=2) (n=4)
Horizontal 8164,00+821,22 5436,00+972,21 4903,50+3341,07 6202,75+1821,00
Vertikal 195,20+135,28 66,00+25,00 139,50+61,52 177,50+82,76
Stereotipik 1220,20+289,47 1129,67+306,52 969,50+580,53 1708,00+689,68
Ambulatuvar 1746,40+265,65 1067,33+187,01 1104,50+1191,47 1191,75+464,70
Toplam hareket 3161,80+213,05 2263,00+394,46 2213,50+549,42 2827,25+279,06

Toplam mesafe

6450,20+1119,57

3747,33+552,29

3923,00+4299,21

4086,25+1734,78

Stereotipik (sn)

300,00+16,43

380,00+£35,16

393,00+63,64

336,00+33,59

Ambulatuvar (sn)

174,00+26,15

106,00+17,32

108,00+118,79

120,00+48,25

Dinlenme (sn)

122,40+29,88

114,00+33,41

96,00+59,40

147,00+24,74
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Tabloda verilen degerler ortalama ve standart sapma degerlerini gostermektedir.




Tablo 4. 3. Postnatal 150. giindeki lokomotor aktivite test sonuglari

KONTROL TDPNLS TDP-43A315T TDP-43N267S
P150

(n=5) (n=3) (n=2) (n=4)
Horizontal 7635,40+3444,51 6631,00+927,568 16226,00+8488,11 4125,00+2084,91
Vertikal 165,00+101,91 39,67+11,93 107,00+121,62 127,25+74,67
Stereotipik 1142,40+337,48 1406,67+78,45 1566,00+929,14 1069,50+392,36
Ambulatuvar 1452,80+731,81 1182,67+206,35 1955,50+706,40 680,25+330,11

Toplam hareket

2760,20+£761,64

2629,00+160,39

3628,50+101,12

1877,00+752,41

Toplam mesafe

5951,80+3631,89

4326,33+928,27

11535,00+3583,62

2625,25+1468,11

Stereotipik (sn)

115,20+33,24

140,00+9,17

156,00+93,34

106,50+39,91

Ambulatuvar (sn)

145,20+£73,17

120,00+21,63

195,00+£72,12

67,50+32,26

Dinlenme (sn)

340,80+66,87

340,00+13,86

249,00+21,21

424,50+69,69

Tabloda verilen degerler ortalama ve standart sapma degerlerini géstermektedir.
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Tablo 4. 4. Postnatal 180. glindeki lokomotor aktivite test sonuclar:

KONTROL TDPNLS TDP-43A315T TDP-43N267S
P180

(n=5) (n=3) (n=2) (n=4)
Horizontal 5659,20+798,29 4566,67+563,566 7495,00+1859,69 6927,756+5259,92
Vertikal 178,80+152,17 35,00+1,00 98,00+89,10 105,75+89,67
Stereotipik 1386,60+143,41 1167,67+71,79 1504,00+453,96 1544,75+195,27
Ambulatuvar 1000,00+196,71 809,33+185,13 1339,560+852,06 859,25+464,83
Toplam hareket 2565,40+268,53 2012,00+158,61 2941,50+487,20 2509,75+680,76

Toplam mesafe

3682,80+937,45

2539,00+511,96

5092,50+2822,06

4093,25+4073,44

Stereotipik (sn)

139,20+13,68

116,00+9,17

150,00+42,43

154,50+19,82

Ambulatuvar (sn)

5659,20+798,29

4566,67+563,56

7495,00+1859,69

6927,75+5259,92

Dinlenme (sn)

178,80+152,17

35,00+1,00

98,00+89,10

105,75+89,67

Tabloda verilen degerler ortalama ve standart sapma degerlerini géstermektedir.
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Tablo 4. 5. Postnatal 300. giindeki lokomotor aktivite test sonucglari

KONTROL TDPNLS TDP-43A315T TDP-43N267S
P300

(n=5) (n=3) (n=2) (n=4)
Horizontal 6487,20+2172,50 | 4177,67+1419,05 7832,00+3590,69 6659,25+2743,68
Vertikal 132,00+119,66 23,67+£8,50 77,50£79,90 93,50+107,26
Stereotipik 1300,20+313,73 | 1358,00+321,65 1915,50+166,17 1532,50+204,62
Ambulatuvar 1220,20+495,39 | 575,33+189,74 1318,50+700,74 1105,25+585,34
Toplam hareket 2653,20+713,83 | 1957,00+512,20 3311,50+614,48 2731,25+656,91

Toplam mesafe

4388,20+1865,66

1855,67+822,07

4565,50+3397,65

4050,75+2673,11

Stereotipik (sn)

