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BiPOLAR BOZUKLUK TANILI HASTALARIN INDUKLENMIS PLURIPOTENT KOK
HUCRELERINDE (IPS) MiKRORNA EKSPRESYON DEGISIMLERININ
INCELENMESI
Begiim ALURAL
Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilimler AD.
begumalural@gmail.com

OZET

Bipolar bozukluk (BB), manik ve depresif donemler arasindaki iyilik donemleri (6timi) ile
karakterize edilebilen, yineleyici dogada ve Omiir boyu siliren noropsikiyatrik bir hastaliktir.
Gilinlimiize kadar, BB iizerine yapilan ¢alismalarda hayvan modelleri, biyolojik sivilar, postmortem
beyin dokular1 kullamlmustir. Ote yandan, gelisen indiiklenmis pluripotent kok hiicre (IPS)
teknolojisi ile hastaya 06zgili in vitro model olusturulabilmesi, bahsedilen diger modelleme
yontemlerinin tagidigt sinirliliklarin agilmasina olanak saglamistir. Bu nedenle ¢alismamizda, BB
hastalarina ve saglikli kontrollere ait IPS hiicrelerinin ndronlara farklilastirilarak hastaya 6zgii in
vitro bir model olusturulmasi ve bu modelde Nanostring global miRNA profillemesi yapilarak BB
hasta grubunda farkli ifade diizeyine sahip miRNA’larin belirlenmesi amac¢lanmistir.

Bu c¢aligmada toplam i{ic BB hastasina ve ii¢ saglikli kontrole ait fibroblast ornekleri
kullanilmistir. Bu fibroblastlar Cellular Reprogramming firmasi tarafindan, sentetik mRNA
transfeksiyon yontemi kullanilarak IPS hiicrelerine ¢evrilmistir. IPS hiicreleri teslim alindiktan
sonra noral progenitor hiicrelere ve ndronlara farklilagtirllmis ve farklilasmanin 2.-, 4.- ve 6.-
haftalarinda RNA izolasyonu yapilmigtir. Tiim RNA oOrneklerinden Nanostring miRNA
profillenmesi ve veri analizi New Mexico Universitesi’nde, Dog. Dr. Nikolaos Mellios
danismanliginda gerceklestirilmistir. Daha sonra RT-qPCR ile miR-34a artis1 dogrulandiktan
sonra, hastalik tedavisinde siklikla kullanilan bir ila¢ olan lityumun miR-34a ifade diizeyine ve
diger parametrelere olan etkileri incelenmistir.

Mali yiikii ve is giicli yiikiiniin biiyiik olmas1 nedeniyle ¢alismaya sadece ¢ok az sayida BB
hastas1 ve saglikli kontrol dahil edilebilmesine bagl olarak, global miRNA profillemesi sonuglari
izerinde istatiksel bir degerlendirme yapilamamaistir. Bu nedenle profilleme sonucunda en az 1,5-
kat farklilik gosteren miRNA’lar belirlenmistir. Calismanin ilerleyen asamalarinda ise, hedef
genlerin ve tedavi iizerinde etkili olabilecek olas1 yolaklarin analizleri i¢in, ifade diizeyinin tiim

farklilagtirma zaman noktalarinda ortak olarak arttigi saptanmis olan miR-34a iizerine



yogunlagilmistir. Lityumun BB hastalarina ait hiicrelerde miR-34a ve hedef genlerinin ifade
diizeylerine olan etkilerinin incelendigi deneylerde, lityum tedavisi sonrast miR-34a ifade
diizeyinin lityum-responder BB hastasina ait hiicrelerde azaldigi ve miR-34a hedef genlerinin ifade
diizeylerinin istatistiksel olarak anlaml sekilde arttig1 goriilmiistiir. Ancak lityum non-responder
BB hastalarina ait hiicrelerde bdyle bir etki saptanamamigtir. Devam eden deneylerde, lityum ile
akut tedavinin de sadece responder BB hastasina ait hiicrelerde proliferasyonu arttirdigi ve
norogenezi tetikledigi saptanmistir. Ancak ¢alismaya sadece iic BB hastasinin dahil edilebilmis
olmasi ve bu ii¢ hastanin sadece bir tanesinin lityum-responder olmasi 6nemli bir kisitliliktir.
Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular iki ana baglikta 6zetlenebilir: 1) miR-
34a tarafindan diizenlenen sinaptogenez ve ndrogelisim, BB patogenezinde yer alan yolaklardan
biri olabilir ve 2) Hastaligin tedavisinde kullanilan lityum, sahip oldugu terapétik etkisinin bir
kismin1 miR-34a tizerinden gosteriyor olabilir. Ancak bu bulgularin dogru yorumlanabilmesi ve
genellestirilebilmesi i¢in daha biiyiik hasta kohortlarinda dogrulanmasi gerekmektedir. Ayrica elde
ettigimiz sonuglarin hastalikla iligkisinin tam olarak anlasilabilmesi ve lityumun etki
mekanizmasinda miR-34a’nin rolii olup olmadiginin anlasilabilmesi i¢in daha fazla hastanin dahil

edildigi detayl ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Bipolar Bozukluk, mikroRNA, Noral progenitor hiicreler, IPSC, lityum



ANALYZING miRNA EXPRESSION CHANGES IN BIPOLAR DISORDER PATIENT-

SPECIFIC INDUCED PLURIPOTENT STEM CELLS (IPSC).
Begiim ALURAL
Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences, Department of Neuroscience
begumalural@gmail.com

ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) is a neuropsychiatric disorder characterized by manic and depressive
episodes with intermittent periods of euthymia. Traditionally, the research on BD has relied on the
use of animal models, biological fluids, or post-mortem tissues to identify biological changes
associated with BD. However, such approaches suffer from various technical and biological
limitations. Patient-derived induced pluripotent stem cell (iPSC) technology, on the other hand,
offers an opportunity to overcome these limitations. In the present study, we aimed to identify
miRNAs associated with BD by Nanostring miRNA profiling.

In this study, we used fibroblast cells obtained from three BD patients and three healthy
controls. These fibroblasts were reprogrammed to IPSCs with messenger RNA-based transfection
method by Cellular Reprogramming company. Then we further induced these IPSCs to establish
neural progenitor cells (NPC). After characterization, we differentiated NPCs into neurons and
collected RNA samples on for two, four, or six weeks of differentiation. Then, we performed
Nanostring analysis to identify differentially expressed miRNAs between BD- and control-derived
NPCs and neurons. Finally, we evaluated how lithium modulates expression levels of miR-34a and
its selected targets, together with NPH viability and neurogenesis parameters.

Due to time and financial constraints, IPSCs have been established from three BD patients
and three healthy controls. Statistical analysis on differentially expressed genes was not possible
due to small sample size; therefore, we listed miRNAs with a fold-change of 1.5 or higher between
two groups. Among several deregulated miRNAs, we identified miR-34a as one of the most
consistently upregulated miRNA during different periods of neuronal differentiation. Building on
this observation, we focused on miR-34a for target gene and treatment-related pathway analyses.
Lithium treatment caused a marked reduction miR-34a expression in responder cells, which was
further reflected in statistically significant elevation of miR-34a target genes’ expression levels.
Lithium treatment induced proliferation of NPCs and neurogenesis of neurons. On the other hand,

lithium treatment failed to produce similar effects on non-responder cells. To our knowledge, this



is the first study to investigate the effects of lithium on miRNAs by using BD patient derived
neurons. Due to limited sample size, only one of the three patients was lithium responder, and the
findings of this study require validation in larger cohorts.

Taken together, the main findings of this study are twofold: 1) The regulatory network
modulated by miR-34a may provide clues to the molecular mechanisms underlying BD
pathogenesis and 2) Lithium may exerts its effects, at least in part, through miR-34a and its target
genes. Further studies on a larger patient cohort are needed to determine the generalizability of
these findings around miR-34a, as well as, to obtain a more comprehensive picture of the biological

basis of lithium response.

Keywords: Bipolar Disorder, microRNA, Neural Progenitor Cells, IPSC, lithium



1. GIRIS VE AMAC

Problemin tammmm ve 6nemi: Bipolar bozukluk (BB), belirli bir diizene bagli olmaksizin
tekrarlayan depresyon ya da mani donemleri ve bu donemler arasinda iyilik donemlerinin
goriildiigii kronik bir noropsikiyatrik hastaliktir. Glinlimiize degin hastaligin mekanizmasinin
belirlenmesi amaciyla pek ¢ok genetik ve biyokimyasal ¢calisma ger¢eklestirilmis olsa da hastaligin
etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamustir.

MikroRNA (miRNA)’lar kodlama yapmayan, post-transkripsiyonel gen diizenlenmesinde
aract RNA molekiilleridir. miRNA’larin beyinde yiiksek miktarda ifade edildikleri ve ndronal
gelisimin, farklilasmanin ve noroplastisitenin diizenlenmesi icin gerekli olduklar1 gdsterilmistir.

Gegmis yillarda miRNA’larin BB patogenezi ve ilag yanitlari iizerindeki olasi etkileri gesitli
arastirmacilar tarafindan irdelenmistir. Ancak bu calismalarda kullanilan hayvan modelleri,
postmortem beyin dokulari, kan veya beyin omurilik sivis1 drnekleri, lenfoblastoid hiicre hatlar1 ve
benzeri modeller belirli sinirliliklara sahip olmanin yani sira, elde edilen sonuglarda da ¢alismalar
aras1 farkliliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadirlar. Bu nedenle, indiiklenmis pluripotent kdk
hiicre (IPS) gibi hastaya 6zgii hiicresel platformlarin olusturulmasi, kontrol edilebilir ¢evresel
faktorler sayesinde hem varyasyonlar1 azaltmay1 hem de néronlar gibi ulasmasi zor doku tiirlerinin
kiiltiir kabinda olusturulabilmesini saglamistir. Bu platformlarda hastaligin norobiyolojisinin
incelenmesi ise gerek hastaligin dogasinin anlagilabilmesi agisindan gerekse hastaligin tedavisinde

yararli olabilecek ilaglarin denenebilmesi ve yeni ilaglarin kesfi i¢in oldukca dnemlidir.

Calismanin amaci: Bu tez calismasinda BB hasta ve saglikli kontrolden alinan fibroblast
hiicrelerinin IPS hiicrelerine gevrilerek hastaya 6zgli modellerin olusturulmasi ve bu IPS hiicrelerin
once noral progenitdr hiicrelere, daha sonra ise noronlara farklilastirilmasi, farklilagmanin belirli
zaman noktalarinda 6rnekler toplanarak (2-, 4- ve 6-hafta) bir 6rnek kiitliphanesinin olusturulmast,
son olarak da tiim 6rneklerde global miRNA profillemesi yapilarak saglikli/hasta gruplar arasinda
farkl1 ifade diizeylerine sahip ve hastalifin patogenezi ile iligkili olabilecek miRNA’larin

belirlenmesi amaglanmastir.

Cahsmanin Hipotezi: BB hastalarina ait NPH ve noronlarda, saglikli bireylere kiyasla miRNA
ifade profili farkli olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bipolar Bozukluk

2.1.1. Tanimm

Bipolar bozukluk (BB), belirli bir diizene bagli olmaksizin tekrarlayan manik ve depresif
donemler arasinda iyilik donemleri (6timi) ile nitelendirilen, kronik bir néropsikiyatrik hastaliktir
[(Craddock ve Sklar, 2013); (Charney ve ark., 2017)].

Duygudurum bozukluklarina (DDB) iliskin bilinen ilk gozlemler oldukca eski zamanlara
dayanmakla birlikte, hastaligin belirtilerinin, gidis ve sonlanisinin tanimlanmasmi ilk kez

Kraepelin tarafindan 1896 yilinda yapilmistir (Marneros, 2001).

2.1.2. Smiflandirma ve Tam Kriterleri

BB, Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El kitabi yeniden gozden geg¢irilmis
dordiincii baskisinda (DSM-4-TR) “Duygudurum Bozukluklar’” bagligi altinda yer almaktaydi.
2013 yilinda kullanima giren DSM-5’te ise DSM-4-TR’den farkli olarak BB ile Depresif
Bozukluklar ayr1 basliklar altinda toplanmis ve Duygudurum Bozukluklar: ist bagligt kaldirilmigtir
(American Psychiatric Association, 2013).

DSM-5’e gore duygudurum dénemleri mani, hipomani ve major depresyon donemlerinden
olugmaktadir. Mani donemi tani dlgiitleri kabarmis, tagskin, cabuk kizan ya da olagandisi ve siirekli
bir duygudurumun bulunmasidir. Ayrica amaca yonelik etkinliklerde ve icsel giigte, olagandisi ve
stirekli bir artisin oldugu ayri bir donemin, en az bir hafta (ya da hastaneye yatirilmay1
gerektirmigse herhangi bir siire), neredeyse her giin ve giiniin biiyiik bir boliimiinde siirmesidir.

Ayrica bu belirtilerden ii¢ ya da daha fazlasi mevcut tabloya eslik etmelidir:

Benlik saygisinda abartili artig ya da biiyiikliik diistinceleri,

- Uyku gereksiniminde azalma,

- Her zamankinden daha konuskan olma,

- Diisiince ugusmalari ya da diislincelerin sanki yarigiyor gibi birbirlerinin pesi sira gelmesi
yasantisi,

- Dikkat daginiklig1 (distraktibilite),



- Amaca yonelik etkinliklerde artma ya da psikomotor ajitasyon,

- Koétii sonuglar dogurabilecek etkinliklere asir1 katilma.

Hipomani donemi i¢in tan1 dlgiitleri kisaca mani dénemi belirtilerinin en az dort ardisik giin
siireyle, neredeyse her giin, giiniin biiylik boliimiinde bulunmasi olarak tanimlanabilir Bireyin
islevselliginde degisik saptanabilmektedir ancak, hipomani déneminin mani déneminden farki
toplumsal ya da mesleki islevsellikte belirgin bir bozulmaya yol agacak ya da hastaneye yatirilmay1
gerektirecek kadar agir olmamasidir. Ancak psikotik 6zellikleri goriiliiyorsa mani donemi olarak
tanimlanir.

Major depresif donemi igin tani 6lgiitleri ise, en az iki hafta siiren depresif duygudurum ya
da ilgi kaybi/ artik zevk alamama durumunun bulunmasidir. Ayrica bu belirtilerden bes ya da daha

fazlas1 mevcut tabloya eslik etmelidir:

Neredeyse her giin, yaklasik giin boyu siiren ¢okkiin duygudurum,

- Istah ya da kilonun artmis/azalmis olmasi, uykuda ve psikomotor etkinlikte degisiklikler,
yorgunluk ve enerji kaybu,

- Degersizlik diisiincelerinin ya da sucluluk duygularinin bulunmasi,

- Diislinme ya da diislincelerini belirli bir konu iizerinde yogunlastirma becerisinde azalma,

karar vermede giigliik,

- Yineleyen 6liim ya da intihar diisiinceleri, tasarilar1 ya da girisimleri.

Bu belirtilerin klinik ya da toplumsal olarak belirgin sikintiya ya da islevsellikte bozulmaya
neden olmasi, genel bir tibbi durumdan ve fizyolojik nedenlerden bagimsiz olmasi gerekmektedir
(American Psychiatric Association, 2013).

BB, DSM-5’ te yedi alt tipte siniflandirilmastir:

L. Bipolar I Bozukluk (En az bir mani atagi bulunmali, mani atagin 6ncesinde ya da
sonrasinda hipomani ya da major depresyon ataklar bulunabilir)

IIL. Bipolar II Bozukluk (En az bir hipomani ve en az bir depresyon atagi bulunmali)

III. Siklotimik Bozukluk (En az iki yil siire ile hipomanik veya bir depresif atak
belirtilerinin bulunmasi, ancak belirtilerin tan1 dlgiitlerini karsilamamasi ile belirli)

IV.  Maddenin/ilacin Yol Ag¢tigi1 Bipolar ve Iliskili Bozukluk



V. Baska Bir Saglik Durumuna Bagh Bipolar ve iliskili Bozukluk
VI.  Tanimlanmis Diger Bir Bipolar ve liskili Bozukluk (Kisa siiren veya yeterli belirti
gostermeyen hipomani/ depresyon donemleri)

VII.  Tammlanmanus Bipolar ve Iliskili Bozukluk

2.1.3. Epidemiyoloji

BB’nin yagam boyu yayginlik oranlar1 ¢aligmalar arasinda farklilik gostermekle birlikte,
genis katilimli epidemiyolojik bir ¢alismada BB Tip I’in yasam boyu yaygimlhigir %0,6; BB Tip
II’'nin yasam boyu yaygimligt ise %0,4 olarak hesaplanmistir. Esik alt1 BB icinse yasam boyu
yaygimlhigin %2,4, bir y1llik yayginligin ise %1,4 oldugu belirlenmistir (Merikangas ve ark., 2011).

BB yasamin her doneminde ortaya ¢ikabilmektedir. BB Tip I tanist alan hastalarin %50’
den fazlasinda belirtiler 15-25 yas aralifinda baslarken, BB Tip II baslangi¢ yasi daha gectir
[(Baldessarini ve ark., 2012); (Merikangas ve ark., 2011)]. Ayrica ailede BB 6ykiisii olmas1 halinde
BB daha erken yaslarda baslayabilmektedir. BB Tip I, kadin ve erkeklerde esit oranlarda
gozlenirken, BB Tip II kadinlarda daha sik goriilmektedir (Nivoli ve ark., 2011).

2.1.4. Etiyoloji
BB etiyolojisi heniiz net olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte biyolojik, cevresel ve
noroendokrin faktorler, dogum travmalari, kullanilan ila¢ ve maddeler sorumlu tutulmustur. Bu

etkenler asagidaki alt bagliklarda ayr1 ayri ele alinmigtir.

2.1.4.1. Biyolojik Etkenler

a. Genetik Bulgular

Daha Once gergeklestirilmis aile c¢aligmalari, hastalifin patofizyolojisinde genetik
faktorlerin 6dnemini ortaya koymustur. Yapilan ¢aligmalarda, BB’nin tiim tipleri i¢in fenotipik
uyumunun monozigot ikizlerde 0,5-0,6 araliginda, dizigot ikizlerde ise 0,39-0,43 araliginda oldugu
saptanmistir. Ayrica, BB Tip I i¢in birinci derece akrabalarda bagil riskin %8-10 oldugu
bildirilmistir [(Kerner, 2014); (Smoller ve Finn, 2003)]. Ailesel uyumun incelendigi bir ¢aligmada

da ebeveynlerden bir tanesinde bipolar spektrum bozukluk olmasi durumunda ¢ocuklarda bir DDB



goriilme olasiliginin %27,2’ye, eger her iki ebeveyn de hasta ise bu olasiligin %64,3’e yiikseldigi
saptanmistir (Vandeleur ve ark., 2012).

Kalitsal faktorlerin patofizyoloji ile iliskisi pek ¢ok agidan gdsterilmis olsa da monozigot
ikizlerde BB goriilme oraninin %40-70 araliginda kalmasi, hastaligin gen etkinligi (penetrans) tam
olmayan, genetik ve cevresel etmenlerin birlikte rol oynadigi bir etiyolojiye sahip oldugunu
diisiindiirmektedir (Craddock ve Sklar, 2013). Ote yandan, aile ¢aligmalari ile hastaliga yatkinlik
olup olmadigin1 belirlenebilse de yatkinlig1 olusturan asil etmenin ne oldugu belirlenememektedir.

Genom capli iliskilendirme calismalar1 (GWAS), yiiksek sayida (>1000) hasta/kontrol
ornegi kullanarak, 1 milyon SNP (tek niikleotid polimorfizmleri; single nucleotide polymorphism)
ve CNV (kopya sayis1 varyantlari; copy number variants) farkliliklarini eszamanli olarak test eder.
BB iizerine GWAS arastirmalarinin sayisi son 10 yilda 6nemli 6l¢iide artmistir. Bu ¢alismalar, BB
icin tanimlanan ¢ok sayida yatkinlik lokusu ve SNP, hastaligin ortaya c¢ikmasinda ¢ok sayida
varyantin rol oynadig1 poligenik bir yapiy1 isaret etmistir [(Baum ve ark., 2008); (Ferreira ve ark.,
2008); (Jiang ve Zhang, 2011); (Cichon ve ark., 2011); (PGCBDW Group, 2011); (Chen ve ark.,
2013); (Bergen ve ark., 2012); (Muhleisen ve ark., 2014); (Hou ve ark., 2016); (Ikeda, Takahashi,
ve ark., 2018); (Charney ve ark., 2017); (Stahl ve ark., 2017)]. 2011°de Psikiyatrik Genomik
Konsorsiyum’u tarafindan yayimlanan Bipolar Bozukluk Calisma Grubunun (Bipolar Disorder
Working Group: PGCBD) arastirmasina kadar, yapilan ¢alismalara genellikle kiigiik 6rneklemler
dahil edilmis ve farkli GWAS 6rneklemlerinde Ankyrin 3 (ANK3: http://omim.org/entry/600465)
ve Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Alphal C (CACNAIC:
http://omim.org/entry/114205), genlerinin hastalik ile iligkili oldugu tekrarli sekilde goriilmiistiir
(Cichon ve ark., 2011). PGCBD arastirmasina ise, 11 ayr1 ¢alismadan toplam 16731 6rnek ve
46912 tekrarli ornek dahil edilmis ve bu calismanin sonucunda genom c¢apinda anlamlilik
kriterlerini karsilayan ve ODZ4, ANK3 ve SYNE1 gen bolgelerine ¢ok yakin dort lokus saptanmistir
(PGCBDW Group, 2011) (Tablo 1).



Tablo 1. BB iizerine yapilmis GWAS bulgularinin 6zeti (Asagidaki tablo, (Ikeda, Saito, ve ark., 2018)
makalesinden uyarlanmaistir).

Genomik
Kromozom Konum(hg19) Gen SNP-Risk alleli Popiilasyon Referans

13 42653437 DGKH rs1012053-A Avrupa (Baum ve ark., 2008)
10 62179812 ANK3 rs10994336-T Avrupa (Ferreira ve ark., 2008)
6 31327701 NR rs9378249-? Avrupa .