129,60+31,35

136,00+33,05

192,00+16,97

153,00+18,65

Ambulatuvar (sn)

122,40+50,66

58,00+18,33

132,00+67,88

109,50+59,47

Dinlenme(sn)

339,60+63,30

406,00+51,03

276,00+50,91

336,00+60,99

Tabloda verilen degerler ortalama ve standart sapma degerlerini géstermektedir.
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Sekil 4. 1. Lokomotor aktivite testindeki horizontal hareket sayilarinin farklh

giinlere gore karsilastirilmasa.
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Sekil 4. 2. Lokomotor aktivite testindeki vertikal hareket sayilarinin farkh

glinlere gore kargilagtirilmasi.
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Sekil 4. 3. Lokomotor aktivite testindeki stereotipik hareket sayilarinin farkh

giinlere gore karsilastirilmasi.
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4.2. Rota-rod Testi Sonuclarinin Karsilagtirilmasi

Aktivitemetre Ol¢ctimleri arasinda anlamli bir farklilik géstermeyen deney
hayvanlarinin motor performansini, direnme gilicini ve koordinasyon
kabiliyetlerini degerlendirmek amaciyla rota-rod ve modifiye grip testleri
kullanildi. Farkli giinlerde yapilan rota-rod testinde her hayvan icin ikiser
Olgim yapilarak ortalama degerler hesaplandi. Her deneme ic¢in deney
hayvaninin test sliresince donen mil lzerinden diisme sayilarinin ortalamasi
hesaplandi. Deney ve kontrol gruplarimin P90, P120, P150, P180 ve P300’tinci
gliinlerdeki ortalama rottan diisme sayilar1 ve standart sapma degerleri Tablo

4.6’de gosterildi.

Ortalama diisme sayilari non-parametrik testlerle karsilastirildiginda; P120,
P150, P180, P240 ve P300’de grubun temel etkisi bulunmakla birlikte (p<0,05)
P90’da gruplar arasinda anlaml bir fark olmadig1 bulundu. Daha sonra yapilan
ikili kargilagtirma test sonuclarina goére; P120’deki farkliliklarin, TDP-434315T
(22,25+4,60) grubundaki deney hayvanlarinin diisme sayilarinin kontrol
grubundakilere (5,10+3,93) gore anlamli diizeyde (p<0,05) yiiksek olmasindan
kaynaklandigi bulundu. Ayni1 sekilde P150’de TDP-434315T (17,00+8,49) ve TDP-
43N2678 (15,88+10,77) grubunun kontrol (3,70+2,17) grubuna gore, P240’ta TDP-
43NLS (14,00+5,41), TDP-434315T (14,00+5,41) ve TDP-43N2678 (15,88+6,94) deney
gruplarinin hepsinin diisme sayilarinin kontrol (3,30+3,23) grubuna kiyasla
anlamli diuzeyde (p<0,05) yiiksek oldugu bulundu. P300’de ise TDP-43A4315T
(17,50+17,68) ve TDP-43N2678 (12,25+3,80) gruplarinin kontrol (3,30+3,23)
grubuna gore diisme sayilarinin anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptandi
(p<0,05). Bununla birlikte P180. glindeki veriler TDP-434315T (23,50+9,19)
grubundaki hayvanlarin diisme sayilarinin hem kontrol (2,50+2,32) hem de TDP-
43NLS (5,17+5,51) grubundaki hayvanlardan anlamli dizeyde (p<0,05) yiksek
oldugunu gosterdi (Sekil 4.5).
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Tablo 4. 6. Kontrol ve deney gruplarinin farkli giinlerdeki rota-rod test sonuglari

ROTA-

ROD TEST [ KONTROL |TDPNLS | TDP-434315T | TDP-43N267S
GUNU (n=5) (n=3) (n=2) (n=4)

P90 2,10+1,14  |3,83+0,29 |3,75+1,06 5,13+1,49
P120 5,1043,93  |11,83+2,31 |22,25+4,60 |13,38+7,22
P150 3,70+2,17  |7,83+2,08 [17,00+8,49 |15,88+10,77
P180 2,50+42,32  |5,17+5,51 |23,50+9,19 |11,13+8,08
P240 3,30+3,23 | 14,0045,41 [17,50+2,83 |15,88+6,94
P300 3,30+3,23  |21,17+7,02 |17,50+17,68 |12,25+3,80

Tabloda verilen degerler ortalama ve standart sapma degerlerini gostermektedir.
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Sekil 4. 5. Rota-rod testindeki ortalama diisme sayilarinin farkli giinlere gore
karsilastirilmas1 Rota-rod testindeki ortalama diisme sayilarimin farkh giinlere
gore karsilagtirilmasi.*: p<0,05, **: p<0,01,***: p<0,001: Kontrol ile TDP-434315T ;
++: p<0,01 Kontrol ile TDP-43N267S; AA: p<0,01 TDP-434315T jle TDP-43NLS;
°°:p<0,01,°°°:p<0,001 Kontrol 1ile TDP-43NLS  arasindaki farkliliklar
gostermektedir.
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4.3 Modifiye Grip Testi Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Deney hayvanlarinin motor koordinasyon yetenekleri ve dayanikliligini
olcmek tizere kullanilan bir diger test olan modifiye edilmis grip testindeki
performans skorlar1 karsilastirildiginda da rota-rod testine benzer sekilde
mutasyonlu hayvanlarin kontrollere gore daha diigiik skorlar aldigir goézlendi.
Deney hayvanlariin P90, P120, P150, P180, P240 ve P300’tincl giinlerde aldig:
ortalama puanlar ile standart sapma degerleri Tablo 4.7de gosterildi. Bu test
sonuglar1 o6zellikle erken evrelerde (P90 ve P120) kontrol ve TDP-43NLS
grubundaki sicanlarin skorlari arasinda anlamli farklhiliklar oldugunu gésterdi.
P90’da sadece TDP-43NLS grubundaki hayvanlarin skorlari kontrol
grubundakilerden daha diisiik iken, P120. giinde tim mutasyon gruplarinin
testten aldiklar1 puanlarin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu goézlendi.
P150. giinden sonraki testlerde de kontrol grubundaki hayvanlar genel olarak
daha iy1 performans sergilemekle birlikte, bireysel farkliliklar ve bazi kontrol
hayvanlarinin test aparatindan kacis yolu olarak diisme hareketini
gerceklestirmeleri nedeniyle test skorlarinda varyasyonlar gozlendi. Bu nedenle
standart sapma degerlerindeki yiiksekliklere bagli olarak kontrol ile mutasyonlu

gruplar arasinda goézlenen farkliliklar anlamlilik dizeyine ulagmada.

49



Tablo 4. 7. Deney ve kontrol gruplarinin modifiye grip testinden aldiklari

puanlar
Modifiye Grip | g ONTROL | TDP-43MS | TDP-43315T7 | TDP-43N267
Test Guni

(n=5) (n=3) (n=2) (n=4)
P90 6,6041,82 | 2,670,568 |4,00£0,00 |5,75+1,71
P120 9,0040,71 | 2,670,568 |3,0041,41 |2,50+1,00
P150 5,4043,44 |2,6740,58 |3,5040,71 |2,25+0,50
P180 4,2043,19 |2,0040,00 |2,00£0,00 |2,00+0,00
P240 5,0043,24 |2,67+0,58 |3,00£1,41 |2,25+0,50
P300 3,60+3,58  |2,0040,00 |8,00£1,41 |2,50+1,00

Tabloda verilen degerler ortalama ve standart sapma degerlerini gostermektedir.

Bl KONTROL
15 - Bl TDp-43M-E
Bl TDP-43%17
M2ET S
10 TDP-43
E
a I

Glinler (P)

Sekil 4. 6. Modifiye grip testi puanlarinin farklh giinlere gore karsilagtirilmasi.
Modifiye grip testi puanlarinin farkli glinlere goére karsilastirilmasi. (***:
p<0,001: Kontrol ile TDP-434315T; °: p<0,05 °°°: p<0,001 Kontrol ile TDP-43NLS;
+++: p<0,001 Kontrol ile TDP-43N267S grasindaki anlamali diizeyde fark)
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4.4 Cat-walk Testi Sonuclar:

Deney hayvanlarinin P90, P120, P150, P180, P240 ve P300inci glinlerinde
sergiledikleri Cat-walk yuriiyus desenleri sag ve sol, 6n ve arka olacak sekilde
ardisik iki adim arasi mesafe (Tablo 4.8), ayn1 sekilde her bir ayak i¢in zeminle
temas etigl maksimum ayak izi alan1 (Tablo 4.9) ve ardisik iki adimin st iste
binme sikhig1 (Tablo 4.10) olgiilerek her bir degisken i¢in ortalama ve standart

sapma degerleri tablolarla gosterildi.