16 23634026 PALB2 1s420259-2 Avru::a (Jiang ve Zhang, 2011)
19 19361735 NCAN rs1064395-A Avrupa (Cichon ve ark., 2011)
11 79077193 0ODZ4 rs12576775-G Avrupa
12 2419896 CANCNAIC 1s4765913-A Avrupa (PGCBDW Group, 2011)
1 79238015 PTGFR/IFI44L/ADGRL4 rs4650608-T Avrupa+ Asya

2 97405440 LMAN2L rs2271893-G Avrupa+ Asya

3 36856030 TRANKI rs9834970-C Avrupa+ Asya (Chen DT ve ark., 2013)
3 52279594 PRMIM rs7618915-G Avrupa+ Asya

10 62185494 ANK3 rs4948418-T Avrupa+ Asya

3 1897973 Intergenik rs2727943-T Avrupa

6 166155457 RP11-252P19.1 rs1039002-T Avrupa (Bergen ve ark., 2012)
3 36864489 TRANKI rs6550435-G Avrupa

5 7519185 ADCY2 rs17826816-G Avrupa

6 98576223 POU3F2, MIR2113 rs1487441-G Avrupa (Muhleisen ve ark., 2014)
10 62322034 ANK3 rs10994415-C Avrupa
11 79083620 ODZ4 rs12290811-A Avrupa

3 36856030 TRANK I rs9834970-T Avrupa

6 98553894 POU3F2, MIR2113 rs1487441-G Avrupa

7 1896413 MADILI rs4236274-G Avrupa (Hou ve ark., 2016)
9 23347865 Intergenik rs12553324-C Avrupa

12 49389320 DDN rs1054442-A Avrupa
17 37846512 ERBB2 rs2517959-T Avrupa

2 97380229 LMAN2L rs56361249-T Avrupa

3 36856030 TRANKI rs9834970-T Avrupa

3 52814256 ITIH] rs2302417-T Avrupa

6 152714606 SYNEI rs1203233-G Avrupa

10 62076628 ANK3 1510994299-C P upa (Chamey AW ve ark., 2017)
10 111774807 ADD3, LOC100505933, XPNPEP1 rs10884920-A Avrupa
12 2419896 CACNAIC rs4765913-A Avrupa

12 49466994 RHEBLI/DHH rs10459221-C Avrupa

3 36856030 TRANKI rs9834970-C Avrupat+ Asya

7 1950809 MADILI rs4332037-T Avrupat+ Asya
11 61589481 Cllorf9, DAGLA, Cllorf10, FENI, FADSI, FADS2 rs28456-G Avrupa+ Asya (Ikeda ve ark., 2018)
11 61603510 FADS2, Cllorf9, Cllorfl0, FENI, FADSI rs174576-A Avrupat+ Asya N

11 79077193 0ODZ4 rs12576775-G Avrupa+ Asya

19 13153035 NFIX rs4926298-G Avrupa+ Asya

1 150138699 OTUD7B,VPS45,PLEKHO1,ANP32E,CA14,APH 14, rs7544145-T Avrupa

Clorf54,Clorf51

2 97376407 LMAN2L chr2_97376407-1 Avrupa

2 166152389 SCN2A4,CSRNP3 rs17183814-A Avrupa

2 194465711 intergenic chr2_194465711_1 Avrupa

3 36856030 TRANKI rs9834970-T Avrupa

3 52814256 ITIHIITIH3 rs2302417-A Avrupa

3 107793709 CD47,1FT57 rs3804640-A Avrupa

4 162294038 FSTLS rs11724116-T Avrupa

5 7587236 ADCY2 chr5_7587236-1 Avrupa

5 80796368 RNUSE-1,RNUSD-1,ACOT12,SSBP2 rs10035291-T Avrupa

6 72519394 intergenic chr6_72519394-D Avrupa

6 98591622 POU3F2 rs2388334-A Avrupa

6 166995260 RPS6KA2 rs10455979-C Avrupa

7 11871787 THSD74 rs113779084-A Avrupa

7 105048158 SRPK2,PUS7 rs73188321-T Avrupa

7 140700006 BRAF,MRPS33,TMEM178B chr7_140700006-D Avrupa

10 62125856 ANK3 rs10994318-C Avrupa

10 111745562 ADD3 chrl10_111745562-1 Avrupa

11 61591907 FADSI rs12226877-A Avrupa (Stahl ve ark., 2017)
11 65945186 SARTI1,EIFIAD,BANF1,CST6,CATSPER1,GAL3ST3, rs10896090-A Avrupa

SF3B2,PACSI,KLC2,RABIB.CNIH2,YIFIA, TMEMI151A,
CD248,RIN1,BRMS]1

11 66662731 SPTBN2, Cllorf80, RCEI,PC,LRFN4 rs7122539-A Avrupa

11 70517927 SHANK?2, SHANK2-AS1 rs12575685-A Avrupa

12 2387099 CACNAIC rs10744560-T Avrupa

15 42904904 SNAP23,LRRC57,HAUS2,STARDY rs4447398-A Avrupa

15 85357857 LOC440300, LOC388152, LOC642423, GOLGAGLA, chr15_85357857-1 Avrupa

DNMIP41, GOLGAGLS, UBE2Q2P1, LOC100506874,
ZSCAN2, SCAND2P, WDR73, NMB,
SECIIA,ZNF592,ALPK3,SLC2841
6 9926966 GRIN24 rs11647445-T Avrupa
17 42201041 G6PC3,HDACS,C170rf53,ASB16,ASB16- rs112114764-T Avrupa
AS1,TMUB2, ATXN7L3,UBTF

18 60243876 ZCCHC2 rs11557713-A Avrupa

19 19358207 NCAN rs111444407-T Avrupa
20 43682549 PABPCIL, TOMM34,STK4- chr20_43682549-1 Avrupa

AS1.STK4,KCNS1,WFDCS,WFDC12 10

20 43750410 STK4,KCNS1,WFDCS5,WFDC12,PI3 rs6130764-T Avrupa



Tiim bu veriler BB nin, kiiciik etki degerine sahip ¢esitli varyantlarin birikimsel genetik

etkisi ile duyarliliga yol agtig1, poligenik bir hastalik oldugunu diistindiirmektedir.

b. Biyokimyasal Bulgular
Norotransmitterler: BB etiyolojisinde biyokimyasal etkenlerin roliinii aragtiran ¢aligmalarda ilk
olarak monoaminlere odaklanilmistir. Hastalikta 6zellikle serotonin, norepinefrin, dopamin ve
melatonin mekanizmalarindaki anormalliklerin rol oynadigi ileri siiriilmiistiir. Serotonin sistemi ve
BB arasindaki iligkiyi inceleyen pek ¢ok arastirma ile de depresif donemde merkezi serotonerjik
aktivitenin azaldigimi gosterilmistir (Vadodaria ve ark., 2018). Mani doneminde ise dopaminerjik
hiperaktivasyonun dopamin reseptdér duyarliliginda azalmaya yol actigi, bunun ise depresyon
donemini tetikledigi one siiriilmiistiir. Dopaminerjik aktivitede azalmaya yol agan antipsikotik
ilaclarin ayn1 zamanda antimanik etki gostermesi de bu hipotezi desteklemektedir (Tohen ve Vieta,
2009). Ayrica, mani olusumunda "Noradrenerjik-kolinerjik" sistemler arasinda denge
bozuklugunun bulundugu, artmis noradrenalinin mani, artmig kolinerjik aktivitenin ise depresyonu
uyardigr bildirilmistir [(Kurita, 2016); (Post ve ark., 1977)]. Ancak gerceklestirilmis tiim
caligmalar, norotransmitterlerin salinim mekanizmasini degistirerek tedavi imkani tanimis olsa da
kullanilan ilaglar hastaligin sagaltimini saglayamamakta ve yiiksek tekrarlama riskini

onleyememektedir. Bu durum hastaligin ¢ok faktorlii dogasini isaret etmektedir.

Noroendokrin Sistem Bulgulari: Duygudurum bozuklugu olan hastalarda c¢ok sayida
noroendokrin diizensizlik kaydedilmis olmasi, BB patofizyolojisinde ndroendokrin sistemdeki
anormalliklerin de 6nemli bir rol oynadiklar diistindiirmiistiir. Hipotalamik-pitiiiter-adrenal (HPA)
ve hipotalamik-pituiter-tiroid (HPT) eksen hormonlar1 en fazla arastirilmis olan sistemlerdendir
(Turan ve Lushi, 2014). BB hastalarinin DEX/CRH (Deksametazon Supresyon Testi veya
Deksametazon/Kortikotropin Salgilatict Faktor Testi) sonuglarinda hiperaktif HPA eksenine, ve

yiiksek sistemik kortizol seviyelerine sahip olduklart gézlenmistir (Watson ve ark., 2004).
Noroanatomik Bulgular: Yapisal [Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG); Bilgisayarli Beyin
Tomografisi (BT); Diflizyon Tensor Goriintilleme (DTG); Manyetik Rezonans Spektroskopi

(MRS) vb.] ve islevsel [Pozitron Emisyon Tomografisi (PET); Single Photon Emission
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Computerized Tomography (SPECT); fonksiyonel Manyetik Rezonans Goriintiileme (fMRG) vb.]
beyin goriintiileme teknikleri kullanilarak gergeklestirilen calismalar, beyinde BB ile iligkili yapisal
ve islevsel degisikliklerin oldugunu gostermistir. Baslica beyin goriintiileme bulgulari arasinda
lateral ventrikiillerde genisleme (Brambilla ve ark., 2001), derin beyaz cevher ve subkortikal gri
cevher alanlarinda hiperintensite artisi (Ahn ve ark., 2004), ventromedial prefrontal korteks
(VMPFC), ventrolateral PFC (VLPFC), dorsolateral PFC (DLPFC) bolgelerinde hacim azalmasi
ve islev bozuklugu [(Phillips ve Swartz, 2014); (Schneider ve ark., 2012); (Strakowski ve ark.,
2012)], amigdala hacminde artma ya da azalma, hipokampiis hacminde azalma, bazal
ganglionlarda hiperintens lezyonlarda artis ya da glial hiicre azalmasi sayilabilir [(Brooks ve ark.,
2015); (Cousins ve Grunze, 2012)].

Calisma sonuglari, hastaligin siiresi ve atak sayisinin beynin iglevi ve yapisi iizerine
olumsuz etkilerinin oldugunu, ayrica degisikliklerinin hastaligin gorece erken donemlerinden

itibaren bulundugunu igaret etmektedir.

2.1.4.2. Cevresel Etkenler

Cevresel etkenlerin, hastalik riski tasiyan bireylerde hastaligin ortaya ¢ikisini ve seyrini
(ataklarin siklig1, zamani, atak tipi) etkiledigi bilinmektedir. Duyarlilasma Modeli, gegirilen ilk
manik ya da depresif atagin, stresli yasam olaylar ile tetiklendigini, bu durumun ise beyin
biyokimyasinda degisikliklere yol agarak bireyi stresor etkenlere daha duyarl hale getirdigini ileri
stirmektedir. Bu model, hastaligin ilerlemesine paralel olarak ataklarin sayisini artmasini ve

stirelerinin uzamasini agiklamaktadir (Charney ve ark., 2017).

2.1.5. BB Tedavisi

BB tedavisi akut tedavi ve koruma tedavisi olmak iizere iki agsamada planlanmaktadir. Akut
mani tedavisinin baslica hedefleri, belirtilerin yatistirilmasi, hastanin riskli davraniglarinin kontrol
altina alinmasi, hastanin ve g¢evrenin giivenliginin saglanmasi ve yeni hastalik dénemlerinin
onlenmesine yoOnelik koruyucu tedaviye hazirlik yapilmasidir. Bu evrede secilen ilk ilag¢ bir
duygudurum dengeleyici (DDD) olup, gereksinim dogrultusunda diger psikotrop ilaglar eklenebilir
(Geddes ve Miklowitz, 2013). Lityum, tarihsel agidan DDD sifatin1 alan ilk ila¢ olmakla birlikte,

12



yillar icerisinde bazi antikonviilsan ilaclarin da (valproat, karbamazepin, lamotrijin vb.)
duygudurumu dengelemede etkili olduklar1 gézlenmistir (Goodwin, 2003).

Koruma tedavisi (profilasksi) ise depresif kayma, depresme ve gelecek hastalik donemlerini
onlemeyi hedeflemektedir. Bu amacgla yine lityum ve bazi antiepileptikler (valproik asit,
karbamazepin, lamotrijin) duygudurum diizenleyici olarak kullanilmakla birlikte son dénemde
atipik antipsikotikler de koruyucu tedavide tercih edilmeye baslanmustir. ilag secimi hastanin
baskin atak tiirii, atak 6zellikleri ve yasadig1 yan etkilere gore ve hastaligin uzun dénem seyri gibi

pek cok faktor goz ontlinde bulundurularak hastaya 6zgii yapilmalidir (Eroglu ve Ozpoyraz, 2010).

2.1.6. BB Calismalarinda Kullanmilan Modeller

BB’nin etiyolojisi ve patolojisini anlamak iizerine yapilan ¢aligmalarda hayvan modelleri,
norogoriintiilleme bulgulari, hastalardan elde edilmis 6rnekler [postmortem beyin dokular1 veya
noron dis1 drnekler (kan veya beyin omurilik sivisi, lenfoblastoid hiicre hatti, fibroblastlar vb.)]

kullanilmistir (Sekil 1).

BIPOLAR BOZUKLUK
DENEYSEL
CALISMALARI
| A
NORON TEMELLI NORON DISI
CALISMALAR CALISMALAR
N N
™ | Postmortem beyin drnekleri s Invitro hiicre kiiltiirii
modelleri
™| BB hayvan modellerinden || Hastalardan elde edilmis
elde edilmis beyin dokulari kan ve BOS ornekleri
|, | BB hastalarindan elde L, Hastadan elde edilmis
edilmis olfaktor fibroblast hiicreler
noroepitelyum dokusu
L,| Hastadan elde edilmis

hiicrelerinden elde edilen
noronlar

{ Hastaya 6zgii IPS lenfoblastoid hiicreler
Ly

Sekil 1. BB ¢alismalarinda kullanilan deneysel modellerin 6zeti.
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Hastaya 6zgii noronal modellerin olusturulmasi ve kullanilmasi yakin zamanda gelisen
yontemler ile miimkiin olmustur. Bu amagla yakin zamanda kullanilmaya baslanan yontemlerden

birisi de IPS hiicrelerdir (Viswanath ve ark., 2015).

2.2. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, kendilerini yenileme ve farklilagmis hiicreler olusturabilme yetenegine sahip
hiicrelerdir. Farklilasma ise sitokinlerin, biiylime faktorlerinin (growth factors), hiicre dis1 matriks
proteinlerinin ve hiicrelerarasi etkilesimin kombine etkisiyle meydana gelmektedir.

Farklilasma potansiyellerine gore kok hiicreler yiiksek potentsiden aza dogru totipotent,
pluripotent, multipotent ve unipotent olarak siniflandirilir (Schéler, 2007). Totipotent karakterdeki
zigot ve ilk blastomerler ¢ogalarak blastosistin i¢ hiicre kitlesini olusturduktan sonra, gelisim
potansiyelleri sinirlanarak pluripotent hale gelirler. Bu hiicreler dogal ortamlarindan izole edilip
uygun sartlarda in vitro olarak kiiltiire alindiginda embriyonik kok hiicre hatlar1 elde edilmektedir.
Pluripotent kok hiicreler ise farklilagarak, gelisim potansiyelleri daha diisiik multipotent kok
hiicrelere donilismektedirler. Gelisimin ilerleyen evrelerinde multipotent kok hiicreler daha da
ozellesir ve erigkin kok hiicreleri olustururlar. Unipotent hiicreler ise sadece bir hiicre tipini

iiretebilen ve kendini yenileme 6zelligine sahip olan hiicre tipidir.

2.2.1. Pluripotent Kok Hiicreler
Pluripotent kok hiicreler, hemen hemen sinirsiz sayida kendilerini yenileme kapasitesine ve
somatik hiicrelere farklilasma yeteneklerine sahip olmakla birlikte, yiiksek alkalen fosfataz

aktivitesi, yiiksek telomeraz aktivitesi ve yiiksek ¢ekirdek-sitoplazma oranina sahiptirler [(Wobus,

2001); (Draper ve Fox, 2003)].

2.2.1.1. indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler

IPS hiicreler pluripotent olmayan, farklilagmis hiicrelerin yapay olarak pluripotent genlerin
ifadesinin uyarilmasiyla olusturulan hiicrelerdir (Baker, 2007). Embriyonik kok hiicrelerin
(Embryonic Stem Cells; ESCs) bir¢ok karakteristik 6zelligi IPS hiicrelerde de bulunmaktadir;
alkalen fosfataz aktivitesi yiiksektir, her {i¢ germ tabakasina da (ektoderm, endoderm, mezoderm)

farklilagabilmektir ve morfolojileri de ESC’lere benzemektedir (Puri ve Nagy, 2012).
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IPS hiicreler ilk olarak embriyonik ve eriskin fare fibroblastlarinin dort transkripsiyon
faktoriinlin [Octamer 3/4 (OCT3/4), SRY-box containing gene 2 (SOX2), cytoplasmic Myc protein
(c-MYC) ve Krueppel-like factor 4 (KLF4)] ile yeniden programlanmasi yontemiyle {iretilmistir
(Takahashi ve Yamanaka, 2006). Giliniimiizde Yamanaka faktorleri olarak adlandirilan bu
faktorleri ifade eden somatik hiicreler, embriyonik kok hiicreler gibi kendini ¢ogaltma (self-
renewing) ve farkli dokulara degisebilme (pluripotensi) 6zelligi kazanirlar. Ancak IPS hiicre
eldesinde yeniden programlama faktorlerinin lentiviral/retroviral eklemeleri genom biitiinliigii i¢in
onemli riskler ile iliskilendirilmesi iizerine alternatif yontemler arastirilmistir. Bu amagcla, genoma
entegre olmayan adenoviral vektorler (Stadtfeld ve ark., 2008), plazmidler (Yu ve ark., 2009),
rekombinant proteinler (Zhou ve ark., 2009), degistirilmis messenger-RNA'lar (mRNA'lar)
(Warren ve ark., 2010) ve kiigiik epigenetik degistirici molekiiller (Shi ve ark., 2008) gibi farkl
yontemler denenmistir. Bu yontemlerin yeniden programlama etkinlikleri lentiviral/retroviral
vektorlere gore diisiik bulunsa da basarili sonuglar alinmistir [(Buganim ve ark., 2014); (Kumar ve
ark., 2015)].

Giinlimiizde IPS hiicreleri, noronlar da dahil olmak tizere pek ¢ok farkli hiicre tipine basarili

bir sekilde ¢evrilmistir.

2.2.1.2. IPS Hiicrelerin Noronal Hiicrelere Farkhlastirilmasi

Beyin zengin bir noronal alt tip ¢esitliligine sahiptir ve bu c¢esitlilik karmasik genetik ve
cevresel girdiler ile belirlenir. Embriyogenez sirasinda, néroektodermin morfogenezi morfojen
kombinasyonlarina bagli olarak belirlenen iki eksende devam eder; rostro-dorsal eksende WNT,
FGF (Fibroblast Growth Factor)ler ve retinoik asit rol oynarken, dorso-ventral eksende WNT,
BMP (Bone Morphogenetic Protein)ler ve SHH (Sonic hedgehog) rol oynamaktadir (Liu ve
Zhang, 2011). Bu bilgilerin 1g181nda, IPS hiicre calismalarinda da farkli néronal alt tipleri ve bolge-
spesifik ndronlar1 elde edebilmek amaciyla morfojenler ve biiyiime faktorleri kullanilmaktadir.
Ornegin, néroepitel hiicrelerin farklilastirlmasinda ekzojen morfojen bulunmamas: (ortamdaki
endojen WNTlerin ventralizasyonu baskilayarak dorsal kaderi uyarmasi sonucunda) glutamerjik
ndronlarin olugmasini saglamaktadir (Li ve ark., 2009). Ventral 6n beyinde en sik goriilen noronal
alt tip olan GABAerjik néronlar ise, IPS hiicrelerin SHH aktivasyonu ve WNT inhibisyonu ile elde
edilebilmektedir [(Liu ve ark., 2013); (Xu ve ark., 2010)]. IPS hiicrelerine sinir biiyiime faktorii

15



(NGF) ile birlikte SHH veya Purmorfamin (Smoothened proteininin agonisti)’in uygulanmasi ise

bazal énbeyin kolinerjik néronlarinin olusmasini tetiklemektedir (Duan ve ark., 2014). Ote yandan

IPS hiicrelerin SHH ile ventralizasyonu ile birlikte retinoik asit ile kaudalizasyonu sonucunda ise

motor noronlar olusmaktadir [(Hu ve Zhang, 2009); (Du ve ark., 2015)].

2.2.1.3. IPS Hiicrelerin Psikiyatrik Hastaliklarda Kullanimi

IPS hiicreleri psikiyatrik hastaliklar1 modellemede ilk kez Brennand ve ark. tarafindan

kullanilmistir. Sizofreni hastalarindan elde edilen IPS hiicrelerin noronlara farklilastirilmasi ile

noronal baglantilar, morfoloji ve gen ifade diizeyleri incelenmistir (Brennand ve ark., 2011).

Sizofreniyi takiben pek ¢ok psikiyatrik hastalik i¢in IPS hiicre modelleri olusturulmaya ve

kullanilmaya baslanmistir. BB hastalari ile yapilan ¢alismalar Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. BB hastalarindan elde edilen IPS hiicrelerin kullanildig1 calismalar

Dahil Edilen

Hiicre

(Varsa) ila¢

Ornek Sayis1  Kaynagi Hiicre Tipi  Bulgular Uygulamasi Kaynak
BB hasta: 3 IPS hiicre Noron Kalsiyum yolaginda is goren genlerin ifadesinde Yok (Chen HM
Kontrol:3 degisiklik ve ventralizasyon saptanmis ve ark.,
2014)
BB hasta: 12 IN** Noron Hiicre adhezyonunda lityum tedavisine bagli Lityum (Wang ve
Kontrol: 6 benzeri degisiklikler saptanmig ark., 2014)
BB hasta: 2 IPS hiicre NPH* Hiicre proliferasyonunda defektler saptanmis, GSK3 GSK3 (Madison
Kontrol: 2 inhibitori ile geri kazanim goriilmiis. inhibitorii ve ark.,
(CHIR- 2015)
99021)
BB hasta: 6 IPS hiicre DG graniiler ~ Artmis Ca™ akimi ve mitokondriyal defektler Yok (Mertens
Kontrol: 4 néronlar ve ark.,
2016)
BB hasta: 4 IPS hiicre Noron Kalsiyum sinyallemesi ve telensefalik néronal kaderin = Lityum (Kim KH
Kontrol: 4 belirlenmesinde is géren genlerin ifade diizeylerinde ve ark.,
degisiklikler 2015)
BB hasta: 1 IPS hiicre NPH* ve BB hastalarinda yiiksek CXCR4 ifadesi gozlenmis; Yok (Bavamia
Kontrol: 1 ve IN** Noron noronal gelisim ve plastisite ile iligkili genlerde de ifade n ve ark.,
degisimleri saptanmis 2015)
BB hasta: 10 IPS hiicre Noron CRMP2 fosforilasyonun BB hastalarinin lityuma yanit = Lityum (Tobe ve
Kontrol: 6 verme/vermeme durumuna etkisi incelenmis ve etkisi ark., 2017)
olabilecegi saptanmis
BB hasta: 4 IPS hiicre DG graniiler  Instrikt hiicre parametrelerinin BB- LjResponder y o p jNon- Lityum (Stern ve
Kontrol: 6 noronlar responder pastalarda farkli oldugu ve kronik Li tedavisinin ark., 2017)

*NPH: Noral progenitor hiicre
**IN indiiklenmis ndron

hastalardan elde edilen néronlarda farkli elektrofizyojik
yanitlara yol agtig1 saptanmustir.
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2.3. MikroRNA’lar

2.3.1. Tanim ve Fonksiyon

MikroRNA’lar (miRNA), post-transkripsiyonal ve translasyonal diizeyde is goren, kiiclik
(yaklasik 22 niikleotidden olusan), tek zincirli, endojen kodlanmayan RNA molekiillerdir. Olgun
bicimlerinde, hedef mRNA’larin ¢ogunlukla tamamlayici zincirinde 3’-UTR (untranslated
region/anlatim yapmayan bolge) ve nadir durumlarda 5'- UTR ya da anlatim yapan bolgelerine
baglanirlar. Bu durumun sonucunda ise mRNA yikimi ya da translasyonun baglamasi ve
ilerlemesinin baskilanmasi yoluyla protein ifadesi diizenlenir (Hamzeiy ve ark., 2014).
miRNAlarin yapisinda bulunan, yaklasik 2-8 niikleotid uzunluktaki ‘seed sequence/region’, hedef

mRNA’larin taninmasindan sorumludur (Lewis ve ark., 2003).