Ardisik adim araliklari gruplar arasinda karsilastirildiginda hicbir 6lgiim
glinlinde farklilik ortaya ¢ikmadigi bulundu (p>0,05). Ayni sekilde maksimum
ayak 1iz1 alanlarimin on ve arka ayaklar igin ayr1 ayri gruplar arasinda
karsilagtirilmast sonucunda deney gruplarinin herhangi birisinin kontrol
grubuyla arasinda anlamli bir fark bulunmadig: tespit edildi. P90-P300 P120-
P180 giinleri arasinda yapilan oOlcimlerde de TDP-434315T grubundaki
hayvanlarin hayvanlarin koordinasyon diizeylerinin kontrol grubuna goére
giderek daha fazla etkilendigi ardisik iki adimin Ust tste binme sikligindaki
azalmalardan gozlenebilmekle birlikte verilerin istatistiksel analizlerinde bu

farkliliklar gosterilemedi (Sekil 4.12).
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Tablo 4. 8. Deney ve kontrol gruplarinin Cat-walk testindeki iki ardigik adim

arasindaki mesafe 6l¢giimlerinin ortalama+standart sapma degerleri

Adim Araliklar: (cm) | KONTROL|[TDP-43NLS [TDP-4343157 | TDP-43N2678
Sag arka ayak |13,39+1,2 |13,05£0,72 |12,85+0,92 |13,3+1,24
Sag 6n ayak | 13,49+1,66 |12,42+0,14 |12,44+1,18 |12,02+1,54
P90
Sol arka ayak |12,86+2,29 [12,74+1,01 |14,11+0,79 |12,89+1,12
Sol 6n ayak  |12,73+1,37 |13,33+1,61 |12,72+1,76 |13,73+0,85
Sag arka ayak |13,9+2,13 |14,67£1,79 |13,76+1,54 |15,6442,28
Sag 6n ayak | 13,39+1,41 |12,66+1,86 |10,57£1,01 |14,57+0,72
P150
Sol arka ayak |14,41+1,95 |13,83+0,99 |12,51+1,36 |16,66+2,45
Sol 6n ayak | 13,65+2,23 |12,82+0,95 |10,88+1,1 13,36+1,1
Sag arka ayak |15,25+1,62 |12,98+1,88 |11,24+1,93 |13,31+1,65
Sag 6n ayak |12,99+1,8 |13,17£1,49 |10,05+0,25 |13,7+1,92
P180
Sol arka ayak |14,07+2 |13,08+1,84 |12,19+1,51 |14,01+1,89
Sol 6n ayak  |13,41+0,95 |13,02+1,77 |10,33£1,09 |13,21+3,15
Sag arka ayak |12,42+1,23 |13,84+1,19 |12,66+3,97 |13,33+0,81
Sag 6n ayak |12,6+1,14 |13,9+0,98 |8,92+0,82 13,24+1,15
P300
Sol arka ayak |12,44+0,99 |13,74+1,02 |12,43+4,49 |12,99+1,77
Sol 6n ayak  |12,8+0,92 |13,86+0,6 |10,53+0,74 |13,38+1,39

Tabloda verilen degerler ortalama ve standart sapma degerlerini gostermektedir.
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Sekil 4. 7. Cat-walk testi sag 6n ayak adim aralig1 mesafesinin farkl giinlere

gore kargilagtirilmasi.
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Sekil 4. 8. Cat-walk testi sag arka ayak adim araligi mesafesinin farkl giinlere

gore kargilastirilmasi.
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Sekil 4. 9. Cat-walk testi sol 6n ayak adim araligr mesafesinin farklh giinlere

gore karsilastirilmasi.
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Sekil 4. 10. Cat-walk testi sol arka ayak adim araligi mesafesinin farkl giinlere

gore kargilagtirilmasi.
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Tablo 4. 9.

Deney ve kontrol gruplarinin Cat-walk testindeki ayak izi alan

degerleri
GUNLER |AYAK 1Zi KONTROL | TDP-34NLs | TDP-434315T | TDP-43N267S
On Ayaklar |3,7+0,54 3,56+0,26 | 4,26+0,29 4,09+0,85
P90
Arka Ayaklar |2,93+0,7 2,68+0,24 |3,52+0,33 2,96+0,29
On Ayaklar |4,75+1,03 |4,53+0,55 |6,6+0,64 5,03+1,42
P150
Arka Ayaklar |3,49+0,51 |3,29+0,67 |4,15+0,28 3,4+0,7
On Ayaklar |6+1,33 6,52+0,56 | 5,07+0,31 7,52+0,74
P180
Arka Ayaklar | 3,96+0,69 |4+0,39 3,43+0,36 4,7+0,17
On Ayaklar |4,14+1,04 |3,82+0,41 [4,16+1,55 5,08+1,04
P300
Arka Ayaklar |2,82+0,87 |3,08+0,31 |[3,21+0,18 3,5+1,01

Tabloda verilen degerler ortalama ve standart sapma degerlerini gostermektedir.
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Sekil 4. 11. Cat-walk testi 6n ayak izi alaninin farklh giinlere gore

karsilastirilmasa.
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Sekil 4. 12. Cat-walk testi arka ayak izi1 alaninin farkh giinlere gore

karsilastirilmasi.
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Sekil 4. 13. Cat-walk testinde ¢akisik adim sayisinin normal adim sayisina

oraninin farkli glinlere gore karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, insanlarda TDP-43 proteinini kodlayan gendeki
mutasyonlara bagli olarak olusan motor noéron hasarini taklit etmek tzere
sicanlarda in utero elektroporasyon metodu ile farkli birka¢ mutasyona ait
deneysel modellerin olusturulmasi ve meydana gelen motor iglev bozukluklarinin
fenotipik analizlerle degerlendirilmesi amacglanmistir. Bu amacla, insanlarda
TDP-43 proteinini kodlayan TARDBP genindeki mutasyonlardan sik veya nadir
gorilen A315T ve N267S nokta mutasyonlar: ile NLS delesyonu mutasyonu
secilerek, bu 6zelliklere sahip genom parcalari in utero elektroporasyon yéntemi
1le sicanlara aktarilmistir. Postnatal doénemde 90. giinden itibaren farkh
donemlerde yapilan davrams testleriyle de motor fonksiyon becerilerindeki
degisiklikler takip edilmis ve birbirleriyle karsilagtirmali olarak analiz
edilmigtir. Gen aktarimi yapilan sigcan yavrularinda 6zellikle rota-rod testi ile
gosterilen motor defisitler, bu yontemin sicanlarda proteinopatik hasar modeli

olusturmak ic¢in kullanilabilecegini gostermektedir.

ALS ve FTLD etiyopatogenezinde ana protein bileseni olarak TDP-43
proteininin  birikime meyillli inkliizyon cisimciklerinin hilicre protein
homeostazinin bozulumuna sebebiyet verdiginin ve bunun da hastaligin olusumu
ve gelisiminde etkin bir rol oynadiginin gosterilmesiyle birlikte, bu proteini
kodlayan TARDBP genindeki yeni mutasyonlarin da tanimlanmasi TDP-43
patolojisini  bir c¢ok noérodejeneratif hastalik arastirmalarinin merkezine
yerlestirmigtir. TDP-43in hiicre igerisindeki agregasyonunun ve inkliizyon
pozitif birikimlerinin olusumundaki diizenleyici rolinin tanimlanmasiyla
birlikte daha ¢ok ALS/FTLD de etkili mekanizmalarin agiga cikarilmasina
odaklanilmistir. TDP-43 mutasyonlari olan hastalarin bir ¢cogunun tipik olarak
ALS patolojisinde goriilen motor semptomlara es olarak demans ve benzeri
yakinmalarla klinige basvurduklar:i belirtilmektedir (Barbara Borroni et al.,
2009). Bugiine kadar, ALS ile komorbid olabilecek FTLD veya Parkinsonizm gibi
birden ¢ok patolojiye ait olabilecegi diisiiniilen klinik tablolar sadece tek 6rnegi
olan vakalarda veya daha ziyade kii¢liik ailelerde sporodik olarak tanimlanmigtir

(Gijselinck vd., 2009).
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Norodejeneratif hastaliklar igerisinde genis bir skalada etkili oldugu
diistintilen TDP-43in tek bir nokta mutasyonunun farkli ALS fenotipine neden
olmasi, genotip ile fenotipik bozulmalar arasinda pozitif yonli bir iligskinin
kesinligini zorlagtiran ve yasa bagh eksik penetrasyonlarin varligi hastalikta rol
oynayan farklh patojenik mekanizmalarinin aydinlatilmasini zorlastirmaktadir.
Tez calismamizda bizim de goézlemledigimiz bu durum, TDP-43un farkh
mutasyonlarinin hastaligin erken ve ge¢ evreleri arasinda farkli fenotipik
bulgular vermesiyle birlikte, yaslanmanin da etkisiyle motor fonksiyon
bozulmalarinin kontrol grubuna gére karsilastirilmasini ve farkli motor
koordinasyon parametrelerini degerlendiren davranis testi bulgulari arasinda
anlamli bir iligkinin tespitini zorlastirmigtir. Calismamizin rota-rod testi
bulgularmma bakildiginda, gittikce hizlanan rottan diisme sayisinin kontrol
grubuna gore anlamli sekilde arttig1 ve yaslanmanin etkisiyle bu tablonun daha
da agirlastigr gozlenmektedir. Bu bulguya ragmen motor koordinasyon becerisi
azalan deney hayvanlarinin spontan lokomotor aktivite bulgularinin o6zellikle
dinlenme durumunda gecirilen zaman acisindan hem deney ve kontrol gruplar:
acisindan hem de zamana bagli olarak anlamli farkhiliklar goéstermedigi
gozlemlenmigstir. Ayrica deney ve kontrol grubu hayvanlarinin yasla birlikte
dinleme durumunda daha c¢ok zaman gecirmesi beklenirken, yaslanmayla
birlikte, kontrol grubundaki hayvanlarin da deney gruplarina benzer sekilde bu
yonde bir egilime sahip olmasi nedeniyle gruplar arasindaki farkliliklarin ortaya

cikarilmasi zorlagmastir.