2.3.2. miRNA Biyogenezi

Kanonikal miRNA biyogenezi cogu miRNA ailesinin olgunlagsmasini saglayan yolak olarak
tanimlanir. Ancak farkli yolaklar ile olgunlasan 6zel miRNA aileleri de kesfedilmistir (Hammond,
2015). Kanonikal yolagin ilk agamasinda miRNA’lar niikleusta bulunan RNA polimeraz I enzimi
tarafindan primer transkript (Pri-miRNA) olarak transkibe edilirler. Bu transkriptlerin birer baslig
ve poliA kuyrugu vardir (Kim ve ark., 2004). ikinci asamada pri-miRNAlar, Drosha ve ‘DiGeorge
syndrome critical region gene 8’ (DGCRS) enzimleri araciligiyla kesilirler ve dnciil miRNA (Pre-
miRNA)’lara doniistirler. Daha sonra eksportin-5 (¢ift zincirli RNA-baglayici protein) araciligiyla
sitoplazmaya tasinan pre-miRNA’lar burada Dicer (endoniikleaz) tarafindan kesilirler. Dicer
kesiminden sonra olusan yaklagik 22 baz ¢ifti boyutunda ve sa¢ tokasi (hairpin loop) formundaki
iiriin olgun (mature) miRNA olarak adlandirilir (Ha ve Kim, 2014). Son asamada ise olgun
miRNA’lar RISC’e (RNA-Induced Silencing Complex) yiiklenir; miRNA hedef genleri ile
arasindaki tamamlayiciliga bagl olarak ya translasyonu baskilar, ya da hedef mRNA nin yikimina

neden olur (Dalmay, 2013) (Sekil 2).
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Sekil 2. miRNA biyogenezinin genel bir ézeti. (Sekil, (Alural ve ark., 2017) makalesinden uyarlanmaistir.)

2.3.3. Beyine Ozgiil miRNA’lar

Bugiine kadar tanimlanmis miRNA’larin yaklasik %75°1 beyinde ifade edilmektedir. Bu
miRNA’lar hem beynin fizyolojik gelisimi hem de noronal fonksiyonlarla ilgili siireglere
(norogenez, noronal farklilasma, sinaptogenez vb.) katkida bulunmaktadir (Ji ve ark., 2013).
Ayrica miRNA’lar, siirece 6zgiil genlerin ifadelerini baskilamalarindan dolay1 noéronal ve glial
hiicrelerin hiicre kaderlerinin belirlemesinde (cell-fate determination) kritik 6éneme sahiptirler.
Beyinde yiiksek diizeyde ifade edilen miR-124, {izerinde en ¢ok ¢alisilan miRNA’lardan biridir ve
hem beyin gelisiminde hem de ndronal farklilasmada rol oynadig1 gosterilmistir (Sun ve ark.,
2015). Beyine 6zgiil bir bagska miRNA olan miR-9 hem néronlarda hem de glial hiicrelerde ifade

edilir ve norogeneze iliskin pek ¢ok siiregte onemli role sahiptir (Smirnova ve ark., 2005).
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miRNA’larin, beyin bolgelerine gore farkli dagilim gosterdikleri (Hommers ve ark., 2015), hatta
beyin bolgesi/noron tipine 6zgiil ifade farkliliklarina ek olarak, noron igerisinde de miRNA
boliimlesmelerinin (compartmentalisation) bulundugu saptanmistir (O'Carroll ve Schaefer, 2013).
Sinapslar, dendritler ve aksonlarda belirli miRNA’larin zenginlesmelerine katkida bulunan olasi
mekanizmalar heniiz aydinlatilmamis olsa da, bazt RNA-baglayici proteinlerin miRNA ’larin belirli
ndron bolgesine tasinmasi ve orada sabitlenmesinde (anchoring) is gorebilecegi one siirlilmiistiir

(O'Carroll ve Schaefer, 2013).

2.3.4. BB ve miRNA

BB hastalarindan elde edilen postmortem beyin 6rnekleri, kan ve serum 6rnekleri ya da IPS
hiicre ve indiiklenmis ndronlar ile yapilan ¢ok sayida arastirma hastaligin olusumu/seyri ve miRNA
ifade diizeylerinde degisiklikler arasinda bir iliski bulundugunu gdsterir niteliktedir. Ayrica hasta
orneklerinin yani sira, olusturulan hayvan modelleri 6zellikle hastalikta kullanilan ilaglarin
dogrudan etkilerinin incelenmesi agisindan énemlidir. Gelisen yontemler ile birlikte, bireylerin
ilaca bagli olarak hiicresel yanitlariin incelenmesinde IPS hiicre ve indiiklenmis noronlar da
kullanilmaya baslanmistir.

BB ile iligkili oldugu belirlenen miRNA’lar ¢calismalar arasinda farklilik gosterse de bazi
miRNA’lar birden fazla ¢alismada tespit edilmistir. Giiniimiize kadar ifade farklilig1 saptanmais tiim

miRNA’lar Tablo 3’te 6zetlenmistir.

2.3.4.1. Postmortem Orneklerde miRNA Analizi

BB iizerine yapilmis postmortem caligsmalar Tablo 3’te 6zetlenmistir. Bu caligmalarda
genellikle iki beyin bolgesine -PFC (BA9 ve BA10) ile DLPFC (BA46)- odaklanilmis olup,
hastalikla birlikte pek ¢ok farkli miRNA’nin ifade diizeylerinde degisiklik oldugu saptanmistir
[(Banigan ve ark., 2013); (Kim ve ark., 2010); (Miller ve ark., 2012); (Moreau ve ark., 2011);
(Smalheiser ve ark., 2014)]. BB hastalarinin PFC’lerinde miRNA diizeylerini arastiran bir
calismada CREB ve NMDA reseptorleriyle iliskili olan miR-132 ifade diizeyinin kontrollere
kiyasla daha diisiik oldugu saptanmistir (Miller ve ark., 2012). Ote yandan BB ve sizofreni
hastalarindan elde edilmis postmortem DLPFC (BA 46) orneklerinde miR-346 diizeylerinin
incelendigi bir calismada herhangi bir farklilik saptamamistir (Zhu ve ark., 2009). Yakin zamanda
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gerceklestirilmis bir baska caligmada ise, BB ve Major Depresif Bozukluk hastalarindan elde edilen
postmortem Ornekler kullanilmis ve duygudurum diizenlenmesinde i goren anterior singulat
korteks (BA 24) bolgesinde miRNA ifade diizeylerindeki degisimler incelenmistir. Calismanin
sonucunda, BB hastalarinda dort miRNA’nin (miR-34a, miR-132, miR-133a ve miR-212) ifade
diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik oldugu (0,2-0,4-kat) bildirilmistir
(Azevedo ve ark., 2016).

2.3.4.2. Kan ve Serum Orneklerinde miRNA Analizi

BB ile ilgili olarak simdiye kadar periferik dokularda yapilmis az sayida caligma
bulunmaktadir. BB hastalarindan mani déneminde ve tedavi sonrasi 6timik donemde alinan plazma
orneklerinin kullanildig1 ilk ¢aligmada, manik donemde bulunan hastalarda miR-134 diizeyinin
0,4-kat azaldigi, dort haftalik tedavi siirecinin ise miR-134 diizeylerini 1,3-kat arttirdig
saptanmistir (Rong ve ark., 2011). miR-134’nin hedef genlerinden biri olan Limk1’in ise dendritik
diken (spine) diizenlenmesini saglayarak sinaptik gelisim ve olgunlasma ve/veya plastisitede rol
oynadig1 diistiniilmektedir (Schratt ve ark., 2006). Walker ve ark. tarafindan gerceklestirilen bir
caligmaya ise BB icin yiiksek ailesel risk tasiyan ve tagimayan bireyler dahil edilmis, ¢alisma
sonucunda risk tastyan grupta miR-15b, miR-132 ve miR-652 ifade diizeylerinin anlamli olarak
yiiksek oldugu gozlenmistir (Walker ve ark., 2015). Takip eden diger caligmalarda da BB
hastalarinin kan 6rneklerinde miR-137, miR-499, miR-708 hsa-miR-1915-5p, hsa-miR-1972, hsa-
miR-4793-3p, hsa-miR-4440 ve miR-1908 gibi farkli miRNA’larin ifade diizeylerinin diisiik, miR-
720, miR-140-3p, miR-1973, miR-30d5p, miR-3158-3p, miR-330-5p, miR-378a-5p, miR-4521,
miR-21-3p, miR-29¢c-5p, miR-330-3p, miR-345-5p ifade diizeylerinin ise yliksek oldugu
bildirilmistir [(Strazisar ve ark., 2015); (Banach ve ark., 2017); (Maffioletti ve ark., 2016)].

2.3.4.3. Hastaya Ozgii Hiicre Modellerinde miRNA Analizi

Hastaya 0Ozgli oOrnekler ile yapilan ilk c¢alismada, BB hastalarindan ve saglikli
kardeslerinden iiretilen lenfoblastoid hiicre hatlar1 kullanilmis, hiicreler lityum ile ¢esitli siirelerde
inkiibe edilerek miRNA diizeylerindeki degisimler izlenmistir. On alt1 giinliik lityum tedavisi
sonrasi lenfoblastoid hiicre hatlarinda miR-34a, miR-152, miR-155 ve miR-221 ifadelerinin

istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 gosterilmistir (Chen ve ark., 2009). Daha sonra Bavamian
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ve ark. tarafindan, hastaya Ozgii indiikklenmis ndronal hiicre hatlar1 ve postmortem beyin
dokularinda gergeklestirilen ¢alismada, BB hastalarinda miR-34a ifade diizeylerinin kontrollere
gore yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica miR-34a’nin, BB risk genlerinden ANK3 ve CACNB3’1i
dogrudan olarak hedefledigi ve bu hiicrelerde miR-34a ifadesinin sentetik miRNA mimikleri ile

arttirtlmasinin dendritik morfolojiyi etkiledigi gézlenmistir (Bavamian ve ark., 2015).

2.3.4.4. Hayvan Modellerinde miRNA Analizi

Literatiirde BB i¢in hayvan modelleri kullanan pek ¢ok ¢alisma bulunmasina ragmen,
miRNA ifade diizeylerinin analiz edildigi tek bir ¢calisma bulunmaktadir. Lityum ve valproatin
sican hipokampiislerindeki etkilerini irdeleyen bu ¢aligmada, her iki ilacin let-7b, let-7c, miR-128a,
miR-24a, miR-30a, miR-34a ve miR-221 diizeylerini azalttigi, miR-144 diizeyini ise arttirdig
saptanmistir (Zhou ve ark., 2009).

Tablo 3. BB iizerine yapilmis olan miRNA calismalarinin 6zeti. (Asagidaki tablo (Alural ve ark., 2017)
makalesinden uyarlanmistir.)

Yiiksek: miR-454*, miR-29a, miR-520c-3p, miR- TH (Tyrosine hydroxylase),
(Kim AH ve 140-3p, miR-767-5p, miR-874, miR-32, miR- 573 35 pp py4n Postmortem  PGD (phosphogluconate
ark., 2010) Diigiik: miR-504, miR-145, miR-145%, miR-22%, 55 . © doku: DLPFC  dehydrogenase)
" miR-133b, miR-154*, miR-889 (BA46) GRM3 (metabotropic glutamate
receptor 3)
Yiiksek: miR-330, miR-33, miR-193b, miR-545,
miR-138, miR-151, miR-210, miR-324-3p, miR-
(Moreau ve 22, miR-425, miR-181a, miR-106b, miR-193a, 35 BB Hasta Postmortem incelenmemi
ark.,2011) miR-192, miR-301, miR-27b, miR-148b, miR- 35 Kontrol doku: PFC $
338, miR-639, miR-15a, miR-186, miR-99a, miR-
190, miR-339
Diisiik (diizeltilmemis p-degeri): miR-132, miR-
132*, miR-150
Yiiksek (diizeltilmemis p-degeri): miR-320, miR-
g — = s
(Miller ve l3e2t?7cl; Hlléﬁff_zlg *3p, miR-874, miR-105, miR-17", 31 BB Hasta Postmortem Tt sl
arks 2012)  yijksek (diizeltilmis p-degeri): miR-383, miR- - Kontrol doku: DLPFC
32*, miR-490-5p, miR-196b, miR-513-5p, miR-
876-3p, miR-449b, miR-297, miR-188-5p, miR-
187
(Smalheiser Diisiik: m13-145-5p, miR-485-5p, miR-370, miR- Postmortem
ve ark 300a-5p, miR-34a-3p 15 BB Hasta doku: PFC Incelenmemi
” Yiiksek: miR-17-5p, miR-579, miR-106b-5p, 15 Kontrol ’ $
2014) . (BA10)
miR-29¢-3p
Postmortem
(Banigan ve  Yiiksek: miR-29¢ 9 BB Hasta ?;l:;)f;l;c Incelenmemis
ark., 2013) 13 Kontrol
ekzozomal
miRNA
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Postmortem

(Bavamian doku -serebelar ANK3 (Ankyrin-3)
ve ark., Yiiksek: miR-34a 29 BB Hasta doku ve BB CACNBS3 (voltage dependent L-type
2015) 34 Kontrol . calcium channel subunit beta-3)
Hastaya 6zgii
noronlar
Zhu ve 35 BB Hasta, Postmortem CSFZtRA Ecglonybstlr.rtl)ulatmg factor 2
uy Sadece miR-346 ifade diizeyi incelenmis, anlamli 34 Kontrol doku - DLPFC  "Seeplor apha subunit), .
ark., 2009) degisiklik saptanmanm o (BA 46) GRIDI (glutamate ionotropic
£l sap 5 ° receptor delta type subunit 1)
PDE4B (cAMP-specific 3',5'-cyclic
Postmortem Phospho-diesterase 4B)
Diisiik: miR-132, miR-133a 8 BB Hasta doku- Anterior P >
(Azevedo ve . . . NCORI (Nuclear Receptor Co-
miR-212, miR-34a 15 MDB hasta singulat (BA .
ark., 2016) 14 Kontrol 24) Activator 1),
NCOR2 (Nuclear Receptor Co-
Activator 2)
Simviree 345 BB Hasta, 426
Diisiik: miR-137 Sizofreni, 1376 Kan Incelenmemis
ark., 2015)
Kontrol
(Rong ve _— 21 BB Hasta, 21 . L
ark., 2011) Diisiik: miR-134 saglkli kontrol Plazma Limkl1 (LIM domain kinase 1)
KLC2 (kinesin
(EELECIG Diisiik: miR-499, miR-708 ve miR-1908 Wy LIDIE) Lz Kan light chain 2; connected with
ark., 2017) 15 BB hasta >
microtubular transport)
3005p. miRL3155.3p, miR3305p. iR T80 5 miRNA'larn hedef genleinin
(Maffioletti P, . P, M P, P> 10BB Hasta, bulundugu yolaklar: Wnt sinyal
miR-4521, miR-21-3p, miR-29¢5p, - . -
ve ark., . . 10 MBD Hasta Kan yolagi, mTOR sinyal yolagi, ErbB
2016) miR-330-3p, miieS-5p 20 Kontrol sinyal yolag1 ve insulin sinyal yolagi
Diisiik: hsa-miR-1915-5p, hsa-miR-1972, hsa- © REPEAT AN val yolas
miR-4793-3p ve hsa-miR-4440 $-
(Walker ve  Yiiksek: miR-15b, miR-132 &4 318} o illzeeel . .
ark., 2015)  ve miR-652 risk tagiyan birey ve Kan Incelenmemis
” 46 saglikl kontrol
(Chen H ve  Disregiile: miR-34a, miR-152, miR-155, 10 BB Hasta, 10 ﬁ??rfe‘";ﬁfmd Hag etkisi (lityum) incelenmi
ark., 2009)  ve miR-221 saglikli kardes (Il‘l CLs) ¢ ¥ $-

Tiim bu ¢alismalar g6z 6niinde bulunduruldugunda miRNA’larin BB patogenezinde ve ilag

yanitlarinda

rolleri oldugu

sOylenebilir.

Ancak

incelemelerde

kullanilan  doku/hiicre

kaynaklarindaki farkliliklar, elde edilen sonuglarin da farkli olmasina yol agmaktadir. Bu nedenle
calisgmamizda, hastaya 6zgii in vitro hastalik modellenmesine olanak saglayan IPS hiicrelerinin
kullanilmasi tercih edilmistir. BB hastalarindan elde edilen hiicrelerden olusturulan bu modelde ilk
asamada global miRNA profillemesi yapilarak saglikli kontroller ve BB hastalar1 arasinda farkli
ifade diizeylerine sahip ve hastaligin patogenezi ile iliskili olabilecek miRNA’larin belirlenmesi
amaclanmustir. Ikinci asamada ise, hastaligin tedavisinde siklikla kullanilan bir ilag olan lityumun
miR-34a ifade diizeyi tlizerine etkisi ve hiicrelerdeki fonksiyonel etkilerinin aragstiriimasi

amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanmn Tipi

Arastirma deneysel niteliktedir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Arastirma Ekim 2016-Kasim 2017 tarihleri arasinda IPS hiicre ile ilgili ¢alismalarinin
tamami1 Harvard Universitesi Massachusetts General Hospital-Chemical Neurobiology

Laboratory’de yiiriitiildii. Transfeksiyon deneyleri ise Dokuz Eyliil Universitesi’nde yiiriitiildii.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Hiicre kiiltiirii calismasidir.

3.4. Cahsma Materyali
Calismanin ilk asamasinda, BB tanili hastalardan ve saglikli kontrollerden dermal biyopsi ile
elde edilen fibroblast hiicreleri IPS hiicrelerine ¢evrildi ve deneylerde bu IPS hiicreleri kullanildi.
Transfeksiyon deneylerinde ise 1970°de Biedler ve arkadaslar tarafindan olusturulan ve SK-

N-SH hattindan koken alan SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hatti kullanildi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Bagimli degisken: miR-34a ve hedef genlerinin ifade diizeyleri

Bagimsiz Degigken: Lityum uygulamasi

3.6. Veri Toplama Araclar

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda, IPS hiicrelerin programlanmast Cellular Reprogramming
firmasi tarafindan gerceklestirildi. Nanostring hibridizasyon ve veri analizleri boliimii New Mexico
Universitesi, Sinirbilimler Anabilim Dali’nda gérev yapmakta olan Dog. Dr. Nikolaos Mellios ile
birlikte gerceklestirildi. IPS hiicreler ile ilgili tiim deneyler Harvard Universitesi Massachusetts
General Hospital-Chemical Neurobiology Laboratory’de, transfeksiyon deneyleri ise Dokuz Eyliil

Universitesi Sinirbilimler Anabilim Dali’nda, tez sahibi tarafindan gergeklestirildi.

23



3.6.1. Dermal Biyopsi ve Fibroblast Eldesi

Tiim dermal biyopsi islemleri yetkili bir doktor tarafindan gerceklestirildi. Ornekler, 3,0
veya 4,0 mm igne ile, baskin olmayan 6n koldan, subakutan %1 Lidokain enjeksiyonu takiben
topland1 ve %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin iceren DMEM’den (Gibco) olusan nakil
ortamina aktarildi. Daha sonra 6rnekler %10 penisilin/streptomisin ve %10 L-glutamin iceren PBS
ile iki kez y1ikandi ve 60 mm’lik doku kiiltiir kaplarina aktarilarak miimkiin olan en kii¢lik boyutlara
parcalandi. Kiiltliir kaplar1 15 dk. boyunca 37 °’de tutulduktan sonra yapismalar1 gozlendi ve
izerlerine %10 FBS, %] penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin igeren DMEM eklendi. Daha
sonra fibroblast hiicreler, ¢cogaltma amaciyla %89 DMEM, %10 FBS ve %1 esansiyel olmayan
aminoasit soliisyonundan olusan ortama alind1 ve yeterli yogunluga ulastiktan sonra her hat i¢in

1x10° hiicre/tiip olacak sekilde donduruldu.

3.6.2. IPS Hiicrelerinin Programlanmasi

Saglikli kontrol ve BB hastalarina ait fibrolast hiicrelerinin IPS hiicrelere programlanmasi
stabil ve xeno-free kosullar altinda Cellular Reprogramming (San Diego, ABD) firmas1 tarafindan
gerceklestirildi. IPS hiicre programlanmasi i¢in sentetik mRNA transfeksiyonu yontemi kullanildi.
Bu yo6ntemin tercih edilmesinin nedenleri arasinda entegre olmayan DNA vektorleri veya RNA
viriislerinin aksine, yeniden programlanmanin sonunda mRNA ile yeniden programlanma sirasinda
temizleme asamasi gerek olmamasi (mRNA'nin sitoplazmada degrade olmasi ile hedef hiicrelerde
ektopik ekspresyonunun hizla azalarak bitmesi sayesinde); rastgele genomik entegrasyon veya
kalic1 viral enfeksiyon riskinin olmamasi sayilabilir (Warren ve ark., 2010).

Bu amagla, 3.6.1. boliimde bahsedildigi sekilde ¢ogaltilarak saklanan fibroblast drnekleri
soguk zincir ile islemin gergeklestirilecegi firmaya gonderildi. Firmanin kullandig1 yontem akist
ise su sekilde Ozetlenebilir:

- Transfeksiyonda kullanllacak mRNA kokteylinin hazirlanmasi: in vitro transkripsiyon
reaksiyonlari ile LIN28, GFP (Green Fluorescent Protein; yesil floresans protein) ve dort kanonikal
Yamanaka faktoriine (KLF4, c-MYC, OCT4, ve SOX2) ait sentetik mRNA’lar sentezlenmistir.

- Fibroblast hiicrelerinin katyonik lipid aracili ajanlar kullanilarak sentetik mRNA kokteyli ile
transfekte edilmesi: transfeksiyon islemi, mRNA'larin ¢ok kisa yar1 émrii nedeniyle, 8-10 giin

boyunca, her giin tekrarlanmistir.

24



- Koloni seg¢ilmesi: 8-10 giin boyunca transfekte edilen hiicrelerde IPS kolonilerinin olusumlari
gbzlenmis ve primer koloniler secilerek ¢ogaltilmistir.

- Elde edilen IPS hiicrelerin karakterize edilmesi: hiicrelerin IPS kolonisi olusturma verimliligi
TRA-1-60 seviyesinin Olgiilmesi ile, pluripotensilerinin degerlendirilmesi i¢in ise ¢esitli
pluripotensi belirtegleri (SSEA3, TRA-1-81, Oct3/4 ve Sox2) ile immiinfloresans goriintiileme
islemleri gerceklestirilmistir (Warren ve ark., 2012). Dogrulama islemlerini basar ile gegen IPS

ornekleri tarafimiza gonderilmistir.