Aralarinda kan bagi bulunan ALS tanisi almis hastalar arasindaki genetik
heterojenite ve fenotipteki farkliliklarla birlikte hastalik stresindeki ve
penetrasyonundaki degisikliklerin yanlis tani olasiligini artirdigi ve DNA
dizilenmesinin hastaligin kesin tanisi i¢in yeterli veri saglamadigi konusunda
gortsler bulunmaktadir. Temelde motor fonksiyon bozulumuyla karakterize olan
ALSnin demansla veya Parkinson benzeri yakinmalarla birlikte gorildigi
durumlarda, hastaligin ge¢ evrelerindeki bozulmalar 6zellikle yagslanmaya bagh
motor becerilerdeki dislis ile ayirt edilemeyecek hastalik oOykiilere neden
olabilmektedir. Ailesel gecisli olgularda tek niikleotid polimorfizmlerinin

incelendigi ilk FTLD vaka gruplarinda yaygin gen varyasyonlarinin analizi
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sonucunda hastalik igin ortak kalitimsal bir tablo gizilememistir (Gijselinck et
al., 2009; Rollinson et al., 2007; Schumacher et al., 2009). Bununla birlikte, TDP-
43 genindeki mutasyonlarinin ALS'nin sporadik ve ailesel formlarinin yaklagik %
2-3'inde nedensel roliniin olduguna iligkin kanitlara ragmen (Banks, Kuta,
Isaacs, & Fisher, 2008; Corrado vd., 2009), FTLD'nin monojenik formlar: heniiz
tarif edilmemigtir. Ancak kesin tanisi olan FTLD ile motor néron kayiplarina
rastlanan iki olgu tanimlanmistir (Benajiba et al., 2009). Bizim de ¢alismamizda
kullandigimiz TDP-43’iin bir nokta mutasyonu olan N267S tipinde, TDP-43
patolojisi goriilen ve motor néron kayiplarinin esglik ettigi FTLD olgularinda
hiicresel seviyelerde dejenerasyonlarin oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte
ALS ile iligkili TDP-43tin N267S mutasyonu bulunan bir olguda ise bunama,
ardindan Parkinsonizm ve davranis degisiklikleri ile seyreden nadir bir tipinin
sunuldugu bir calismada, olgunun bu farkl nérodejeneratif yakinmalarina diger
aile fertlerinin hic¢birinde rastlanmamasi; N267S varyantinin hastaligin seyrinde
protein seviyelerinin diismesine neden olabilecek yeni bir fosforilasyon bolgesi
olusturduguna kanit olabilir (B. Borroni vd., 2009). Biitiin bu bulgular, 6zellikle
N267S varyantinda TDP-43 patolojisinin hem motor hem de biligsel acidan
biitiincil bir yaklasimla incelenmesi gerektigini diisiindirtmektedir (Rayaprolu

et al., 2013).

ALS etiopatogenezinde bugiine kadar sikca tanimlanmis bir diger nokta
mutasyonu olan A315T varyantinin gorildiga vakalarda ise 6zellikle omuriligin
on boynuzundaki alt motor néronlarda siddetli néron kayiplar1 goriliirken; st
motor noéronlarin nispeten korundugu rapor edilmistir (Ke vd., 2015). Ayrica
neokortikal, arkikortikal ve subkortikal c¢ekirdeklerde noéronal ve glial hiicre
gruplarinda degisen sayilarda inklizyon cisimciklerine rastlanmistir. TDP-43
geninin bu mutasyonunu barindiran gruplarda, ozellikle motor néron
kayiplarinin ¢ok fazla olmasi1 sebebiyle, omuriligin farkli segmentlerindeki
inkliizyon cisimciklerinin TDP-43 ile iligkili olabilecegi ve bu mutasyonun daha
ziyade ALS benzeri motor defisitlerle karakterize davranis ¢iktilar: ile birliktelik
gosterdigine dair kanitlar bulunmaktadir (Cairns vd., 2010). Literatiirdeki bu
bilgilerden yola ¢gikarak bizim de tez ¢alismamizda TDP-43 geninin A315T nokta

mutasyonunu iceren bir modelinin si¢canlarda olusturulmasi hedeflenmistir.
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Transdiiksiyonun gerceklestigi sican yavrularinda A315T varyantimin fenotipik
ciktilarini inceledigimizde, 6zellikle rota-rod performansinda kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir diisiis oldugu ve bu disiisiin sekilde hastaligin seyrine
paralel olarak progresif bir sekilde devam ettigi gozlenmistir. Bununla birlikte
cat-walk ylriime patterni analizlerinde anlamli bir fark gésterilememis olsa da
ozellikle spinal motor néron kaybina bagli olarak motor koordinasyon ve motor
fonksiyon bozukluklarinin oldugu go6zlenmistir. Bu deneylerdeki istatistiksel
analizlerde karsilagilan en 6nemli problem n sayisinin veri analizi i¢in yeterli
olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu durum embriyolara yapilan cerrahi
midahaleler esnasindaki komplikasyonlara bagli olarak bazi yavrularin abortus
ile kaybindan dolay1 meydana gelmistir. Bununla birlikte dogumu gergeklesen
A315T mutasyonuna sahip deney hayvanlarimin P300. gine kadar farkh
giinlerde yapilan takiplerinde, ardisik iki 6n veya arka ayaklar1 arasindaki adim
mesafelerinde progresif olarak degiskenlik goézlenmesi bu testteki motor
fonksiyon bozuklugunun omuriligin farkli segmentlerindeki néron kayiplarina
bagli olarak ortaya cikabilecegini disindirtmektedir. Ayrica cat-walk testi
sonuclarina gore, istatistiksel olarak anlamli olmasa da, iki ardisik 6n ve arka
ayak adimlari arasindaki senkronizasyonu ve koordinasyonu gosteren ardisik
adim sayis1 verilerinde de hastaliginin ge¢ safhalarinda giderek azalma
egiliminin goériilmesi de yine bu modelin st motor fonksiyon kayiplarinin az
veya hi¢ gorilmedigi  bir TDP-43 patolojisinden kaynaklandigina isaret
etmektedir. Bu nedenle, bu mutasyon baz alinarak olusturulan deneysel model

alt motor noron hastaligi olusturmada tercih edilebilir.

TDP-43 mutasyonlarina bagl olusturulmasi hedeflenen motor néron hasari
patolojisinin gelisimsel slireclerin izlenebilmesi icin embriyonun motor korteks
gelisiminin gercgeklestigi donemin hedef alinmasi bu calismada kritik bir 6nem
arz etmektedir. Bu anlamda sican embriyolarinin kullanilmasi ¢ok daha kigiik
olan fare embriyolarina gore girisimsel acidan daha avantajli sayilabilir. Ayrica
sicanlarda kortikal gelisimi genellikle farenin 1-1,5 giin ilerisinde oldugundan
hedeflenen gelisim déneminde embriyolara erigim goreceli olarak daha kolaydir.
Omurgali norolojik sistemlerinde gorilen tim evrelere sicanlarda c¢ok iyl bir

sekilde tanimlanmis oldugundan, bu tez calislmasinda in utero gen aktarimi
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uygulamasinin sicanlar Ulzerinde yapilmasa karar verilerek, deney hayvani

olarak Sprague-Dawley sicanlar tercih edilmistir.

Tez c¢alismasinin temel metodolojik yaklagsimini olusturan in utero
elektroporasyon yontemi; embriyonik sican neokorteksine in vivo ortamda
mutant DNA parcalarinin aktarimini yapmak amaciyla kullanilmigtir.
Enjeksiyonun yapildigi lateral ventrikiil duvarinda lokalize olan noéronal 6nci
hiicrelerin  dogum tarihlerindeki ve migrasyondan sonra lokalize olduklar:
neokorteks tabakalarindaki farkliliklar sayesinde gen aktariminin o6nceden
belirlenen spesifik bir néron popiilasyonuna 6zgiin olarak gerceklestirilmesi
mimkin olabilmigtir. Bu teknik literatiirde daha ziayede gen ifadesindeki asiri
artis veya azalisin hiicresel proliferasyon, goc ve hiicre farklilagsmasi tizerindeki
etkilerini incelemede ve kortikogenezdeki siiregleri incelemede kullanilmaktadir.
Ancak mevcut tez calismasinda oldugu gibi farkli mutant genlerin aktarimiyla
olusturulan transgenik sican modelleri, geleneksel null mutant (nakavt) veya
trasngenik fare modeli stratejilerine kiyasla, belirli bir temporal pencere
esansinda spesifik bir hiicre popiilasyonuna genetik olarak manipiilasyon icin
cok daha hizli, ucuz ve oldukca etkili bir metodolojik yaklasim imkani

saglamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

In wutero elektroporasyon teknigiyle sicanlarda noéral oncii hiicrelere
embriyonik dénemde gen aktarimi yapilabilmektedir. Ozellikle neokorteks
bolgesine yapialacak gen aktarimlarinda istenilen genin, hedeflenen bdélgeye ve
dogru bir zamanda enjekte edilmesi sonucunda, sadece belirlenen spesifik bir

noron popiillasyonuna 6zgin transdiiksiyon gergeklestirilebilmektedir.