3.6.3. Noral Progenitor Hiicre Eldesi ve Kiiltiirii

3.6.3.1. IPS Hiicrelerinin Kiiltiire Alinmasi

Hiicreler teslim alindiktan sonra, iiretici firmanin onerileri dogrultusunda ilk {i¢ pasaj
boyunca hiicreler 10 pg/mL insan rekombinant rLaminin-521 ile kaplanmis kiiltiir kaplarinda,
10 uM Rho-associated protein kinase (ROCK) inhibitdrii (Y-27632) ile desteklenmis NutriStem®
XF/FF ortami kullanarak kiiltiire edildi. Hiicreler sivi azottan ¢ikarildiktan sonra hizlica su
banyosunda ¢oziilerek 3 ml NutriStem ortami i¢inde siispanse hale getirildi ve kiiltiir kabina ekildi.
Sadece yeni kiiltiir kaplarina ekilecekleri zamanlarda ortam 10 uM Y-27632 ile desteklendi.

Hiicrelerin, canlilik ve saglik durumlar siirekli kontrol edilerek ve her gilin ortamlari
degistirilerek koloni olusturmalar1 beklendi. Koloniler, farklilasmamis hiicrelerden olustuklari
gozlendikten sonra ReLeSR™ (StemCell, Kanada) ile 1:3- 1:5 oranlarinda pasajland1 ve taze
kaplanmus kiiltiir kaplarina ekildi. Her pasajlama islemi sirasinda her hiicre hatti i¢in en az bir tiip
hiicre %10 DMSO eklenmis kiiltiir ortam1 ile dondurularak saklanda.

Ucgiincii pasaj ve sonrasinda hiicreler Geltrex ile kaplanmus kiiltiir kaplarinda ve komplet
Essential 8™ Medium (E8 Bazal Medium + E8 Supplement) ortami kullanilarak idame edildi
(Thermo Fisher, ABD).

3.6.3.2. TIPS Hiicrelerinin Noral Progenitor Hiicrelere Farkhilastiriimasi

E8 komplet ortami kullanilarak ¢ogaltilan IPS hiicreleri, koloniler yeterli boyuta ulastiginda
(~%80-90 hiicre yogunlugu), steril kosullarda manyetik hiicre ayirim sistemi (Magnetic-Activated
Cell Sorting; MACS) ile saflastirildi. Bu amag¢ dogrultusunda, iiretici firmanin Onerileri

dogrultusunda LC kolonlar1 ve insan embriyonik kok hiicre belirteci olan TRA-1-60 ile yiiklenmis
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manyetik boncuklar (Miltenyi Biotec, Almanya) kullanild1 (Sekil 3). Hiicreler antikor tasiyan
boncuklarla isaretlendikten sonra, LC kolonlarindan gegirildi ve kolona tutunmus hiicreler iki sefer
PBS ile yikanarak saflastirildi. Daha sonrasinda sayilan TRA-1-60" hiicreler, 6-kuyulu kiiltiir
kaplarma ve E8 ortamu kullamilarak, 2,5-3x10° hiicre/kuyu yogunlugunda ekildi.

Sekil 3. Deneylerde kullamilan manyetik hiicre ayirim sisteminin goriintiisii.

Noral indiiksiyon, ticari bir kit olan Neural Induction Supplement (Gibco, ABD)
kullanilarak gerceklestirildi (Yan ve ark., 2013). Farklilagsmanin ilk asamasinda kullanilan Neural

Induction Media (NIM) komplet ortam Tablo 4’te belirtilen sekilde hazirlandi.

Tablo 4. NIM komplet ortaminin icerigi

Bilesen Stok  Hacim
Neurobasal® Medium 1x 490 mL
Neural Induction Supplement 50x 10 mL

Toplam: 500 mL
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TRA-1-60 saflastirmasini takiben ertesi giin, hiicrelerin ortami tamamen aspire edilerek
yerine 2ml/kuyu olacak sekilde NIM eklendi. Ortam degistirilmesinin ikinci giiniinde hiicreler faz
kontrast mikroskobunda gozlendi ve ndral olmayan hiicre tiplerinin biiylimediginden emin olundu.
Hiicrelerin %80-90 civar1 yogunluga ulagmalar1 beklendikten sonra (takriben 7-9 giin) PSA-
NCAM antikoruna yonelik ikinci MACS secilimi yapildi. Bu amag ile, iiretici firmanin onerileri
dogrultusunda LC kolonlar1 ve ndral progenitor hiicre belirteci olan PSA-NCAM ile yiiklenmis
manyetik boncuklar (Miltenyi Biotec, Almanya) kullanildi. Kolona tutunmus hiicreler ii¢ sefer PBS
ile yikanarak saflastirildi ve 15 ml tiipte toplandi. Daha sonrasinda sayilan NCAM" hiicreler, 6-
kuyulu kiiltiir kaplarina, 2,5-3x10° hiicre/kuyu gelecek sekilde ekildi. Ekim sirasinda NIM komplet
ortami kullanildi ve ortam 10 uM Y-27632 ile desteklendi.

PSA-NCAM se¢iliminden iki giin sonra, ndral hiicrelerin ¢ogalmasini saglamak amaci ile
hiicre ortamlar1 Neural Expansion Media (NEM) ile degistirildi. Bu asamada kullanilan NEM
komplet ortam1 Tablo 5’te belirtilen sekilde hazirland.

Tablo 5. NEM komplet ortaminin icerigi

Neurobasal® Medium 1x 245 mL
Advenced DMEM/F12 Medium 1x 245 mL
Neural Induction Supplement 50x 10 mL
Toplam: 500 mL

PSA-NCAM pozitif hiicreler, %80-90 civar1 yogunluga ulastiktan sonra (ortalama 8-10
giin), 1 ml/kuyu Accutase® (Stemcell, Kanada) ile bir dakika muamele edilerek toplandi. Daha
sonra 300xg’de 5 dakika santrifiij edilerek pellet olusumu saglandi ve 1:5 oraninda, Y-27632 ile
desteklenmis NEM igerisine ekildi. Hiicreler pasaj numarasi bese erisene kadar yukarida anlatildig:
sekilde pasajlandi. Daha sonra hiicreler, son MACS secilimi i¢in toplandi ve iki antikora karsi
secilim yapildi; ilk asamada CDI133" hiicreler, PSA-CD133 antikoru tasiyan boncuklarla
isaretlendikten sonra, LC kolonlarindan gegcirildi ve kolona tutunmus hiicreler {i¢ sefer PBS ile
yikanarak saflagtirildi.

Ikinci asamada ise, toplanmis CD133" hiicreler, PSA-CD271 antikoru ile negatif secilime

maruz birakildi. Bu amagla hiicreler, PSA-CD271 antikor tasiyan boncuklarla isaretlendikten sonra
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LC kolonlarindan gegirildi ve kolona tutunmayan (negatif) hiicreler toplandi. Ayrica kolona
tutunan ve noral krest hiicreleri temsil eden CD271" hiicreler de toplanarak baska galismalarda
kullanilmak tizere donduruldu.

Daha sonrasinda sayilan CD271/CD133" hiicreler, 6-kuyulu kiiltiir kaplarina, 2,5-3x10
hiicre/kuyu gelecek sekilde ekildi. Ekim sirasinda NEM komplet ortami kullanildi ve ortam 10 uM
Y-27632 ile desteklendi.

3.6.3.3. Farkhlastirilmis Noral Progenitor Hiicrelerin Karakterizasyonu

Noral progenitdr hiicreler (NPH), 24-kuyulu kiiltiir kaplarina yerlestirilmis ve geltex ile
kaplanmus olan cam lamellere, kuyu basina 1x10° hiicre gelecek sekilde ekildi. 24 saat tutunmalari
beklendikten sonra, %4 paraformaldehit soliisyonu ile 30 dakika siire ile oda sicakliginda fikse
edildi. Fikse edilen hiicreler 1 ml/kuyu PBS-T (PBS ve 0,25% Triton X-100) ile permeabilize edilip
%S5 normal serum ile 30 dakika boyunca bloklandi. Primer antikorlar Tablo 6°da belirtildigi sekilde

hazirland1 ve 4°C’de gece boyunca inkiibasyona birakildu.

Tablo 6. NPH karakterizasyonunda kullanilan antikorlar ve seyreltme oranlari

Rabbit Anti-Nestin Millipore 1:2000 Anti-Rabbit Alexa Flour-594
(AB5922)

Goat Anti-Sox1 Santa Cruz 1:200 Anti-Goat Alexa Flour-594
(Sc-17318)

Rabbit Anti-Sox2 Cell signalling 1:200 Anti-Rabbit Alexa Flour-594
(#3579)

Rabbit Anti-Musashi Millipore (AB5977)  1:200 Anti-Rabbit Alexa Flour-594

Ertesi glin cam lameller iki kere PBS ile yikanarak ilgili 1:500 seyreltilmis sekonder
antikorlar (Alexa Fluor-594) ile isaretlendi (Invitrogen, ABD). Sekonder antikorlar ile 2 saat siire
ile inkiibe edilen cam lameller bir kere PBS ile yikandi ve DAPI (1 pg/ml; Invitrogen) ile niikleus
boyamas1 gerceklestirildi. Tiim islemlerin bitiminde cam lameller Prolong Antifade Reagent
(Invitrogen, ABD) ile cam lam {izerine sabitlendi ve IN Cell Analyzer 6000 Cell Imaging System
(GE Healthcare Life Sciences, ABD) kullanilarak goriintii alind1. Her bir kuyudan, her bir antikor
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icin toplam dokuz adet goriintii cekildi ve gorlintiler Image J programi ile birlestirilerek

degerlendirildi (NIH, ABD).

3.6.3.4. NPH’lerin Olgun Noronlara Farkhlastirilmasi

NPH’lerin olgun néronlara farklilagtirilmasinda biiyiime faktorii uzaklastirma (Growth
Factor- Withdrawal) metodu kullanildi (Kim ve ark., 2015). Bu amagla hiicreler uygun kiiltiir
kaplarina ekildikten 24 saat sonra, Neural Induction Supplement ve igerigindeki farklilasmay1
engelleyerek hiicreleri progenitdr durumunda tutan biiyiime faktorlerinden yoksun bir ortama

alind1 (Tablo 7).

Tablo 7. Noron farkhlastirma ortaminn icerigi

DMEM 1x 345 mL
F12 Medium Ix 145 mL
B27 Supplement 50x 10 mL
Toplam: 500 mL

[k hafta her giin, ikinci ve sonraki haftalarda haftada ii¢c kez olmak iizere ortam degisimi
gerceklestirildikten sonra hiicrelerden 2. (erken ndronlar), 4. ve 6. hafta (olgun néronlar) sonlarinda
karakterizasyon islemleri gergeklestirildi. Noral hiicre karakterizasyonu i¢in 3.6.3.3. bdliimde
detaylar1 verilen protokol uygulandi; ancak islemler sirasinda Tablo 8’de verilen antikorlar

kullanildi.

Tablo 8. Karakterizasyonda kullanilan antikorlar ve seyreltme oranlari

Guinea pig Anti-TUJ1 SynapticSystems 1:1000 Anti-Guinea Alexa Fluor-594
(Néron-Spesifik Class 111 B-Tubulin izoformu) (#302 304) :
Chicken Anti-MAP2 EnCor Biotech 1:2500 Anti-Chicken Alexa Fluor-594

(CPCA-MAP2)
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3.6.4. Nanostring I¢cin Ornek Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Karakterizasyon sonrasinda tiim NPH hatlar1 geltrex ile kaplanmis 6-kuyulu kiiltiir
kaplarmna, kuyu basma 5x10° hiicre gelecek sekilde ekildi (Tablo 9). NPH 6rnekleri ekimden 48
saat sonra hiicre kaziyici ile kazind1 ve santrifiij edildi (1000 rpm, 5 dakika). Pelletler hizlica kuru
buz iizerine alarak donduruldu (snap-freeze) ve Nanostring analizine kadar -80°C’de sakland.
Noral 6rnekler i¢in hiicreler geltrex ile kaplanmis 6-kuyulu kiiltiir kaplarma, kuyu basma 5x10°
hiicre gelecek sekilde ekildikten 48 saat sonra ortamlari farklilagtirma ortamu ile degistirildi (Tablo
9). Hiicreler farklilagtirmanin 2., 4., ve 6. haftalarinda hiicre kaziyici ile kazinarak santrifiij edildi
(1000 rpm, 5 dakika). Pelletler hizlica kuru buz {izerine alinarak donduruldu (snap-freeze) ve

Nanostring analizine kadar -80°C’de saklandi.

Tablo 9. miRNA profillemesi icin kullanilan saghkh kontrol ve BB hastalarina ait 6rnek kiitiiphanesi

NPH 2-haftalik 4-haftalik 6-haftalik

noronlar noronlar noronlar
BB-LR 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar
BB-LNR-1 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar
BB-LNR-2 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar
GMO05224* 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar
SK-1 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar
SK-2 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar
SK-3 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar
GMO08330* 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar

Nanostring icin olusturulan 6rnek kiitiiphanesine, baska bir proje kapsaminda
farklilastirilmis ve karakterize edilmis bir saglikli kontrol (GMO08330; saglikli baba) ve bir BB
hastas1 (GM05224; hasta ogul) 6rnegi de dahil edildi. Bu iki hiicre hatt1 Coriell Institute for Medical
Research tarafindan bagislanmis olup, iki bilimsel yayinda yer almistir [(Bavamian ve ark., 2015);

(Madison ve ark., 2015)].
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3.6.5. Total RNA Izolasyonu ve miRNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Total RNA izolasyonu miRNeasy Kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak, {iretici firmanin
protokoliine uygun sekilde yapildi. RNA konsantrasyonlart ve kalitesi Nanodrop 2000 ve Qubit
(Thermo Scientific, ABD) kullanilarak belirlendi. Tiim O6rneklerden miRNA profillenmesi,
miRBase v21 veritabaninda bulunan toplam 800 adet miRNA ’nin probunu iceren nCounter Human
miRNA Expression Assay Kit v3 (Nanostring Technologies, ABD) kullanilarak yapildi.

Kit protokoliine uygun olarak her bir 6rnek, 33 ng/uL RNA icerecek sekilde (toplamda 100
ng/0rnek) RNaz icermeyen su ile seyreltildi. Kit iceriginden ¢ikan miRNA Assay kontrolii de temiz
bir tiip icerisinde 1:500 oraninda RNaz icermeyen su ile seyreltildi ve buz iizerine kondu. Temiz
bir bagska tiip i¢erisinde 13 pL Baglanma Tamponu, 26 uL. nCounter miRNA Tag Reagent ve 6,5
puL miRNA Assay kontrol miksi karistirilarak Baglanma Master Miksi hazirlandi. Serit PCR

tiiplerine, tiip basina 3,5’er pL. Baglanma Master Miksi eklendikten sonra tiipler 6rnek isimleri ile
etiketlendi ve iizerlerine her bir 6rnege ait 3 puL seyreltilmis RNA (3,5 ng/uL) eklendi. Kapaklari
kapatilarak hafif¢e vortekslenen tiipler PCR cihazinda Baglanma protokoliinde tutuldu (Tablo 9).
Ayni zamanda, temiz bir tiipte 19,5 pL. PEG ve 13 pL Uzama Tamponu karistirilarak Uzama
Master Miksi hazirlandi. Protokol bitiminde her tiipe, tlip basina 2,5 pL Uzama Master Miksi
eklendi ve hafifce vortekslenen tiipler PCR cihazina geri kondu (48°C’de 5 dakika). Siire bitiminde
tiiplere 1 pL/ tiip Ligaz eklendi, ekleme islemi sirasinda tiipler 1s1 blogunda birakilarak sicaklik
degismesi Onlendi. Ekleme islemini takiben kapaklar kapatildi ve Uzama Protokolii baslatildi
(Tablo 10). Protokol bitiminde tiiplere 1 uL Uzama Temizleme Enzimi eklendi ve hafifce
vortekslendikten sonra Saflagtirma Protokolii baslatildi. Protokol bitiminde tiipler cihazdan alindi

ve 40 pL/tiip RNaz icermeyen su eklenerek bir sonraki agamaya kadar -20 °C’de sakland.

Tablo 10. Baglanma, uzama ve saflastirma protokolleri

Sicakhik Siire Sicakhk Siire Sicakhk Siire
94 °C 3 dakika 48 °C 3 dakika 37 °C 1 saat
65°C 3 dakika 47°C 3 dakika 70 °C 10 dakika
45°C 3 dakika 46°C 3 dakika 4°C o0
48°C o0 45°C 5 dakika

65°C 10 dakika
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3.6.6. Nanostring Hibridizasyonu ve Veri Analizi

Hibridizasyon islemleri kit protokoliine uygun sekilde gergeklestirildi. Bu amagcla ilk olarak
ornek basma 10 pL Reporter CodeSet ve 10 pL hibridizasyon tamponu olacak sekilde hazirlanan
karigim temiz bir serit PCR tiiplerine boliindii (20 pL/tiip). Bir dnceki boliimde bahsedildigi sekilde
hazirlanmig miRNA o6rnekleri 85°C’de 5 dakika tutularak denatiire edildi ve derhal buz {izerine
kondu. PCR cihazinin 65 °C’ye gelmesi beklendikten sonra her bir PCR tiipiine, 5 pL denatiire
edilmis miRNA o6rnegi ve 5’er pL Capture ProbeSet konarak hizlica cihaza yiiklendi.
Hibridizasyon igleminin gerceklesmesi i¢in ornekler cihazda en az 12 saat tutuldu. Daha sonra
ornekler PCR cihazindan alinarak son asama olan miRNA profillemesi i¢in nCounter Prep

istasyonuna yiiklendi. Tiim basamaklarin genel bir 6zeti Sekil 4’te verildi.

@ RNA izolasyonu @ Baglanma @ Uzama @ Saflastirma @ Denaturasyon
vl vf-\ Baglanma p Uzama

Uzama Temizleme

Master Miksi - Master Miksi ¢ Enzimi
65°C 3' 47°C 3y’ 37 °C 1 saat
RNazDNaz 45°C 3 46°C ¥ 70 *C 10" p—
igermoayen su 45°C 5
65°C 10' 85°C 5'

a Al A Hibridizasyon
Istatiksel analiz MIRNA profillemes @ . y
( statiksel analiz

%
= - B -

Capture ProbeSet

na noStrmq

Sekil 4. Nanostring miRNA profillemesinin tiim basamaklarinin 6zeti.
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Nicel bir karsilastirma yapilabilmesi igin elde edilen veriler nSolver analiz yazilimi

(NanoString Technologies, ABD) kullanilarak {iretici firmanin direktifleri dogrultusunda

normalize edildi (Tablo 11). Normalizasyon sonrasi kat degisimlerinin hesaplanmasinda her

miRNA probu i¢in tekrarli 6rneklerin geometrik ortalamalari kullanildi ve gruplar arasinda en az

1,5-kat degisim gosteren miRNA’lar listelendi.

Tablo 11. Normalizasyonda kullanilan kontrol problarina ait bilgiler

Pozitif
Kontroller

Negatif
Kontroller

Baglanma
Pozitif
Kontrolleri

Baglanma
Negatif
Kontrolleri

mRNA
Referans
Kontrolleri

Belirli  konsantrasyonlarda ve
CodeSet’e dahil edilmis sentetik
mRNA hedefleri tantyan
problardir (Baglanma basamagina
ihtiya¢ duymazlar).

Belirli  konsantrasyonlarda ve
CodeSet’e  dahil  edilmemis
sentetik mRNA hedefleri taniyan
problardir (Baglanma basamagina
ihtiya¢ duymazlar).

Omnek hazirlik kitine (hedefler,
kopriileri ve miRtagleri igerir)
dahil edilmis sentetik miRNA
hedefleri taniyan problardir.
Ornek  hazirlik  kitine  dahil
edilmemis  sentetik miRNA
hedefleri taniyan problardir.

Dokularin genelinde ifade edilen
endojen mRNA hedefleri taniyan
problardir.

Pozitif kontroller nSolver'daki kalite kontrol
metriklerinde kullanilir. Girdi miktarlarina
dogrusal yanit1 dogrular ve diisiik giris
sinyalinin (low-signal input) arka plan
(background signal) degerinin iizerinde
oldugunu onaylar.

Negatif Kontrol, nSolver'daki QC metrikleri
tarafindan ligasyondan bagimsiz arka plan
sinyalini belirlemek icin kullanilir. Bu sinyal
daha sonra miRNA'nin ifadesini tanimlamak
icin esik (threshold) ayarinda kullanilabilir.

Baglanma pozitif kontrolleri  6rnekteki
miRNA'lardan bagimsiz olarak baglanma
etkinliginin takibinde kullanilir.

Baglanma negatif kontrolleri  spesifik
olmayan baglanma takibinde kullanilir.

mRNA 6l¢iimii, hiicre icermeyen 6rneklerde
hiicresel kontaminasyon olup olmadigim
belirlemek i¢in kullanilir. Baglanma agamasi
basarisiz olsa bile, Orneklerde mRNA
saptanabilmektedir.
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3.6.7. miR-34a ifade Diizeylerinin RT-qPCR Teknigi ile Dogrulanmasi

Istatiksel olarak anlamli farklilig1 Nanostring teknigi ile gdsterilen miRNA ’lardan biri olan
hsa-miR-34a-5p’nin ifade diizeyleri kantitatif gergek zamanli PCR (RT-qPCR) teknigi ile
dogrulandi. Bu amagla Tablo 9°da belirtilen 6rnek kiitiiphanesi tekrar olusturuldu ve pelletlerden
total RNA izolasyonu miRNeasy Kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak, kit protokoliine uygun
sekilde yapildi. RNA konsantrasyonlart spektrofotometrik olarak (Nanodrop 2000/3000)
belirlendi. cDNA sentezi, 6rnek bagima 500 ng RNA kullanilarak High Capacity cDNA synthesis
Kit (Thermo, ABD) kitiyle gerceklestirildi.

RT-gPCR deneylerinde hsa-miR-34a-5p’ye ve referans genlere (U6 ve SNORD_95) 6zgiil
problar (Tagman™ miRNA Assay, Katalog No: 4427975) ve TagMan™ Universal PCR Master
Miksi kullanildi. Reaksiyonlar LightCycler®480 (Thermo, ABD) cihazinda gergeklestirildi.
Referans gen olarak U6 ve SNORD 95 kullamldi ve miR-34a diizeylerindeki degisimler 274"

yontemine gore analiz edildi (Livak ve Schmittgen, 2001).