Bu teknik literatiirde genellikle genomdaki herhangi bir mutasyon sonucu
eksprese edilen hatali proteinlerin hiicresel proliferasyon, go¢ ve farklilagmasi
uzerinde etkilerini veya kortikogenezis siirecleri tizerindeki etkilerini aragtirmak
amaciyla kullanilmakla birlikte, mevcut tez calismasinda kortikal motor

noronlarda proteinopatik bir hasar olusturmak amaciyla kullanilmistir.

Dogan yavrularin takipleri esnasinda gézlenen motor defisitler bu teknikle
olusturulan transdiiksiyon isleminin basar1 ile gergeklestirilebilecegini
gostermistir. Bununla birlikte embriyonik dénemde olusturulan bu cerrahi
miidahalenin beklenen komplikasyonlarina baglh olarak bazi gebelerde abortus
veya embriyolarda rezorbsiyonlar meydana gelmesi kacinilmazdir. Bu durum
deney gruplarindaki n sayilarinda azliga ve farkhiliklara yol acmistir. Bu nedenle
de istatsitiksel analizlerde standart sapma degerlerinin yiksekligi nedeniyle
davranigsal olarak gozlenen farkliliklar anlamlilik diizeyine ulasamamastir.
Benzer sekilde deney hayvanlari arasinda doélden kaynaklanan bireysel
farkliliklari en aza indirgeyebilmek icin, istatistiksel analizlerin  farkh
annelerden dogan yavrularin bir araya getirildigi gruplarda yapilmasi biyik
onem arz etmektedir. Calismamizdaki en 6nemli, kisitliliklardan biri deney ve
kontrol gruplarinda bu standardizasyonun saglanamamis olmasidir. Bu nedenle
farkli zamanlarda tekrarlanan aktivitemetre Ol¢imlerinde oldugu gibi 6zellikle
horizontal hareket sayilar1 gibi bazi parametreler incelendiginde gruplar
arasinda  farklilhiklar gozlense de istatistiksel testlerde anlamlihik
gosterilememigtir. Buna ragmen farkli giinlerden alinan Glgiimler
degerlendirildiginde, deney gruplarinin spontan lokomotor aktivitelerinde
diisme egiliminin oldugunun go6zlenmesi calismanin genis bir oOrneklemde

tekrarlanmasinin gerekliligine isaret etmektedir.
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Modifiye grip testindeki skorlarin kontrol ve deney hayvanlarinda P150. giin
itibariyle aynmi diizeyde diisme egilimi gostermesi, testin problem ¢6zme
becerileriyle baglantih olarak hayvanlarin biligsel becerilerini degerlendirmesiyle
1lgili olabilecegini disiindirtmektedir. Bu nedenle bundan sonra yapilacak
calismalarda modifiye grip él¢giimlerinin P90 ile P120. giinler arasinda haftalik
olarak tekrarlanmasi halinde motor fonksiyon becerisi 6l¢imlerinde daha saglikli

veriler elde edilebilir.

Bu tez calismasinda elde edilen sonucglar, TDP-43 nokta mutasyonlarinin
klinik vaka ornekleri tizerinden deneysel bir hayvan modeli olusturulabilmesine
ornek tegkil etmektedir. In utero elektroporasyon yontemi ile transgenik sican
modeli olusturulmasi yoniiyle de tlkemizdeki nadir o6rnekler arasinda yer
almaktadir. Ortaya ¢ikan davranis giktilar: ve motor fonksiyon kayiplari her ne
kadar dar bir 6rneklem gergevesinde degerlendirilmis olsa da, deney gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla 6nemli motor defisitler meydana geldigi gosterilmigtir.
Bundan sonra yapilacak calismalarda érneklem sayisi arttirilarak, farkls TDP-43
mutasyonlarda ortaya cikan fenotipik degisikliklerin yani sira morfolojik ve
islevsel bozukluklarin da gincel metodolojik yaklasimlarla incelenmesi

hedeflenmektedir.
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