3.6.8. miRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi ve Yolak Analizi

miR-34a-5p’nin hedefledigi olast genler, biyoinformatik yaklasimlar ve giincel veri
tabanlart kullanilarak belirlendi. Hedef genlerin belirlenmesinde miRWalk2.0 veri tabam
tarafindan saglanan karsilagtirmali platform (miRWalk, miranda, miRbridge, miRDB, Pictar2,
PITA, RNA22 ve Targetscan algoritmalar1 arasinda) kullanildi (Dweep ve Gretz, 2015). En az dort
algoritma tarafindan ortak olarak tahmin edilen genler (toplam 2251 adet gen) gen ontoloji ve yolak
analizlerine dahil edildi.
Gen Ontoloji (GO) Analizi: Belirlenen ortak genlerin gen ontoloji (GO) analizleri DAVID v6.8
(http://david.abce.nciferf.gov/home.jsp Stirtim 6.8; Ekim 2016) programi kullanilarak, standart
parametreler kullanilarak gerceklestirildi. Analizlerin degerlendirmesinde p<0,05 degeri anlaml
olarak kabul edildi ve her bir kategori icin (GOTERM BP: biyolojik siire¢; GOTERM_CC:
hiicresel bilesen; GOTERM_MF: molekiiler fonksiyon) p<0,05 degerine sahip besten fazla terim
olmas1 durumda ilk 10 terim alind1. Tabloda ayrica diizeltilmis p-degerleri yanlis bulgu orani (False

Discovery Rate=FDR) verilerine de yer verildi.
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KEGG (Kyoyo Encylopedia of Genes and Genomes) ve Reactome Yolak Analizi: Analize
dahil edilen hedef genlerin yer aldigi hiicre i¢i yolaklarin belirlenmesi i¢in KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) ve Reactome (http://www.reactome.org) yolak analizi

gerceklestirildi. Analizlerin degerlendirmesinde p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

PITA (Probability of Interaction by Target Accessibility) Analizi: PITA algoritmasi, belirlenen
her miRNA-hedef ¢ifti i¢in toplam etkilesim enerjisini hesaplayarak her bir baglanma bdlgesi igin
bir skor iiretmektedir. PITA skoru, tek bir miRNA’nin belirli bir anlatim yapmayan bolge (UTR)
tizerinde tahmini etkilesim enerjisini belirtir ve bir AAG degerine sahiptir. AAG degerinin serbest
enerjiyi ifade ettigi diisiiniildiiglinde, daha diisiik (daha negatif) AAG degerleri, miRNA'nin verilen
yere daha giiclii baglanma gerceklestirecegini isaret etmektedir. Genel olarak skorun -10’dan diisiik
oldugu durumlarda, miRNA’nin endojen ifade diizeylerinde fonksiyonel olmasi muhtemeldir.
Bununla birlikte, yliksek miRNA konsantrasyonlarinda, -10’dan yiiksek skorlarda da fonksiyonel
bir baskilanmanin meydana gelebilecegini isaret etmektedir.

miR-34a’nin  hedefledigi olas1 tiim genler incelendiginde BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor; Beyin kokenli biiyiime faktorii) geni, dahil edilen sekiz veri tabani i¢erisinde
sadece tek bir veri tabaninda tahmini gen olarak listelenmektedir. Bu nedenle, ek olarak PITA
analizi gerceklestirilerek, farkli BDNF transkriptleri ile miR-34a-5p arasindaki olas1 iliski

incelendi.

3.6.9. mRNA Ifadesinin Analizi

mRNA diizeylerindeki degisimler RT-qPCR yo6ntemi kullanilarak analiz edildi. Bu amagla
islemler, ilgilenilen genlere ve referans genlere (GAPDH ve RPLP() 6zgiil problar (TagMan™
Gene Expression Assay, Katalog No: 4331182) ve TagMan® Universal PCR Master Miksi
kullanilarak, LightCycler®480 (Thermo, ABD) cihazinda gerceklestirildi. Referans gen olarak
GAPDH ve RPLPO problart kullanildi ve gen ifade diizeylerindeki degisimler 2**“T yontemine
gore analiz edildi (Livak ve Schmittgen, 2001).
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3.6.10. Lityumun NPH Canlihigina ve Cogalmasina Etkisinin Belirlenmesi

Real Time Glo Yontemiyle Hiicre Canliiginin Belirlenmesi: NPH’lerin lityum inkiibasyonuna
bagli canliliginin ve ¢gogalmasinin degisiminin belirlenmesi amaciyla Real Time-Glo™ MT boyasi
(Promega, ABD) kullanildi. Bu boya, patentli icerigi sayesinde ayni kuyudan 72 saate kadar stirekli
6lgiim almmasima imkén saglamaktadir. Hiicreler 96-kuyulu kiiltiir kaplarmna, kuyu basina 1x10°
hiicre gelecek sekilde ekildi. Ertesi giin hiicrelerin iizerine doz ve zaman egrisi hazirlamak amaciyla
degisik dozlarda lityum (0-10 mM) ile birlikte Real Time-Glo™ MT boyasi da eklendi. Kiiltiir kab1
37 °C’ye kaldirild1 ve ilk 8l¢iim icin 120 dakika beklendi. ilk luminesans 8l¢iim T olarak kullanild:
ve tim diger Ol¢iimler ekim normalizasyonu i¢in T, degerinde oranlandi. Diger luminesans
Ol¢limler ise inkiibasyonun 6. saatinden itibaren 6 saatte bir olmak iizere 72 saat boyunca

mikroplate okuyucu ile alind1 (Envision, PerkinElmer).

PrestoBlue Yontemiyle Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi: NPH’lerin lityum inkiibasyonuna
bagli canlilik degisiminin dogrulanmasi amaciyla PrestoBlue boyasi (Thermo, ABD) kullanildu.
Resazurin tabanli bir boya olan PrestoBlue boyasi metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan
indirgenerek floresan 1s1ma verebilen rezorufine doniistiiriilmektedir. Bu amacla NPH’ler 96-
kuyulu kiiltiir kaplarina, kuyu basina 1x10° hiicre gelecek sekilde ekildi. Zaman egrisi hazirlamak
amactyla hiicreler, ImM lityum ile 24-72 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde
hiicrelerin ortamlarina, ortam hacminin 1:10 oraninda PrestoBlue boyasi eklendi ve hiicre kiiltiir
kab1 37°C’de 30 dakika bekletildi. Siire bitiminde floresans sinyal 6l¢iimii (560 nm eksitasyon ve
590 nm emisyon) mikroplate okuyucu ile alindi (Envision, PerkinElmer). Sonuglar kontrole

oranlanarak yiizde (%) olarak verildi.

3.6.11. Lityumun Norogeneze Etkilerinin Belirlenmesi

Farklilastirilmaya alinmis NPH’lerde ndrogenezin belirlenmesi amaciyla ilk olarak
immunfloresans boyamay1 takiben norit uzunluklar 6l¢iildii. Bu amagla NPH’ler 96-kuyulu kiiltiir
kaplarina, kuyu basma 5x10* hiicre gelecek sekilde ekildi. Ertesi giin hiicrelerin ortamlari lityum
iceren veya icermeyen farklilagtirma ortami ile (Tablo 7) degistirildi. Toplam bir hafta siire ile, giin
asir1 ortamlar1 degistirilerek farklilastirilan hiicreler siire bitiminde %4 paraformaldehit soliisyonu

ile 10 dakika fikse edildi. Fikse edilen hiicreler 1 ml/kuyu PBS-T (PBS ve 0,25% Triton X-100) ile
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permeabilize edilip %5 normal serum ile 30 dakika boyunca bloklandi. Immunfloresans boyama
icin Anti-MAP2 antikoru (EnCor Biotech, CPCA-MAP2) ve niikleus boyamas1 i¢cin DAPI (1
pg/ml; Invitrogen) kulland1 ve 3.6.3.3. boliimde detaylar verilen protokol uygulandi.

Boyama sonrasinda IN Cell Analyzer 6000 hiicre goriintiileme sistemi (GE Healthcare Life
Sciences, ABD) kullanilarak her kuyu i¢in sekiz goriintii alindi. Image J programi yardimiyla her
bir goriintiide en az 30 ndritin uzunlugu o6lciildii ve degerler grup ortalamasi alinarak sunuldu.

Norogenez ayrica sinaptik genlerden SYT7, SYN ve SYP; yetiskin norogenez
belirteglerinden DCX ve noronal belirteg MAP2 genlerinin ifade diizeylerinin analizleri ile de
incelendi. Bu amagla genlere 6zgii Predesigned- Tagman Gene Expression Assay problari ile 3.6.9.

boliimde detaylar1 verilen protokol kullanilarak RT-qPCR gerceklestirildi.

3.6.12. SH-SYSY Hiicrelerinin miR-34a ile Transfeksiyonu

Transfeksiyon deneylerinde noron benzeri hiicre hatti olan SH-SYSY hiicreleri kullanildi.
Hiicreler %10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS) (Biochrom AG, Almanya), 100 U/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ile desteklenen DMEM:F/12 ortam kullanilarak kiiltiire edildi.

Yapilan PITA tahmini hedef gen analizi sonrasinda miR-34a ile BDNF geni arasinda sinirda
bir iliski bulunmasinin iizerine, SH-SY5Y hiicrelerinde miR-34a asir1 ifade deneyleri tasarlandi.
SH-SY5Y hiicreleri 6-kuyulu plaklara, kuyu basma 5x10° hiicre gelecek sekilde ekildi.
Transfeksiyon islemlerinde HiPerFect Transfeksion ajani ile, ticari olarak temin edilmis sentetik
miR-34a mimigi ve kontrol olarak herhangi bir miRNA’y1 hedeflemeyen bir oligoniikleotid dizisi
(Kontrol mimigi) kullanildi (Qiagen, ABD). Transfeksiyon i¢in uygun miRNA konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla doz denemesi (25-100 nM arasi) yapildi. Daha sonra segilen dozda (50 nM)
miR-34a veya kontrol mimigi ile transfeksiyon islemi gergeklestirildi. RNA izolasyonu
transfeksiyondan 48 saat sonra, miRNeasy Mini Kit (Qiagen, ABD) kullanilarak yapildi.

[k asamada transfeksiyon etkinliginin belirlenmesi amaciyla miR-34a diizeyleri &lgiildii.
Daha sonra miR-34a asir1 ifadesinin BDNF {izerine etkisinin belirlenmesi amaciyla RT-qPCR ile
BDNF mRNA diizeyleri ve BDNF ELISA kiti ile de kiiltlir ortamina salinan protein diizeyleri
olgtildii.
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3.6.13. BDNF ELISA

SH-SYSY hiicreleri miR-34a mimigi ile transfekte edildikten sonra, hiicreler tarafindan
kiiltiir ortamina salinan BDNF protein miktar1 ‘BDNF ELISA Kit’i (Boster Biomedical, Cin)
kullanilarak, iiretici firmanin protokoliine uygun sekilde belirlendi (Kit hassasiyeti <15 pg/ml;
Olgiim aralig1 31,2-2000 pg/ml). Total protein eldesi i¢in ise her bir kuyuya proteaz inhibitorleri
iceren lizis soliisyonu eklenerek hiicreler lizise ugratildi (15 dakika, buz lizerinde). Sonrasinda
15000 g’de 15 dakika santrifiij edilerek total protein elde edildi ve konsantrasyonlar1 BCA protein
analiz yontemi ile, lretici firma protokoliine uygun sekilde belirlendi (Thermo, ABD). Her
kuyudan 6lgiilen deger (pg/ml) total protein miktarina (mg/ml) oranlanarak normalize edildi ve

elde edilen degerler pg/mg seklinde ifade edildi.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Arastirmanin takvimi su sekildedir: D | L= |84 |, =
EEel2E|sEn|gEn|2® £
IR s e =S 2= R v | 3 e v
ZIRIESRZ5R[E2RES5R
R <« 7z = & 5 =

IPS hiicrelerinin néral hiicrelere farkhlastirmasi ve karakterizasyonu X X

Hiicrelerin miRNA profillerinin incelenmesi ve dogrulanmasi X

miR-34a hedef genlerinin yolak analizi ve RT-qPCR ile dogrulanmasi X X X

Lityumun miR-34a diizeylerine etkisinin molekiiler ve fonksiyonel X X

olarak incelenmesi

Literatiir Okuma X X X X X

Tez yazimi X

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Deney sonuglarmin istatistik analizleri SPSS v.19.0 yazilimi kullanilarak yapildi. Tiim
deneylerde ikili gruplarin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. P <0,05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Grafikler {izerinde * igareti p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
ve ¥*¥** p<(,0001 degerini ifade etmektedir. Veriler aksi belirtilmedikge ortalama =+ standart hata
biciminde verildi.

Nanostring miRNA profilleme sonuclarinin analizi ise nSolver Analysis Software
kullanilarak gerceklestirildi. Kat degisimlerinin hesaplanmasinda her miRNA probu i¢in tekrarli

orneklerin geometrik ortalamalari kullanildi ve en az 1,5-kat degisim goriilen miRNA’lar listelendi.

3.9. Arastirmanin Simirhhiklar

Calismamizin en 6nemli sinirlhiligi, caligmaya dahil edilen BB hasta ve kontrol sayisinin az
olmasidir. Hastaya 6zgii hiicreler ile gerceklestirilen ¢aligmalara, mali ve is giicli biiyiikligi
nedeniyle genellikle az sayida 6rnek dahil edilse de (Tablo 2), elde edilen sonuglarin hastaligin

dogasina 151k tutabilmesi i¢in daha fazla 6rnekleme ihtiya¢ duyulmaktadir.

3.10. Etik Kurul Onay1
Arastirma, Massachusetts Hastanesi Etik Kurulu tarafindan 2009P000238/PHS protokolii

ve karar numarast ile 29/12/2016 tarihinde onaylanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. NPH Hiicrelerinde Noral Kok Hiicre Belirte¢ Proteinlerinin ifadesi

Calismamiza ii¢c BB hastasi ve {i¢ saglikli kontrolden alinmis olan doku 6rneklerinden
olusan IPS hiicre 6rnekleri dahil edildi (Tablo 12). BB hastalarinin ilag ge¢misleri incelendiginde,
bir hastanin (BB-LR) lityum tedavisine yanit verdigi (Lityum-Responder), diger iki hastanin ise
(BB-LNR-1 ve BB-LNR-2) lityum tedavisi ile tam iyilesme gérmeyerek ek diger ilaglar kullandig:

ogrenildi (Lityum-Non-responder).

Tablo 12. Calisma kapsaminda NPH iiretilen saghkl kontrol ve BB hastalarina ait bilgiler

Hat Numarast1 Durum Yas Cinsiyet

SK-1 Saglikli Kontrol 53 Erkek

SK-2 Saglikli Kontrol 37 Kadmn

SK-3 Saglikli Kontrol 45 Erkek

BB-LR Bipolar Bozukluk 51 Erkek Lityum-Responder
BB-LNR-1 Bipolar Bozukluk 52 Erkek Lityum-Non-responder
BB-LNR-2 Bipolar Bozukluk 49 Kadin Lityum- Non-responder

Elde edilen IPS hiicreleri sirasiyla TRA-1-60, NCAM ve CDI133/CD271 antikorlar ile
manyetik hiicre ayirimlarina tabi tutuldu ve hiicreler her asama sonrasinda faz-kontrast mikroskobu

ile goriintiilendi (Sekil 5).

| MACS
—_—

IPS hiicre kolonileri TRA-1-60* hiicreler NCAM* hiicreler CD133* / CD271
Hiicreler (NPHler)

Sekil 5. IPS hiicrelerinin NPH’lere farkhilastirma basamaklarinda hiicrelerin temsili bir goriintiisii.
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IPS hiicrelerden farklilastirildiktan sonra, elde edilen NPH hatlart noral kok hiicre
belirtecleri (Nestin, Sox1, Sox2 ve Musashi) kullanilarak karakterize edildi. Saglikli kontrol
grubuna (Sekil 6A-C) ve BB hasta grubuna ait tiim hatlar (Sekil 7A-C) kalite kontroliinii (QC)

gecerek dort farkli kok hiicre belirteci i¢in de pozitif goriintii verdi.

Sekil 6. Saghkh kontrol grubuna ait
NPH’erin immunfloresans boyama
sonuclari. Kok  hiicre  belirtegleri
(kirmiz1) ve DNA (mavi). (A) SK-1, (B)
SK-2 ve (C) SK-3.

Olgek cubugu: 30 pm.
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A..B
C

NPH karakterizasyonunu takiben, elde edilen hiicrelerin olgun noéronlara farklilasip

Sekil 7. BB hasta grubuna ait
NPH’lerin immunfloresans boyama
sonuclari. Kok  hiicre  belirtegleri
(kirmiz1) ve DNA (mavi). (A) BB-LR, (B)
BB-LNR-1 ve (C) BB-LNR-2.

Olgek cubugu: 30 um.

farklilagmadiklarin1 kontrol etmek amaciyla ndronal belirtegler protein diizeyinde incelendi. Bu
amagla hiicreler farklilasmanin 6. haftasinda fikse edilerek noronal belirteclerden MAP2 ve TUJ1
(néron spesifik B-Tubulin) proteinlerine 6zel antikorlar ile boyandi. Tiim NPH hiicre hatlarinin

basaril1 sekilde noronlara farklilastiginin gézlenmesi {lizerine diger deneylere gegildi (Sekil 8).
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6 Haftalik N6ronlar

Saghkh Kontrol Bipolar Bozukluk Hasta

MAP2/DAPI

TUJ1/DAPI

Sekil 8. Saghkh kontrol ve BB hastalarina ait 6-haftallk néronlarin immunfloresans boyama
sonuclarimin temsili goriintiisii. Noron belirtegleri (yesil, turuncu) ve DNA (mavi). Olgek ¢ubugu: 30 pm.

Calismanin miRNA profillenmesi asamasina, baska bir proje kapsaminda farklilagtirilmig
ve karakterize edilmis bir saglikli kontrol (GMO08330; saglikli baba) ve bir BB hastas1 (GM05224;
hasta ogul) 6rnegi de dahil edildi. Bu iki hiicre hatt1 Coriell Institute for Medical Research
tarafindan bagislanmis olup, iki bilimsel yayinda yer almistir [(Bavamian ve ark., 2015); (Madison

ve ark., 2015)].

4.2. NPH ve Noronlarda miRNA ifade Diizeylerinin Profillenmesi

Tiim 6rneklerden miRNA profillenmesi nCounter Human miRNA Expression Assay Kit
v3 (Nanostring Technologies, Seattle, ABD) ile yapildi. Saglikli kontrollere ve BB hastalarina ait
orneklerde toplam 799 adet miRNA’ nin ifade diizeylerinin incelenmesi sonucunda kat degisimi

1,5-kattan biiyiik olan miRNA’lar listelendi (Tablo 13).
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Tablo 13. Nanostring miRNA profilleme sonuclari. miRNA ifadesindeki degisimler, saglikli kontrol
grubu Orneklerine gore kat degisimi olarak hesaplanmis ve degisim orani 1,5-kattan bilyiik olan miRNA
tabloda verilmistir ; kirmizi igaretliler artan, mavi isaretliler azalan miRNA’lar1 temsil etmektedir.

q Kat degisimi q Kat degisimi
NS sl (BB/Kontrol) NS sl (BB/Kontrol)

NPH’ler 2-haftalik néronlar
hsa-let-7a-5p 76,25 hsa-let-7b-5p 4,18
hsa-let-7d-5p 30,65 hsa-miR-23a-3p 3,02
hsa-miR-98-5p 28,01 hsa-miR-34a-5p 2,8
hsa-let-7i-5p 24,6 hsa-miR-24-3p 2,1
hsa-let-7g-5p 18,36 hsa-miR-873-5p -15,9
hsa-let-7f-5p 15,15 hsa-miR-204-5p -8,52
hsa-let-7¢c-5p 10,5 hsa-miR-182-5p -4,93
hsa-let-7b-5p 8,21 hsa-miR-514b-5p -3,13
hsa-let-7e-5p 5,67 hsa-miR-1249-3p -3
hsa-miR-100-5p 4,57 hsa-miR-664b-5p -2,59
hsa-miR-491-5p 4,26 hsa-miR-629-5p -2,09
hsa-miR-125b-5p 3,19 hsa-miR-107 -2,05
hsa-miR-582-5p 3,11 hsa-miR-548h-5p -2
hsa-miR-9-5p 2,58 hsa-miR-374b-5p -1,75
hsa-miR-125a-3p 2,56 hsa-miR-324-5p -1,73
hsa-miR-99a-5p 2,51 hsa-miR-9-5p -1,69
hsa-miR-125a-5p 2,3 hsa-miR-95-3p -1,65
hsa-miR-23a-3p 2
hsa-miR-99b-5p 1,76 4-haftalik noéronlar
hsa-miR-149-5p 1,54 hsa-miR-34a-5p 3,24
hsa-miR-643 -4,79 hsa-miR-146b-3p -3,41
hsa-miR-126-3p -4,58 hsa-miR-3605-3p -2,34
hsa-miR-92a-3p -3,51 hsa-miR-548h-5p -1,9
hsa-miR-106a-5p+hsa-miR-17-5p -3,47 hsa-miR-301a-5p -1,86
hsa-miR-548y -2,59 hsa-miR-483-5p -1,83
hsa-miR-6724-5p -2,28 hsa-miR-9-5p -1,75
hsa-miR-4488 -2,23 hsa-miR-297 -1,66
hsa-miR-522-3p -2,04
hsa-miR-4455 -1,83 6-haftalik noronlar
hsa-miR-92b-3p -1,8 hsa-miR-34a-5p 2,4
hsa-miR-874-5p -1,69 hsa-miR-486-3p -2,7
hsa-miR-128-1-5p -1,62 hsa-miR-425-5p -2,03
hsa-miR-629-5p -1,72
hsa-miR-590-5p -1,58
hsa-miR-324-5p -1,55

BB hasta NPH orneklerinde 20 miRNA nin seviyesinin yiiksek, 12 miRNA nin seviyesinin
ise diisik oldugu saptandi. Noronal oOrnekler incelendigindeyse, 2-haftalik noronlarda dort

miRNA’nin seviyesinin yiiksek, 13 miRNA’nin seviyesinin diisiik oldugu; 4-haftalik néronlarda
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bir miRNAnin seviyesinin yiiksek, yedi miRNA’nin seviyesinin ise diisiik oldugu goriildii. Benzer
sekilde 6-haftalik noronlarda da sadece bir miRNA’nin seviyesinin yiiksek, bes miRNA’nin
seviyesinin ise diisiik oldugu saptandi.

Analize dahil edilen 6rnek sayisinin olduk¢a az olmasi nedeniyle (BB hasta sayisi=4;
saglikli kontrol sayisi=4) yapilan analizler istatiksel olarak degerlendirilemedi. Bu nedenle
calismanin sonraki asamalarinda, BB hasta orneklerinde tiim zaman noktalarinda stabil artig
gosteren (2-haftalik erken evre noronlarda 2,8-kat; 4-haftalik ndronlarda 3,24-kat ve 6-haftalik
noronlarda 2,4-kat artis), ayrica literatiirdeki diger ¢alismalarda da BB ile iliskili oldugu bildirilmis
olan (Tablo 3) hsa-miR-34a-5p {izerine odaklanild: (ilerleyen boéliimlerde kisaca miR-34a olarak

belirtilecektir).

4.3. NPH ve Noronlarda miR-34a ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

Nanostring sonuglart miR-34a ifade diizeylerinin 2-, 4- ve 6-haftalik néronlarda ytiksek
oldugu gosterdi. Bunun iizerine, bu artisin dogrulanmasi amaciyla ayni zaman noktalarinda miR-
34a seviyeleri RT-qPCR kullanilarak belirlendi. Bu deneyler i¢in 6ncelikle Tablo 9’da belirtilen
zaman noktalaria sadik kalinarak yeni bir 6rnek kiitiiphanesi olusturuldu ve her bir 6rnek i¢in en
az i¢ biyolojik tekrar analiz edildi. Elde edilen sinyaller, referans olarak kullanilan U6 ve
SNORD 95 sinyallerinin geometrik ortalamasina oranlanarak normalize edildi ve bagil miRNA
ifadesi 2"**“" yontemi kullanilarak hesaplandi. BB hasta drneklerinde 6lgiilen miR-34a diizeyleri,
saglikli kontrollerden elde edilen dl¢limlerin ortalamasina oranlandi ve saglikli kontrollere gore kat
degisimleri Sekil 9°da verildi.

Nanostring sonuglartyla uyumlu sekilde BB hastalarina ait NPH 6rneklerinde 6lgiilen miR-
34a seviyeleri saglikli kontrollere benzerlik gostermektedir (kontrol ortalamasi=1, BB hasta
ortalamasi=1,121; Mann-Whitney U testi, p=0,489). Ote yandan BB hastalarina ait 2-haftalik
noronlarda miR-34a diizeyinin saglikli kontrol ortalamasina kiyasla 2,39-kat arttigi (Mann-
Whitney U testi, p=0,0012); 4-haftalik néronlarda bu artisin 3,52-kat (Mann-Whitney U testi, p
<0.0001), 6-haftalik noronlarda ise 3,28-kat (Mann-Whitney U testi, p<0.0001) oldugu saptandi.
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Sekil 9. Saghkh kontrol ve BB orneklerinde miR-34a ifade degisimleri. Nanostring sonuglarmin
dogrulanmasi amactyla NPH ve néronlarda miR-34a seviyeleri RT-qPCR ile 6l¢iildii. Her hiicre hatti i¢in,
miR-34 kat degisimlerinin belirlenmesi i¢in saglikli kontrollerden elde edilen sinyallerin ortalamasi
kullanilds, tiim hatlara ait biyolojik tekrarlar ayr1 birer nokta olarak ifade edildi (istatistik analiz sonuglar
metin igerisinde verildi).

NPH’lerden noronlara farklilasmasi siirecinde, miR-34a ifade diizeylerinin farklilagmaya
bagli olarak nasil degistiginin degerlendirilmesi i¢in ikinci bir analiz gergeklestirildi. Bu analizde
ise, normalize edilmis kontrol ve hasta orneklerinde 6l¢iilen miR-34a ifade diizeyleri, her hiicre
hattinin kendi NPH seviyelerinde 6lciilen miR-34a miktarlarina oranlandi ve NPH’lere gore kat
degisimleri Sekil 10’da verildi. Her ii¢ saglikli kontrol hiicre hattinda da miR-34a ifade
diizeylerinin hiicrelerin NPH’lerden olgun néronlara farklilagsmast sirasinda azaldigi gozlendi. Ote
yandan, BB hasta grubunda ise miR-34a ifade diizeylerinin farklilasma ile birlikte azalmadigi,

bilakis cogu zaman noktasinda istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi saptandi.

46



1 NPHler

E 2 haftalik néronlar
6= B 4 haftalik néronlar
5 E 6 haftalik néronlar
4+
3=

-
(3]
L

o
|_|
)
"]

miR-34a Ekspresyonu
(NPH’lere gore kat degigimi)

o
3]
[l

0,0

. SK-1 SK-2 SK-3 r BB-LR BB-LNR-1 BB-LNR-2
Saglikh Kontrol Bipolar Bozukluk Hasta
Hatlan Hatlan

Sekil 10. Saghkh kontrol ve BB érneklerinde miR-34a ifadesinin farklilasmaya bagh degisimi. BB
hastalarina ve saglikli kontrollere ait NPH ve néronlarda miR-34a seviyeleri RT-qPCR ile belirlendi. Her
hiicre hatt1 icin, miR-34 ifade diizeyleri her hiicrenin kendi NPH seviyesine oranlanarak elde edilen sonuglar
kat degisim olarak ifade edildi (Mann-Whitney U testi, n=3, *: p<0,05; **: p < 0,01; ***: p <0,001).

4.4. miR-34a Hedef Genlerinin Belirlenmesi ve Yolak Analizi

miR-34a-5p’nin hedefledigi olas1 genler, miRWalk2.0 veri tabani tarafindan saglanan
karsilagtirmali platform (miRWalk, miranda, miRbridge, miRDB, Pictar2, PITA, RNA22 ve
Targetscan algoritmalar1 arasinda) kullanildi (Dweep ve Gretz, 2015). En az dort algoritma
tarafindan miR-34a hedef geni olarak tahmin edilen toplam 2251 genin dahil edildigi GO analizi
dogrultusunda bu genler, yer aldiklar1 biyolojik siirecler, molekiiler fonksiyonlarina ve hiicresel

bilesenlere gore siniflandirildi (Tablo 14).

47



Tablo 14. GO analizine gore miR-34a hedef genlerinin simiflandiriimasi

GO_ID GO terimleri Il‘g‘;:le‘s‘g‘yrl‘s'le“ p-degeri FDR
G0:0045944 RNA polimeraz II promotor bolgesinden transkripsiyonun 163
pozitif diizenlenmesi 6,80E-06 4,60E-01
GO:0007411 Aksonlarin yonlendirilmesi 36 2,10E-04 3,40E-01
G0:0019229 Kan damarlarinin daralmasinin diizenlenmesi 10 2,30E-04 2,90E-01
G0:0043401 Steroid hormon araciligyla sinyal iletimi 18 2,30E-04 2,70E-01
G0:0008285 Hiicre ¢ogalmasinin negatif diizenlenmesi 72 2,50E-04 2,60E-01
GO0:0051926 Kalsiyum iyonlarinin tasinmanin negatif diizenlenmesi 8 3,00E-04 2,30E-01
G0:0042981 Apoptotik siireglerin diizenlenmesi 44 3,40E-04 2,10E-01
G0:0030512 Dénijs?ﬁn'{lcﬁ biiytime fakt('jﬁ.'l- beta (TGF-l?eta) reseptor 19 3 50E-04
sinyal iletim yolunun negatif diizenlenmesi ’ 1,90E-01
GO:0001822 Bobrek geligimi 23 3,60E-04 2,20E-01
G0:0046847 Filopodyum organizasyonu 9 3,60E-04 2,30E-01
GO:0005515 Protein baglama 1149 6,50E-07 9,60E-04
= GO0:0008270 Cinko iyonlarini baglama 185 3,10E-05 5,00E-02
'g o~ GO0:0044212 Transkripsiyon diizenleyici bolge DNA baglanmasi 47 4,00E-05 6,60E-02
=N GO:0043565  Diziye 6zgiil DNA’ya baglanma 92 8,00E-05 1,30E-01
E EI GO0:0003707 Steroid hormon reseptor aktivitesi 18 1,80E-04 3,10E-01
E =111 GO:0004842  Ubiquitin-protein transferaz aktivitesi 60 8,20E-04 1,30E+00
g S Transk.ripsiyon baskllay}C} aktivite, RNA polimeraz II 1.10E-03
=& GO:0001227 transkripsiyon diizenleyici bolgeye 6zgiil baglanma 17 ’ 1,90E+00
E = G0:0019900 Kinaz baglama 19 2,60E-03 4,20E+00
GO0:0019904 Protein bolgesine 6zgiil baglanma 40 2,60E-03 4,20E+00
G0:0005516 Kalmodulin baglama 37 2,80E-03 1,90E+00
GO:0000139 Golgi zar1 118 2,80E-09 4,10E-06
. G0:0043005 Noron projeksiyonu 57 1,20E-07 1,80E-04
i:’ o GO:0030054 Hiicre baglantis 38 2,00E-06 3,10E-03
;vi S GO:0045202  Sinaps 41 3,80E-05 3,90E-02
= E GO:0031410 Sitoplazmik kesecik 48 1,20E-04 5,70E-02
:% E GO:0016020 Hiicre zar1 306 2,30E-04 1,80E-01
s 8 GO:0005794 Golgi cisimcigi 134 2,90E-04 3,50E-01
= GO0:0008021 Sinaptik kese 23 6,50E-04 4,40E-01
GO:0045121 Hiicre zar rafti 41 6,70E-04 7,20E-01
GO0:0005887 Hiicre zarmin integral bileseni 199 2,10E-03 8,20E-01

Ayni genler i¢cin Reactome analizi yapildiginda, hedef genlerin sinaptik formasyon ve
olgunlagmada is goren ‘LGI-ADAM etkilesimleri’ yolagi (R-HSA-5682910), apoptotik yolak, (R-
HSA-111457), aksonal yonlendirmede de is goren ‘NrCAM etkilesimleri’ yolagi (R-HSA-
447038), sinaptogenez ve dendritik dallanmalarda is géren ‘L1 ve Ankyrinler arasi etkilesimler’

(R-HSA-445095) gibi ¢esitli yolaklar etkiledigi belirlendi.
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Ikinci asamada, analize dahil edilen (en az dort algoritma tarafindan ortak olan) genler
arasindan, asagida belirtilen secilim kriterlerine uygun alt1 gen seg¢ildi:
1) BB ile direkt iliskisi oldugu saptanmig/bildirilmis genler ve
2) Hastalik patogenezinin biyolojik siirecinde rol oynayabilecek genler (sinaptik plastisite,
transkripsiyonal diizenleme vb.) olarak belirlendi. Ifade diizeylerinin analizi i¢in belirlenen genler

Tablo 15’te verildi.

Tablo 15. ifade analizi icin belirlenen miR-34a hedef genleri

miRNA Hedef Genlerin Belirlenmesinde
Kullanilan Algoritmalar
Gen adi §§%MQ<S§E
| S| E|2| S| |2|E |55
2 2| 2| ZE| 2| ElZz|» &=
E| E| E E | & & = S @
ANK3
(Ankyrin-3) 5
AXIN2
(Axin-related protein) 4
BCL2
(B-cell CLL/lymphoma 2) 5
CACNAIC
(Calcium voltage-gated channel
subunit alphal C) 5
CACNB3
(Calcium channel, voltage-
dependent, beta 3 subunit) 7
SYTI
(Synaptotagmin 1) 7

Ifade diizeylerinin incelenmesi i¢in segilen bu genlere ek olarak BDNF geni de analize dahil
edildi. Her ne kadar miR-34a hedef genleri i¢in yapilan analizlerde BDNF sadece bir algoritmada
tahmini gen olarak bildirilse de, yapilan PITA analizi sonucunda miR-34a-5p ve BDNF
transkriptleri arasinda sinirda [Transkriptler: BDNF-211 (ENST00000439476), BDNF-212
(ENST00000525528) ve BDNF-207 (ENST00000395986) transkriptleri i¢in Skor: —7,17] ancak
potansiyel bir iligki saptandi. Ensembl veri tabani (https://www.ensembl.org/ Siiriim 93, 2018)
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kullanilarak ilgili transkriptlerin protein kodlama durumlari incelendiginde, her {i¢ transkriptin de

protein kodlayan tipte oldugu belirlendi (Sekil 11).

Name Transcript ID bp
BDNF-212 | ENST00000525528.1 | 4766

BDNF-211  ENST00000439476.6 4532

BDNF-207 | ENST00000395986.6 | 3979

Protein Biotype
247aa || Protein coding
247aa || Protein coding
262aa

CCDS

UniProt

RefSeq

CCDS78661F | AOAOE3SUO1 & P235607 | NM_ 1707351

NP_733931

CCDS78661r | AOAOE3SUO1 &7 P23560%' | NM_001143816%'

CCDS41628¢7

P23560 &

NP_001137288%

NM_170734
NP_733930

Sekil 11. PITA analizinde miR-34a ile iliskili oldugu saptanan BDNF transkriptleri.

Son olarak Tablo 16’da belirlenen yedi genin KEGG veri tabanina gore yer aldig1 yolaklar

ve bu genlerin daha 6nceki ¢calismalarda BB ile kurulan iligkileri 6zetlendi.

Tablo 16. ifade analizi i¢in secilen miR-34a hedef genlerine ait bilgiler

Gen Hiicre ¢i KEGG . 9
Kisa adi Gen ad1 Fonki oy flgili Yolak BB ile Baglantisi
. Aktin/spektrin . GWAS (BB)
ANK3 Ankyrin-3 adaptr proteini hsa05205 Kanserde proteoglikanlar (Ferreira ve ark., 2008)
Whnt sinyal Wnt yolaginin BB

Axin-related
protein

yolaginda katenin

stabilitesini diizenler

hsa04310 Wnt sinyal yolag:
hsa04390 Hippo sinyal yolag:

patofizyolojisindeki olas1
rolii nedeniyle se¢ilmigtir
(Valvezan ve Klein, 2012)

B-cell
BCL2 CLL/lymphoma
2

Hiicresel apoptotik
kaskadta rol oynar/
ndroproteksiyonda

anahtar role sahiptir

hsa04210 Apoptoz
hsa04722 Nérotrofin sinyal yolag:
hsa04725 Kolinerjik sinaps

GWAS (BB)
(Uemura ve ark., 2016)

Brain-Derived
Neurotrophic
Factor

BDNF

Bu proteinin kendi
reseptoriine
baglanmasi néronal

sag kalimi destekler

hsa04010 MAPK sinyal yolag:
hsa04014 Ras sinyal yolag:
hsa04024 cAMP sinyal yolag:
hsa04151 PI3K-Akt sinyal yolag:
hsa04722 Nérotrofin sinyal yolag:

Pek ¢ok ¢aligma tarafindan
BB ile yakin iliskili
bulunmasi nedeniyle
secilmistir (Pfaffenseller ve
ark., 2018)

Calcium voltage-
gated channel
subunit alphal C

CACNAIC

Hiicre i¢i sinyal

iletiminde rol oynar/

kalsiyum kanal1
elemani

hsa04010 MAPK sinyal yolag:
hsa04020 Kalsiyum sinyal yolag:
hsa04725 Kolinerjik sinaps
hsa04726 Serotonerjik sinaps
hsa04727 GABAerjik sinaps
hsa04728 Dopaminerjik sinaps

GWAS (BB)
(Ferreira ve ark., 2008)

Calcium channel,
voltage-

Al dependent beta 3
subunit

Sinaptik iletimde rol

oynar/kalsiyum
kanali elemani

hsa04010 MAPK sinyal yolag:
hsa04921 Oksitosin sinyal yolagt

GWAS (BB)
(Bavamian ve ark., 2015)

Synaptotagmin 1

SYT1

Presinaptik akson
terminal
membraninda Ca®"
sensori

hsa04721 Sinaptik vezikiil dongiisii

Bu gen ailesinin norit
biiyiimesi ve akson
dallanmasindaki rolleri
nedeniyle se¢ilmigtir
(Morgado ve ark., 2015)
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4.5. Lityumun miR-34a ve Hedef Genlerinin ifade Diizeylerine Etkisi

Lityumun farklilastirilmis néronlarda miR-34a ve hedef genlerine etkisinin belirlenmesi
icin BB hastalarina ait NPH’ler 2- ya da 4-hafta boyunca lityum varliginda farklilastirildi ve RNA
izolasyonu yapilarak miR-34a ve hedef genlerin ifade diizeylerindeki degisimler incelendi. Kat
degisimleri lityum igermeyen ortam kullanilarak 2- ya da 4-hafta boyunca farklilagtirilmis (kontrol)
hiicrelere gore hesaplandi.

BB-LR (Responder) hattinda, lityum igeren ortam ile 2-hafta boyunca farklilastirilmig
noronlardaki miR-34 ifade diizeyinin, lityumsuz ortamda 2-hafta boyunca farklilastiriimig
noronlara kiyasla 0,42-kat azaldig1 goriildii (p=0,0022). 4-hafta boyunca lityum igeren ortam ile
farklilastirilmis noéronlardaki miR-34 ifade diizeyinin ise, lityumsuz ortamda 4-hafta boyunca
farklilastirilmis néronlara kiyasla 0,75-kat azaldig1 saptandi (p=0,0002).

BB-LNR-1 (Non-Responder) hattinda miR-34a ifade diizeyinde sadece 2-haftalik
noronlarda 0,3-kat azaldigi saptandi (p=0,0022); 4-haftalik noronlarda ise bu etki goriilmedi
(p>0,05). Son olarak BB-LNR-2 (Non-Responder) hattinda ise sadece 2-haftalik néronlarda miR-
34a ifade diizeyinin 1,46-kat artti1 gézlendi; fakat bu etki 4-haftalik néronlarda saptanmadi (Sekil
12).

(Kontrol) Lityumsuz ortam
ile 2 hafta farklilagmis noéronlar

1 mM LiCl ile 2 hafta

*k farklilasmig néronlar

(Kontrol) Lityumsuz ortam
ile 4 hafta farklilasmis néronlar

1 mM LiClile 4 hafta

*% *kk
10 - L - T farkhlagmig néronlar

0,51

0,0 T T . T T T T

BB-LR BB-LNR-1 BB-LNR-2

1,54

000

miR-34a Ekspresyonu
(Kontrole gore kat degigimi)

Sekil 12. Lityum ile farklilastirilmis hiicrelerde miR-34a ifade degisimleri. Her iki gruba ait NPH’ler
ImM lityum varliginda 2- ve 4-hafta siire ile farklilastirildi ve miR-34a ifade diizeyleri RT-qPCR ile
Olciildii, ayn1 zaman noktasinda tedavi almamais hiicrelere oranlandi (Mann-Whitney U testi, n=6, *: p<0,05;
¥ p <0,01; ¥**: p<0,001).
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Takip eden deneylerde, aym1 Ornekler kullanilarak belirlenmis olan miR-34a hedef
genlerinin ifade diizeyleri incelendi. BB-LR hattinda 4-haftalik lityum uygulamasinin ANK3,
AXIN2, CACNA1C ve CACNB3 mRNA ’larinda hafif (<1,5-kat degisim), BCL2, BDNF ve SYT1
mRNA diizeylerinde ise 1,5-kat ve iizeri olacak sekilde, istatistiksel olarak anlamli artis sagladigi
belirlendi: ANK3 mRNA ifade diizeyi 1,3 katina (p=0,032), BDNF mRNA ifade diizeyi 1,51 katina
(p=0,0022), AXIN2 mRNA ifade diizeyi 1,4 katina (p=0,0022); BCL2 mRNA ifade diizeyi 1,93
katina (p=0,0002); CACNA1C ve CACNB3 mRNA ifade diizeyleri 1,29 katina (p=0,032) ve SYT1
mRNA ifade diizeyi 1,69 katina (p=0,022) ¢ikt1. Ote yandan BB-LNR-1 ve BB-LNR-2 hatlarinda
lityumun herhangi bir zaman noktasinda istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadig1 goriildi

(Sekil 13).
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4.6. Lityumun BB hastalarina Ozgii NPH’lerin Canhligina Etkisi

Bir dnceki asamada lityumun, 6zellikle ndronal sag kalim ve néroproteksiyon yolaklarinda
is goren BDNF ve BCL2 mRNA ifade diizeylerinde artis sagladig1 gdzlenmisti. Ancak bu sonuglar,
uzun siireli (2- ve 4-hafta) lityum inkiibasyonu ile elde edildi. Farklilagmaya bagslamig/
farklilagsmasini  tamamlamig noronlarda hiicre boliinmesinin - durdurdugu g6z Oniinde
bulundurularak, bir sonraki asamada, akut lityum inkiibasyonunun (0-72 saat), aktif olarak
boliinmesi devam eden NPH’ler {izerine nasil bir etkisi oldugu incelendi. Bu amacla BB hastalarina
ait NPH’ler lityum ile inkiibe edilerek hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasi parametreleri Real Time-Glo
ve PrestoBlue kitleri kullanilarak degerlendirildi.

Ilk asamada NPH’ler 96 kuyulu kiiltiir kaplarina ekilerek doz ve zaman egrisi hazirlamak
amaciyla degisik dozlarda lityum (0-10 mM) ile birlikte Real Time-Glo™ MT boyasi ile inkiibe
edildiler. Sonuglar ilk luminesans dl¢iime (To) oranlanarak hesaplandi. Lityumsuz ortam ile aym
stire inkiibe edilmis hiicrelere (kontrol) kiyasla 1 mM lityum inkiibasyonunun BB-LR hattinda
hiicre ¢ogalmasini 48. saatten itibaren istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirdig1 (48.saatte 1,3-
kat artis, p=0,016; 72.saatte 1,28-kat artis, p=0,016) belirlendi. 5 mM ve daha yiiksek dozlarin ise
istatistiksel olarak anlaml1 bir etkisinin bulunmadig: saptandi. Ote yandan BB-LNR-1 ve BB-LNR-
2 hatlarinda lityumun 0,5-10 mM dozlarinin istatistiksel olarak anlamli herhangi bir etkisinin

bulunmadig: belirlendi (Sekil 14).

-= Kontrol
Lityum (0,5 mM)
A B C Lityum (1 mM
iy £ b
- Lityum (5 m
BB-LR BB-LNR-2 — Lityum (10 mM)
BB-LNR-1
2,57 3,0 2,57
B 2 B
E _ v E = 257 . ~=32 E —
SE 20 s o E — S F 20 5
0@ 2 gg : ’ o @ =
e " S8 20 6%
33 Y 338~ p S8
=T 1,5 = =< 15
k] S 45 ®
T g ’ °©
o '3
1,0 T r T r T r 1,0 T T v y T T 1,0 T r T T v T
12 24 36 48 60 72 12 24 36 48 60 72 12 24 36 48 60 72
Zaman noktasi (Saat) Zaman noktasi (Saat) Zaman noktasi (Saat)

Sekil 14. Lityum inkiibasyonunun hiicre canhili@ina etkisinin Real Time-Glo ile dl¢iilmesi. NPH’ler
lityum igeren ortam ile inkiibe edilirken es zamanli olarak dl¢iimler alindi. Tiim zaman noktalari ilk 6l¢iime
(To) oranlanarak bagil hiicre canliligi hesaplandi. (A) Lityum responder hat BB-LR ve Lityum non-
responder hatlar (B) BB-LNR-1 ve (C) BB-LNR-2 (Mann-Whitney U testi, n=5, *: p < 0,05).
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Elde edilen sonuglarin dogrulanmasi i¢in ikinci bir yontem olarak PrestoBlue boyasi
kullanild1. Tiim hiicre hatlar1 96 kuyulu kiiltiir kaplarina ekilerek, anlamli artisin gézlendigi doz
olan 1 mM lityum ile inkiibe edildi ve farkli zaman noktalarinda 6l¢tim alindi. Real Time-Glo
yontemi ile alinan sonuclara benzer sekilde, 1| mM lityum ile 72 saat inkiibasyonun, BB-LR
hattinda canliligt %21 arttirdigt ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0,032)
belirlendi. Ancak BB-LNR-1ve BB-LNR-2 hatlarinda hiicre canlilik parametrelerinde istatistiksel
ve biyolojik olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi (Sekil 15).
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Sekil 15. Lityum inkiibasyonunun hiicre canliligina etkisinin PrestoBlue ile 6l¢iilmesi. NPH’ler lityum
iceren ortam ile 24, 48 ve 72 saat siire ile I1mM lityum ile inkiibe edildi. Hiicre canlilig1 PrestoBlue kiti ile
oOlciilerek, bagil hiicre canlilig1 ayn1 zaman noktasinda tedavi almamais hiicrelere (kontrol) oranlandi. (Mann-
Whitney U testi, n=5, *: p<0,05).

Lityumun BB-LR hattinda canliliga olan etkisi Real Time-Glo kitinde 48. saatten itibaren
oOlgiilebilir iken PrestoBlue kitinde sadece 72. saatte gdzlenmesi ise kitler arasi1 hassasiyet farkina

baglandi.

4.7. Lityumun Norogeneze Etkisi
Son asamada ise lityumun norogeneze olan etkilerini degerlendirmek amaciyla
immunfloresans boyama deneyleri gerceklestirildi. BB hastalarina ait NPH’ler lityum varliginda

farklilastirilarak erken noronal evrede (1-hafta) norit uzunluklar 6l¢ildi (Sekil 16). Birinci
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haftadan sonra ndronal dallanmanin olduk¢a karmagik hale gelmesi sonucu dl¢limiin yapilamamasi
nedeniyle, norit dlgiimleri i¢in erken evre secildi.

Lityum iceren/icermeyen ortamlar ile farklilagtirilan hiicrelerden alinan goriintiilerde,
hiicrelerin sahip olduklar1 ndritlerin uzunluklar 6l¢iildii. Lityum icermeyen ortamda farklilasan
hiicrelerin ortalama noérit uzunlugu 36,12 puM, lityum ile farklilagtirllan BB-LR hattina ait
hiicrelerin ortalama norit uzunlugu 60,42 uM olarak hesaplandi ve ndrit uzunlugundaki bu artigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0,0001). Ancak BB-LNR-1ve BB-LNR-2 hatlarinda

istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisiklik saptanmadi.
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BB-LR BB-LNR-1 BB-LNR-2

Sekil 16. Lityum varh@inda hiicre farklilasmasinin nérogeneze etkisi. (A) Erken ndronlarin temsili
goriintiisii ve (B) her gruptan elde edilen goriintiilerden ndrit uzunlugu dl¢iimleri Imagel programa ile analiz

edildi ve ayni zaman noktasinda tedavi almamis hiicrelere (kontrol) oranlandi. (Mann-Whitney U testi,
*EEE: p <0,0001).
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Norogenez ayrica, 2- ve 4-hafta siire ile farklilastirilmis néronlardan elde edilen RNA’lar
kullanilarak RT-qPCR yontemi ile de degerlendirildi. Bu amagla sinaptik genlerden SYP, SYN ve
SYTI; yetiskin ndrogenez belirteglerinden DCX ve ndronal belirtec MAP?2 ifade diizeyleri analiz
edildi. Lityum varliginda farklilastirilan BB-LR hattina ait ndronlarda (ayn1 hatta ait ve herhangi
bir tedavi uygulanmamis noronlara kiyasla) sinaptik genlerin tiimiinde, her iki zaman noktasinda
da istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goriildii. SYP mRNA ifade diizeyi 2-haftalik
noronlarda 1,52-kat, 4-haftalik néronlarda ise 1,62-kat (p=0,0022); SYN mRNA ifade diizeyi 2-
haftalik néronlarda 1,46-kat, 4-haftalik néronlarda ise 1,86-kat (p=0,0022); SYT1 mRNA ifade
diizeyi ise 2-haftalik néronlarda 1,22 katina ¢ikt1 (p=0,016), 4-haftalik noronlarda ise 1.72-katina
¢ikt1 (p=0,0022). Ote yandan bu genler i¢in BB-LNR-1ve BB-LNR-2 hatlarinda istatistiksel olarak
anlamli herhangi bir degisim gozlenmedi.

Yetigkin nérogenez belirteci olan DCX mRNA ifade diizeyinin lityum ile 2-hafta boyunca
farklilagtirrllan BB-LR hattina ait noronlarda 1,38-katina yiikseldigi (p=0,016), 4-haftalik
noronlarda ise 1,93-katina (p=0,0006) yiikseldigi goriildii. Son olarak, néronal belirteglerden biri
olan MAP2 mRNA ifade diizeyinin de lityum ile farklilastirlan BB-LR hattina ait 2-haftalik
noronlarda 1,22-katina (p>0,05), 4-haftalik ndronlarda ise 1,86-katina yiikseldigi (p=0,0022)
saptandi. Sinaptik genlere benzer sekilde bu genler i¢in de BB-LNR-1ve BB-LNR-2 hatlarinda

istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisim gozlenmedi (Sekil 17).
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Sekil 17. Lityum varh@inda farkhilagtirmanin norogenez yolagindaki genlere etkisi. NPH’ler lityum
iceren ortam ile 1 hafta boyunca farklilagtirildi. (A) Sinaptik genlerden SYT1, SYN ve SYP (B) yetiskin
norogenez belirteglerinden DCX ve (C) noronal belirtec MAP2 mRNA ifade diizeylerinin zamana bagli
degisimleri incelendi. Kat degisimleri aynm1 zaman noktasinda tedavi almamis hiicrelere (kontrol)

oranlanarak verildi (Mann-Whitney U testi, n=5, *: p<0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 ****: p< 0,0001).

4.8. miR-34a Asir1 ifadesinin BDNF mRNA ve Protein ifadesine Etkisinin SH-SY5Y
Hiicrelerinde Incelenmesi

miR-34a’nin  hedef genleri incelendiginde BDNF, TarBase ve miRTarBase
veritabanlarinda deneysel olarak dogrulanmig genler arasinda bulunmamaktaydi. Ancak PITA
veritabaninda gergeklestirilen analizde, miR-34a-5p ve BDNF transkriptleri arasinda smirda
[BDNF-211  (ENST00000439476), BDNF-212 (ENST00000525528) ve BDNF-207
(ENST00000395986) transkriptleri i¢in Skor = —7,17], ancak potansiyel bir iligki saptandi.

Bu nedenle fonksiyonel deneyler araciligiyla hiicre i¢indeki iliskinin saptanabilmesi i¢in

transfeksiyon deneyleri gergeklestirildi. Bu deneylerde ndron benzeri bir hiicre hatti olan SH-
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SYSY hiicreleri kullanildi. Transfeksiyon etkinligi miR-34a seviyesinde yaklagik 300 katlik bir
artisin oldugunun saptanmasi ile dogrulandiktan sonra, ayn1 kosullarda BDNF mRNA ifade
diizeyinin 0,4-kat azaldig1 saptand1 (p=0,0077) (Sekil 18 A-B). Gen ifade diizeyindeki bu degisimin
protein seviyesine olan yansimasinin incelendigi deneylerde ise, miR-34a mimigi ile transfekte
edilen hiicrelerde, kiiltiir ortamina salinan BDNF protein miktarinda yaklasik %50 oraninda azalma

saptand1 (p<0,0001) (Sekil 18C).
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Sekil 18. miR-34a asin1 ifadesinin BDNF mRNA seviyesine ve protein salimmina etkisi. SH-SYS5Y
hiicreleri miR-34a veya negatif kontrol mimikleri ile transfekte edildi ve hiicrelerde (A) miR-34a seviyesi
(B) BDNF mRNA seviyesi ve (C) hiicre kiiltiiriine salinan BDNF protein miktarlar1 6l¢iildii (Mann
Whitney-U testi, n=5, *: p<0,05; ****: p <0,0001).
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5. TARTISMA

miRNA'larin beyin fonksiyonu ve hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda/siirecindeki 6nemini
isaret eden caligmalara ragmen, BB’de miRNA'larin rolii hakkinda az sayida bilgi bulunmaktadir.
Bu nedenle, bu ¢alismada BB hastalarindan elde edilen IPS hiicreleri néronlara farklilagtirilmis ve
bu noronlarda global miRNA ifade degisimlerinin incelenmesi amaglanmistir.

IPS hiicre-tabanli hastalik modellemesinde, hasta ve saglikli bireylerden elde edilen farkl
somatik hiicrelerden [6rnegin fibroblasttan (Takahashi ve ark., 2007), kan mononiiklear hiicreler,
(Staerk ve ark., 2010), idrar kokenli hiicreler (Zhou ve ark., 2012) vb.] IPS hiicreleri
olusturulabilmektedir. Belirli kosullarda ilgilenilen hiicre tiplerine farklilagtirilan IPS hiicreleri,
ilgilenilen hastaligin tan1 ve tedavisinde molekiiler profilleme, hiicresel 6zelliklerin/bozukluklarin
incelenmesi, ilag denemeleri gibi pek c¢ok olanak saglamaktadir. IPS hiicre teknolojisinin
gelisiminden Once, 6zellikle noropsikiyatrik ¢calismalarda hayvan modelleri, hastadan elde edilmis
ornekler [postmortem beyin dokulari1 veya noron dis1 6rnekler (kan veya beyin omurilik sivisi,
lenfoblastoid hiicre hatti, fibroblastlar vb.)] kullanilmistir. Ancak bu modeller belirli sinirliliklara
sahiptir. Hayvan modelleri, insan ve hayvan beyni arasindaki tiire 6zgii farkliliklar nedeniyle
sonuglarin hastaligin yorumlanmasinda ve hastalik fenotiplerinin birebir tekrarlamasinda
kisithiliklara yol agmaktadir. Ozellikle yiiksek islevlerin séz konusu oldugu ndropsikiyatrik
hastaliklarda hastalik modelinin deney hayvanlarinda olusturulmasi ve analizi yiiksek oranda
davranig modellerine bagimlidir ve bu gibi sinirlayici etmenler ila¢ denemelerinde/gelistirmede de
siklikla basarisizliga yol agmaktadir (Nestler ve Hyman, 2010). Primer hiicrelerin kullanim ise,
ozellikle noropsikiyatrik hastaliklarda taze beyin dokusuna erisim zorlugu nedeniyle tercih
edilememektedir. Postmortem dokulara erisim nispeten kolay olsa da ndronal hiicrelerin oksijen
eksikligine ve kan destegine olduk¢a duyarli olmasi bu dokulardan hiicre izolasyonunu
zorlagtirmaktadir. Hastalardan alinan periferal doku 6rnekleri (kan, beyin omurilik sivisi vb.), ilag
etkilerinin incelenmesi ve hastaligin ilerleyisinin takibi agisindan 6nemli ipuglar1 saglamakla
birlikte, bu 6rnekler hastaligin kdkeni olan néronal dokuyu tam olarak temsil etmemektedir. Bu
baglamda, IPS hiicre iiretimi -6zellikle giincel modelleme sistemleri ile karsilastirildiginda sahip
oldugu avantajlar ile birlikte- noropsikiyatrik hastaliklarin modellenmesinde hizla popiiler

olmustur (Li ve ark., 2018). IPS hiicrelerinin bu alanda ilk kullanimi sizofreni hastaliginin
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modellenmesi ile baslamistir (Brennand ve ark., 2011). 2014 yilindan itibaren ise BB hastalarindan
alinan fibroblastlardan elde edilmis IPS hiicrelerinin kullanildig1 yaymlar ¢ikmaya baslamistir
(Tablo 2).

Bu tez calismasinda, sahip oldugu avantajlar goz Oniinde bulundurularak hastalik
modellenmesi igin IPS hiicre teknolojisinden faydalanilmistir. Ote yandan, bu teknolojinin mali
yiikiiniin ve is giicli ylikiiniin oldukca biiyiik olmas1 nedeniyle ¢alismada sadece iic BB hastas1 ve
iic saglikli kontrolden alinan fibroblast hiicreleri IPS hiicrelerine ¢evrilebilmistir. Daha sonra bu
hiicreler NPH’lere farklilastirilarak karakterize edilmis, elde edilen bu NPH’ler olgun ndronlara
farklilastirilmistir. Calismanin ilk asamasina bir bagka proje kapsaminda elde edilen ve tarafimiza
bagislanmis olan bir BB hastast ve bir saglikli kontrol NPH’leri de dahil edilmistir. Tiim
NPH’lerden, néronal farklilasmanin belirli zaman noktalarinda (2-, 4- ve 6-hafta) RNA ornekleri
toplanmis, olusturulan 6rnek kiitiiphanesinde ise global miRNA profillemesi ger¢eklestirilmistir.
Secilen zaman noktalar1, daha dnce literatiirde bildirilen erken evre ve olgun ndron eldesi siirelerine
uygun olarak belirlenmistir (Kim ve ark., 2015). Hasta 6rneklerinde farkli ifade diizeylerine sahip
olan miRNA’larin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen Nanostring miRNA analizi sonucunda ise, BB
hastalarinda pek ¢ok miRNA’nin ifade diizeyinin farklilik gosterdigi belirlenmistir. BB hastalarina
ait NPH’lerde en fazla artig, Let-7 ailesine ait let-7a-5p, let-7d-5p, let-7i-5p, let-7g-5p, let-7-5p,
let-7¢c-5p, let-7b-5p, let-7e-5p miRNA’larinda goriilmiistiir. Literatiire bakildiginda, NPH'lerde
Let-7 ailesi miRNA'larin hatali ifade edilmesinin proliferasyonu azalttig1 ve ndéronal farklilasmay1
inhibe ettigi bildirilmistir [(Cimadamore ve ark., 2013); (Zhao ve ark., 2010)]. Ayrica bir
tamamlayic1 genomik calismasinda yapilan analizler sonucunda let-7 ailesinin lityum uygulamasi
ile istikrarl bigimde azaldig1 ve bu durumun hastalarin lityuma yanitinin dngériilmesinde 6nemli
bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi one stiriilmiistiir (Hunsberger ve ark., 2015).

Nanostring sonuglarinda en az iki farkli zaman noktasinda anlamli degisiklik gdsteren
miRNA’lar incelendiginde, BB hastalarinda {i¢ miRNA’nin (hsa-miR-16-5p: NPH ve 2-haftalik
ndronlarda; hsa-miR-629-5p ve hsa-miR-324-5p ise 2- ve 6-haftalik noronlarda) diizeylerinin
diisiik oldugu, tic miRNAnin ise (hsa-miR-23a-3p: NPH ve 2-haftalik néronlarda; let-7b: NPH ve
2-haftalik noronlarda; hsa-miR-34a-5p 2-, 4- ve 6-haftalik néronlarda) diizeylerinin yiiksek oldugu
saptanmistir. Ote yandan ¢alismaya dahil edilen hasta ve kontrol say1sinin cok az olmasi nedeniyle

istatistiksel bir degerlendirme yapilamamis ve literatiirdeki destekleyici bilgiler degerlendirilerek
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(bir sonraki paragrafta 6zetlenmistir) BB hastalarina ait noronlarda sabit bir sekilde yliksek oldugu
goriilen (2-haftalik erken evre noronlarda 2.8-kat; 4-haftalik néronlarda 3.24-kat ve 6-haftalik
noronlarda 2.4-kat yiiksek) miR-34a iizerine yogunlasilmis, ¢esitli biyoinformatik analizler ve
fonksiyonel deneyler planlanmistir.

Literatiirde miR-34a ve beyin dokusu/hiicreleri iligkisini inceleyen ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Farkli doku tiplerinde miR-34 ailesinin ifade profilini inceleyen bir ¢aligmada,
diger dokulara kiyasla beyin dokusunda miR-34a’nin daha yiiksek diizeyde ifade edildigi
saptanmigtir. Ayn1 c¢alismada beynin farkli bolgelerinde miR-34 ailesinin ifade diizeyleri de
kiyaslanmis ve serebellum diginda kalan bolgelerde miR-34a ifade diizeylerinin miR-34b ve miR-
34c’ye kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Jauhari ve ark., 2018). Fare embriyonik
hiicrelerinden farklilastirilmis ndéronal hiicrelerde miR-34a asir1 ifadesinin sinaptik proteinlerin
ifadelerini negatif olarak etkiledigi ve dendritik dallanmalar1 azalttig1 gosterilmistir (Agostini ve
ark., 2011). Bu baglamda yapilan bir diger ¢aligmada ise insan fibroblastlarindan elde edilen
indiiklenmis noéronlar kullanilmis ve miR-34a’nin asir1 ifadesinin ndronal olgunlasmayi ve
sinaptogenezi engelledigi saptanmistir (Bavamian ve ark., 2015). Literatiire bakildiginda, miR-34a
ifade diizeyinin bozulmasi ile BB arasinda iliski oldugunu bildiren de ii¢ ¢alisma bulunmaktadir.
Smallheiser ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 15 BB hastasi ve 15 saglikli kontrolden alinmis
postmortem doku 6rnekleri (PFC -BA10) incelenmis ve bu beyin alaninda miR-34a ifadesinde hafif
bir azalma (yaklasik %15) bildirilmistir (Smalheiser ve ark., 2014). Benzer sekilde, Azevedo ve
ark. da anterior singulat (BA 24) bdlgesi i¢in hafif bir azalma (yaklasik %25) bildirmistir (Azevedo
ve ark., 2016). Ote yandan, Bavamian ve ark. tarafindan gergeklestirilen caligmada ise literatiirde
daha oOnce bahsi gecen iki bolge ve ek olarak serebellumdaki miR-34a ifade diizeyleri
belirlenmistir. Bu c¢alismanin sonucunda, PFC ve anterior singulat korteksteki miR-34a ifade
diizeylerinde kontrol ve BB hastalar1 arasinda farklilik saptanmazken, serebellumda yiiksek miR-
34a ifadesi belirlenmistir. Ayni calismada, miR-34a seviyesinin iki BB hastasindan alinan
fibroblastlardan {iretilmis indiiklenmis noronlarda da kontrollere kiyasla yiiksek oldugu
gbzlenmistir (Bavamian ve ark., 2015).

Calismamizda oncelikle miR-34a ifade diizeyinin BB hastalarinda arttigi RT-qPCR
kullanilarak dogrulanmistir. Dogrulama deneyleri iki farkl1 grafik seklinde sunulmustur. 11k analiz,

Nanostring profillemesinde izlenen yolun tekrarini temsil etmektedir; elde edilen sinyaller saglikli

62



kontrollerden elde edilen Orneklere oranlanarak kat degisimi seklinde verilmistir. Bu analiz,
Nanostring sonuglarini dogrular nitelikte olup miR-34a ifade diizeyinin BB hastalarinda arttigini
gostermistir. Ikinci analizde ise, kat degisiminin hesaplanmasinda her hiicrenin kendi NPH
sinyalleri kullanilmistir. Boylece, miR-34a’nin farklilagma ile birlikte ifadesinin nasil degistiginin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu analiz sonucunda ise, miR-34a diizeylerinin saglikli kontrollere ait
ndronlarda, farklilagsma ile birlikte azaldigi, BB hasta drneklerinde ise aksine bir artis meydana
geldigini gostermistir. Bu durum, miR-34a’nin hedef genlerinin nérogenez ve sinaptogenez ile
iligkili genleri kapsadigi goz oniinde bulunduruldugunda olduk¢a énemlidir; zira artmis miR-34a
diizeyleri norogenez ve sinaptogenez ile iligkili bu genlerin ifade diizeylerini de dogrudan
etkileyebilmektedir (Bavamian ve ark., 2015).

Calismamizin bir sonraki asamasinda, BB hasta oOrneklerinde artmis miR-34a
diizeylerinin, hastaligin tedavisinde siklikla basvurulan bir DDD ajan olan lityum ile nasil
degisecegini arastirilmistir. Lityum, etki mekanizmalari tam olarak agiklanamamis olsa da uzun
yillardir BB tedavisi i¢in en sik kullanilan ilaglardan biridir. Lityuma baslangici takiben, hastalar
arasinda ilaca yanit verme siireleri arasinda biiytik farkliliklar bulunmaktadir; ancak tedavinin etkili
olup olmadigini belirlemek uzun zaman alir. Halen ne lityum ne de diger DDD ilaglar i¢in ‘uzun
donemli yanit (long-term response)’ tanimi iizerinde uzlagsmaya vartlamamigtir. Lityum 6zelinde
bakilacak olursa, BB hastalarinin yaklasik %20-30'u 10 yil siire ile herhangi bir mani/depresif
donem varlig1 olmaksizin klinik semptomlarda giiglii ve siirekli bir iyilesme gdstermektedir ve bu
gruptaki hastalar ilaca milkemmel yanit verenler (responder) olarak siiflandirilabilir (Miura ve
ark., 2014). Ote yandan, hastalarin yaklasik %30'u ilaca kismen yanit vermekte, %40'1indan fazlasi
ise lityuma higbir klinik yanit vermemektedir (non-responder) [(Baldessarini ve Tondo, 2000);
(Garnham ve ark., 2007); (Sportiche ve ark., 2017)]. Lityum yanitindaki bu degiskenlik ile iligkili
faktorlerin uzun siiredir arastirtlmaktadir. Klinik profil, hastalarin lityum tedavisine yanitinin
ongoriilmesinde halen en yararli segenektir [(Grof, 2010); (Kleindienst ve ark., 2005)]. Bu klinik
profili olusturan bilesenler arasinda, epizodik tedavi dncesi 6n tedavi klinik seyri, hastanin aile
oykiisii (6zellikle lityuma yanit veren BB aile bireyi/akraba), diisiik komorbidite oranlari (6zellikle
anksiyete ve madde kotiiye kullanimi bozukluklar) ve tipik klinik goriiniim sayilabilir (Papiol ve

ark., 2018). Calismamiza dahil edilen ii¢ hasta i¢in, tiim bu kriterler ve tedavi ile diizelme yanitlar1
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bir psikiyatrist tarafindan degerlendirilmistir. Daha sonra 6rnekler -calismanin sonuna kadar gizli
tutulmak suretiyle- veritabanina responder/non-responder olarak kayit edilmistir.

Lityumun miR-34a iizerine olan etkisinin incelendigi deneylerde, tiim BB hastalarina
ait NPH’ler lityum igeren/icermeyen ortamlar ile 2- veya 4- hasta boyunca farklilastirilmis ve elde
edilen noronlarda miR-34a diizeyleri RT-qPCR ile 6l¢iilmiistiir. Bu deneylerin sonucunda, sadece
tek bir hastaya ait (BB-LR) ndronlarda miR-34a ifade diizeylerinin, her iki zaman noktasinda da
lityum ile birlikte istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 goriilmiistiir (sirasiyla %42 ve %75).
Diger iki hastaya ait noronlar incelendiginde, BB-LNR-1 hattinda 2-hafta siire ile lityum iceren
ortamda farklilagtirilan noéronlarda miR-34a ifade diizeyinde %30 azalis goriiliirken, aym
kosullarda BB-LNR-2 hattinda %46 artis goriilmiistiir. Ancak bu degisimler, 4-haftalik néronlarda
saptanamamustir. Literatlirde, lityumun miRNA ifade diizeyleri lizerine olan etkilerini inceleyen
baz1 ¢aligmalar bulunmakla birlikte, bu tezin yazildig: tarihte hastaya 6zgili noronlarda bu konuda
bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Bu nedenle, her ne kadar sadece ii¢ adet hastaya ait ornekler
degerlendirebilmis olsa da bu sonuglarin ilerleyen ¢aligmalara 6n veri saglayabilecegi
diistinilmistiir.

Teorik olarak bir miRNA yiizlerce mRNA’y1 hedefleyebilmektedir. Bu hedefler hiicre
cesitlerine 6zgii olabilecegi gibi, miRNA’lar farkli dokularda farkli genleri de hedefleyebilir (Tran
ve Montano, 2017). Bu durum g6z oOniinde bulundurularak, gergeklestirilen biyoinformatik
analizler sonucunda 6zellikle néronal yolaklarda i géren genler listelenmis ve bu listeden, daha
once gergeklestirilen ¢aligmalarda BB ile iliskilendirilmis genlerin sec¢ilmesine 6zen gosterilmistir.
Belirlenen bu genler ANK3, AXIN2, BCL2, BDNF, CACNAIC, CACNB3 ve SYT1’dir. Takip eden
deneylerde ise, belirlenen bu genlerin ifade diizeyleri incelenmistir. Bu deneylerin sonucunda,
lityum ile birlikte her iki zaman noktasinda da miR-34a diizeylerinde azalig goriilen hastaya ait
(BB-LR) noronlarda hedef gen diizeylerinin de lityum ile birlikte istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttirdig1 saptanmistir. ANK3, AXIN2, CACNA1C ve CACNB3 mRNA diizeylerindeki artis hafif
iken (<1,5-kat degisim), BCL2, BDNF ve SYTI mRNA diizeylerinde 1,5-kat ve iizeri artig
saptanmustir. Ote yandan, sadece 2-haftalik lityum ile farklilasma miR-34a seviyesinde %30
azalma goriilen BB-LNR-1 ve %46 artig goriilen BB-LNR-2 hatlarinda hedef genlerin ifade

diizeylerinde herhangi bir degisiklik saptanamamustir.
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BDNF harig, belirlenen tiim hedef genler miR-34a’nin dogrulanmis hedef genleri
arasinda oldugundan, bu genler icin ek bir dogrulama islemi yapilmamistir [(Agostini ve ark.,
2011); (Cha ve ark., 2012); (Bavamian ve ark., 2015)]. Bununla birlikte, karsilagtirmali hedef gen
analizlerinde sadece bir algoritmada tahmini gen olarak bildirilen BDNF geni i¢in ek olarak PITA
analizi gerceklestirilmis ve miR-34a-5p ile BDNF transkriptleri arasinda sinirda ancak potansiyel
bir iligki saptanmistir. Bu genin ¢alismaya dahil edilmek istenmesinin baslica nedenlerinden biri,
literatiirde BB hastalarinda BDNF deregiilasyonuna dair pek ¢ok ¢alismanin bildirilmis olmasidir.
BDNF, norotrofin ailesinin bir iiyesidir ve nérogenez, olgunlasma, plastisite gibi ndrogelisimsel
siireglerde 6nemli bir rol oynamanin yani sira (Gomez-Palacio-Schjetnan ve Escobar, 2013)
yetiskin beyinde noronal sag kalima da aracilik eder (Kowianski ve ark., 2018). Literatiirde BDNF
ve BB arasindaki iliskiyi arastiran ¢ok sayida caligmada, hasta serum Orneklerinde BDNF
diizeylerinin saglikli kontrollere kiyasla diisiik oldugu (Fernandes ve ark., 2011; Fernandes ve ark.,
2009; Li ve ark., 2014; Monteleone ve ark., 2008), ayrica BDNF genindeki Val66Met
polimorfizminin de BB ile iliskili oldugu gosterilmistir (Mandolini ve ark., 2018).

Bu nedenle, kurulan ek deneyler ile miR-34a asir1 ifadesinin néron benzeri bir hiicre
hatt1 olan SH-SYS5Y hiicrelerinde BDNF gen ve protein diizeylerine nasil bir etkisi oldugu
incelenmistir. Transfeksiyon islemlerinin NPH’lerde optimize edilememis olmast ve zaman
kisitliligi nedeniyle, sadece bu deneylerde transfeksiyon verimliligi yiiksek olan ve ge¢mis
caligmalarimizda optimize edilmis olan SH-SYS5Y hiicreleri kullanilmistir. Transfeksiyon
deneylerinin sonucunda, artmis miR-34a ifade diizeylerinde BDNF mRNA’sinda ve hiicrelerden
saliman BDNF protein miktarlarinda da istatistiksel olarak anlamli bir azalma (sirasiyla %40 ve
%350) saptanmistir. Deneysel miRNA-hedef gen dogrulanmasinda lusiferaz aktivitesi analizlerinin
gegerliligi kabul edilmektedir (Heyn ve ark., 2013); ancak calisma biit¢esinin kisitli olmast
nedeniyle lusiferaz aktivitesi analizi gerceklestiremedigi i¢in, kurulan bu deney seti ile, dolayl
yoldan da olsa miR-34a ve BDNF arasinda bir iliski oldugunu gosterilmistir. Ancak bu sonuglarin,
NPH’ler ile ve lusiferaz aktivitesi analizi ile dogrulanmasi sarttir.

Calisma sonuclarimizda dikkat ¢eken dnemli noktalardan birisi ise lityum etkinliginin
sadece bir hiicre hattinda (BB-LR; lityuma klinik olarak yanit veren hasta) gozlenmis olmasiydi.
Diger iki hiicre hattinda (BB-LNR-1 ve BB-LNR-2; lityuma klinik olarak yanit vermeyen hastalar)

ise ya yliksek dozlarda/ufak bir etkinlik saptanmig, ya da herhangi bir yanit alinamamigtir.

65



Calismaya dahil edilen 6rnek sayisinin olduk¢a az olmasi nedeniyle, drneklemimizde lityuma yanit
verdigi bilinen tek bir hastaya ait hiicreler degerlendirilebilmistir. Bu durum, elde edilen sonuglarin
genellestirilebilmesinin 6niinde biiyiik bir engel teskil etmektedir. Yine de literatiirde hastalarin
lityuma verdigi yanitlarin IPS hiicrelerden elde edilen néronlarda da saptanabilecegini igaret eden
calismalar mevcuttur. Yakin zamanda yayinlanan bir calismada, BB hastalarina 6zgii IPS
hiicrelerinden {iretilmis noronlarin, saglikli kontrol deneklerinden alinan ndronlara kiyasla
hipereksitabil oldugu, hiicrelere lityum uygulandiginda ise lityuma klinik olarak cevap veren
hastalara ait hiicrelerde hipereksitabilitede azalma meydana gelirken, cevap vermeyen hiicrelerden
herhangi bir diizelme olmadig1 bildirilmistir (Mertens ve ark., 2015). BB hastalarina 6zgii
immortalize lenfositlerden {iretilen IPS hiicrelerden elde edilen néronlarin kullanildig bir baska
caligmada da benzer sonuglar elde edilmistir (Stern ve ark., 2017). Literatiirdeki bu veriler, bir
hastanin klinik olarak lityum tedavisine yanit verip vermemesinin, hiicre diizeyinde in vitro olarak

da gozlenebilecegini isaret etmesi agisindan oldukg¢a dnemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda elde edilen sonuglar, BB hastalarindan elde edilen néronlarin sahip
oldugu miRNA ifade profilinin, saglikli kontrollere kiyasla 6nemli farkliliklar igerdigini isaret etse
de caligmaya sadece ii¢c adet BB hastas1 ve ii¢ adet saglikli kontroliin dahil edilebilmis olmasi ¢gok
onemli bir kisithliktir. Bunun neticesinde, miRNA profillemesi sonucunda istatistiksel olarak 1,5
kat ve daha fazla degisim gosterdigi tespit edilen miRNA’lar belirlenmis ve ¢aligmanin ilerleyen
asamalarinda ¢alisilmak ilizere miR-34a se¢ilmistir. Bu miRNAnin se¢ilmesinin baslica nedenleri
miR-34a’nin literatiirdeki ¢alismalarda BB ile iligski oldugunun bildirilmis olmas1 ve bizim de tiim
orneklerimizde artmis olmasidir. Bununla birlikte, gelecekte planlanacak calismalarda, ¢alisma
oncesinde gerceklestirilerek gili¢ analizine uygun sayida hastadan ornek elde edilerek yeni bir
global miRNA analizinin ger¢eklestirilmesi, hastalik olusumunda ve gidisatinda rol oynayan tiim
miRNA’larin belirlenebilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Ek olarak, BB tedavisinde siklikla basvurulan bir ila¢ olan lityumun, hastalik ile iligkili
oldugu diisiiniilen miR-34a ifadesindeki artis1 geri ¢evrilebilir olmasi ihtimali oldukea ilgi ¢ekici
olmakla birlikte, bu verilerin tek bir hastadan elde edilen bulgulara dayaniyor olmasi oldukc¢a
yetersizdir. Bu deney sonuglarinin yorumlanabilmesi ve lityumun etki mekanizmasinda miR-
34a’nin rolii olup olmadigmin anlasilabilmesi i¢in daha fazla lityum-responder/non-responder

hastalarda incelenmesi kesinlikle gereklidir.
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Partners HealthCare System
Research Consent Form

Research Tissue Bank with Certificate of Confidentiality Subject Mensfication

Version Date: April 2010

Protocol Title: The Use of Human Skin and Blood Derived Cells in the
Creation of Cellular Models of Neuropsychiatric Disorders

Principal Investigator: Roy Perlis, MD, MSc
Site Principal Investigator: Stephen J. Haggarty, PhD

Description of Subject Population: Adults that may have previously been seen in
the Emergency Room or hospitalized and have had at least one diagnosis
relating to neuropsychiatric or cognitive symptoms; adults with bipolar
disorder, major depression, Velocardiofacial syndrome or a related
neurodevelopmental disorder, and volunteers without any of these
disorders.

Collection of Samples and Health Information for Research

About this consent form

Please read this form carefully. It tells you important information about the collection and
storage of tissuc samples for rescarch. A member of our research team will also talk to you
about taking part in this research study. People who agree to take part in research studies are
called “subjects.” This term will be used throughout this consent form.

Partners HealthCare System is made up of Partners hospitals, health care providers, and
researchers. In the rest of this consent form, we refer to the Partners system simply as
“Partners.”

If you have any questions about the research or about this form, please ask us. Taking part in
this research study 1s up to you. If you decide to take part in this rescarch study, you must sign
this form to give your permission. We will give you a signed copy of this form to keep.

What is this research about?

There are many types of mental illness. We hope that our research will help us find what causes
depression, bipolar disorder, and other mental illness. We hope that a better understanding of the
causes of these and other discases, including Velocardiofacial syndrome (VCFS) and related
neurodevelopmental disorders, will lead to better treatments.
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Research Tissue Bank with Certificate of Confidentiality Subject Mdensfication
Version Date: April 2010

We also want to understand the genetics of how such disorders may be passed on in families.
Genetics is the study of the way physical traits and characteristics get passed down from one
generation to the next. It includes the study of genes. Genes are the parts of each living cell that
contain the instructions that tell our bodics how to grow and work. Genes determine
characteristics such as hair and eye color. Genes are inherited (that is, passed from parent to
child). DNA is the material that makes up your genes. Genes may also mean that you are likely
or unlikely to have certain illnesses.

In our research, we will compare the genes of subjects with Velocardiofacial syndrome and
related neurodevelopmental disorders, subjects with neuropsychiatric disorders, including bipolar
disorder and depression, and subjects without any of these disorders.

What is the purpose of this research tissue bank?

Research tissue banks collect and store many types of samples, such as blood, urine or other
bodily material. The purpose of this research tissue bank is to collect, process, and store samples
until researchers need them to do research,

Tissue samples in this bank will be used mainly for research on neuropsychiatric disorders. To
do this study, we will collect skin, urine and blood samples. We hope that by comparing samples
from healthy volunteers to adults with Velocardiofacial syndrome or related neurodevelopmental
disorders and to samples from volunteers with a mental illness that may have necessitated
hospitalization or a trip to the Emergency Room, we will come to a better understanding of the
causes of these and other diseases which will lead to better treatments.

The National Institutes of Health (NIH) is paying to have your samples processed and stored in
this tissue bank.

Our rescarch tissue bank is located at Massachusetts General Hospital. There is no set limit to
the number of individuals who provide samples to this bank. The more samples and health
information that we can collect, the more useful the tissue bank will be for research.

Tissue banks have rules about which rescarchers can get samples and what kind of rescarch they
can do using the samples. Researchers can use samples and information from this bank to study
medical questions related to mood disorders and other unrelated diseases, For example, they may
study what causcs and what helps prevent, treat, or cure a discase, and how it may be passed on
in families.
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Research Tissue Bank with Certificate of Confidentiality Subject Mdensfication
Version Date: April 2010

In the future, we will also do other research that may not be related to these medical conditions,
but may lead to better treatments for these and other diseases.

We are asking you to take part in this study because you may have previously been seen in the
Emergency Room or hospitalized and have had at least one diagnosis relating to neuropsychiatric
or cognitive symptoms, or because you have Velocardiofacial syndrome or a related
neurodevelopmental disorder, or because you do not have one of these disorders.

We hope to enroll 810 subjects at Massachusctts General Hospital.
What will I have to do to give samples to the tissue bank?

This study involves one study visit, with the option to split over two visits within one week of
cach other, which will last approximately three to four hours.

We are asking you to allow us to take small samples of your skin, urine and blood for our
rescarch, and to store your samples in a rescarch tissue bank. If you agree, we will prepare the
samples and place them in the bank. We will use some of your blood cells to create a living
tissue sample (called a “cell line”) that can be grown in the laboratory. This allows researchers to
have a continuing supply of your cells in the future, without asking for more samples from you.

We also plan to use the cells taken from your skin, urine and blood to create a type of cell known
as a pluripotent cell. This type of cell can be used to grow different types of tissue, including fat,
muscle and nerve cells. However, this type of cell will not be used for cloning or to create
another living being.

Blood Sample

We will collect a blood sample by placing a needle into a vein in your arm and drawing 32 ml
(approximately 6.5 teaspoons) of blood. The procedure is the same one that is used to collect
blood for routine laboratory tests. It will take about 2 minutes to collect a sample of your blood.

Urine Sample
We will collect a urine sample from a small group of patients. We will use the cells from your
urine to develop new techniques for ereating pluripotent cells,

Skin Biopsy

We will do a “punch™ biopsy when you come to the clinic (If you are already in the hospital and
it is more convenient for you, we can do this biopsy before you leave the hospital). First, we will
clean your skin on your arm or your hip with alcohol. Then we will apply EMLA cream, a local

anesthetic (numbing medication), before using a small needle to inject Lidocaine (also a local
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ancsthetic) into your skin to numb the arca, Some people think the Lidocaine shot feels like a bee
sting, but you should feel very little since the EMLA cream will already have taken effect. The
Lidocaine shot makes your skin numb right away.

Using a special tool designed for this purpose, we will take a small piece of skin, about the size
of the tip of a ballpoint pen. You may have a small scar from the biopsy. This biopsy procedure
will take up to 10 minutes,

After the punch biopsy, we will give you information about how to care for the arca where the
biopsy was done. The chance of getting an infection is very small, but we will tell you what to
watch for, and how to reach us if you think you need to. Please tell the study doctor if you are
taking any of the following: warfarin (Coumadin), dibagatran (Pradaxa), clopidogrel (Plavix),
aspirin (every day), or another medication that may affect how your blood clots. Individuals who
are taking aspirin and have an increased risk for cardiovascular or cerebrovascular events (such
as history of cerebrovascular discase, cardiac surgery, unstable angina, coronary stenting, etc.)
are not eligible to participate in the study. Individuals who are taking aspirin and are not at
mcreased risk for cardiovascular or cerebrovasuclar events, have self-elected to take aspirin, or
are taking aspirin for pain relief will be asked to refrain from taking aspirin 7-10 days before the
visit in order to decrease risk of bleeding post-biopsy.

We may ask you to return for an additional optional biopsy.

Medical Information

We will collect information from you and from your medical record. The information will
include a bricf medical history, information about which medications you are taking, and
questions about your mental health. This will take about one hour.

For adults with a neuropsychiatric diagnosis: This information will also include when you
were first diagnosed with your mental illness. The study doctor will also ask you about
symptoms you might be having or have had in the past. We will also collect information
about which medications have been used to treat your illness, whether they had side
effects, and whether they were helpful for you.

We will ask you to fill out some questionnaires (forms). If there are questions that make you feel
uncomfortable, you may skip them.
For adults with a neuropsychiatric diagnosis:
--One demographic questionnaire
--Two questionnaires about your current and past physical health, including questions
about alcohol or drug abuse or dependence.
--Three questionnaires about past experiences, like being in the hospital and whether
anyone else in your family has had mental illness or other health conditions.
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--Three questionnaires about ways your doctor may have treated your disorder in the past,
whether they were helpful, and whether you had any treatment side effects,

-- Five questionnaires about your personality

--Six questionnaires about your mood and how you have been feeling over the past week
or month

--One questionnaire about past and current substance use

Questionnaire time: about 70 minutes

For adults with VCFS or related neurodevelopmental disorders:
-One¢ demographic questionnaire
Questionnaire time: about 3 minutes

For adults without these disorders:

--One demographic questionnaire

-- Six questionnaires about your personality

-- Three questionnaires about past experiences, like being in the hospital and whether
anyone else in your family has had mental illness or other health conditions,
Questionnaire time: about 30 minutes

For all subjects we will also ask you to take a short series of tests to measure things like memory
and attention. These tests will be administered on a computer tablet. We will explain all
instructions before you start, and we can also repeat the instructions as much as you would like.
Testing time will take about 1 hour. An additional 1Q test will take about another 15 minutes
while another test that measures impulsivity will take about 20 minutes.

We would also like your permission for the tissue bank staff to contact you at any point in the
future. This could be at a medical visit or by phone to get updated information about your
medical condition or health status.

If we have trouble getting the cells from your skin or blood to grow, we may re-contact you at
any point in the future and ask if you are willing to provide another skin or blood sample.

If we think you need help

The questionnaires and interviews may suggest you might be thinking about suicide or harming
yourself in other ways. If so, the study doctor will help you get care so you can stay safe. You
may have to see another doctor for care that is not part of this study.

How are my samples stored?
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Staff at the tissue bank will assign a number to your samples and health information, This
number will connect your sample and health information stored in a computer database. A
database is a collection of related information. The computer database is protected with a
password, Only staff at the rescarch tissue bank will know the password,

Which researchers can use my samples and what information about me
can they have?

In the future, someone might want to do research on a different, unrelated topic. Bank staff
would only allow this if your samples were stripped of all information linking the samples to
you. It would not be possible for this unrelated research to be linked back to you by anyone.
Bank Staff would de-identify all numbers and codes connecting the sample to you before giving
the sample to a researcher for unrelated research.

Occasionally, we will make samples available to rescarchers at other academic institutions that
are not a part of Partners. Ofien these are other scientists affiliated with Harvard University,
who are working with rescarchers at MGH and Brigham and Women's Hospital (BWH).
However, we will not give rescarchers at other academic institutions your name or other
information that could likely idenufy you.

Occasionally, we may share your samples, without your name or other information that could
ilentify you, with for-profit companics,  These companies may be working with MGH, BWH or
other Partners researchers on a specific rescarch project.  Rescarchers at for-profit companies
will never have your name or other information that could likely identify you.

For what type of research will my samples be used?

We will use your samples and information to answer many kinds of research questions. The
long-term goals of the rescarch are to better understand, prevent, diagnose, and treat various
mental ilinesses. This research may also inform our understanding of Velocardiofacial syndrome
and related neurodevelopmental disorders including the mood symptoms that some people have.
It is not possible to list every rescarch project. Also, we cannot predict all of the research
questions that will be important over the next years. As we learn more, there are new research
questions and new types of rescarch related to different mental ilinesses that may be done.

We may also perform a whole genome analysis on your DNA sample. Usually rescarchers study
Jjust a few arcas of your genctic code that are linked to a discase or condition. In whole genome

studies, all or most of your genes are analyzed and used by researchers to study links to many
discases or conditions.
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In order to allow rescarchers to share test results, the National Institutes of Health (NIH) and
other central repositories have developed special data (information) banks that analyze data and
collect the results of whole genome studies. These banks may also analyze and store DNA
samples, as well. These central banks will store your genetic information and samples and give
them to other researchers to do more studies. We do not think that there will be further risks to
your privacy and confidentiality by sharing your samples and whole genome information with
these banks. However, we cannot predict how genetic information will be used in the future. The
samples and data will be sent with only your code number attached. Your name or other directly
identifiable information will not be given to central banks. There are many safeguards in place to
protect your information and samples while they are stored in repositories and used for rescarch.

Research using your samples and whole genome information is important for the study of
virtually all discases and conditions. Therefore, the sample/data banks will provide study data for
researchers working on any disease,

How long will my samples and information be kept?

There is no scheduled date on which your samples and information in the bank will be destroyed.
Your sample will be used to create a living tissue sample, which may be stored and used for
research indefinitely.

Can I stop allowing my samples and information to be stored and used
for research?

Yes. You have a right to withdraw your permission. If you do, your samples and your
information will be destroyed. However, it will not be possible to destroy samples that have
been given to other researchers. 1f you decide to withdraw your permission, you should contact
the tissue bank’s staff in writing. Please contact Roy Perlis, MD at 185 Cambridge Street, 6*
Floor, Boston, MA 021 14.

Will I get results of research done using my samples?

No. The research we are doing is only a stepping stone in understanding mood disorders.
Therefore, information from this research will not be returned to you or your doctor. Tests done
for research using your samples will not be useful in directing your medical treatment. This
information will not be placed in your medical records.

What are the risks to me?
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The main risk of allowing us to store and use your samples and certain limited health information
for research is a potential loss of privacy. We will protect your privacy by labeling your samples
and information only with a code, and keeping the key to the code in a password protected
database.

Genetic information that results from this study does not have medical or treatment importance at
this time. However, there is a risk that information about taking part in a genetic study may
influence insurance companies and’or employers regarding your health. To further safeguard
your privacy, genetic information obtained in this study will not be placed in your medical
record.

Taking part in a genetic study may also have a negative impact on family or other relationships.
If you do not share information about taking part in this study. you will reduce this risk.

Risk of having a Skin Biopsy (Skin Sample)

If Lidocaine is used during a skin biopsy, there may be discomfort when the local anesthetic is
injected with the needle, The procedure carries a small risk of infection, which can be treated
with antibiotics, Other risks of the biopsy could be an allergic reaction to the local anesthetic.
Symptoms of an allergic reaction are: rash, difficulty breathing, lightheadedness, nausea, and
vomiting. If you have an allergic reaction, we will treat it right away.,

Biopsy wounds usually heal with a small scar, but sometimes a raised scar or lump may result.
There is also a small chance that this biopsy may result in a wound that does not heal, or that
heals very slowly over time. Possible rare side effects include bleeding, nerve damage, and
darkening or lightening of the skin in that arca.

Please tell the study doctor or study staff right away if you have any of these side cffects. Please
tell them if you have any other health problems during the study.

Risk of Blood Draw

Drawing blood may cause some discomfort and cause you to develop a bruise. Very rarely, the
vein from which we take the blood may become inflamed or infected, which can be treated.
Please tell the study doctor or study staff right away if you have pain, redness or swelling at the
place where the blood was drawn.

Risks of Providing Medical Information

Some people find answering some questions from a study doctor, or on a questionnaire,
upsetting. Answering some questions may make you feel uncomfortable. If you find questions
00 upsetting to answer, you may skip them, Please tell the study doctor or study staff if you find
questions upsetting.

Page 8 of 14

91



Partners HealthCare System
Research Consent Form

Research Tissue Bank with Certificate of Confidentiality Subject densfication
Version Date: April 2010

If I take part in this research tissue bank, how will you protect my
privacy?

During this rescarch, identifiable information about your health will be collected with your
samples and from your medical records or other updates and will be stored, used, and shared
with researchers as explained above. In the rest of this section, we refer to this information
simply as “health information.”

Certificate of Confidentiality for Health Information and Other Identifying
Information from the Research

In this rescarch study, we have obtained a Certificate of Confidentiality from the Department of
Health and Human Services (DHHS). By granting the Certificate, DHHS is not approving the
rescarch itself, but is helping us strengthen the privacy protections for your health information
and other identifying information from the research. With the Certificate, we cannot be forced
(for example by court order or subpoena) to disclose your health information or other identifying
information from the rescarch in any Federal, State or local civil, criminal, administrative,
legislative, or other proceedings. (Note that information that is not from the research, such as
existing hospital or office health records, is protected by general privacy law but does not receive
the Certificate’s stronger protection. The Certificate also does not prevent you or a member of
your family from voluntarily releasing any information about yourself or your involvement in
this research study.)

Why Health Information and Other Identifying Information from the Research
Might Be Used or Shared, and By/With Whom

Even with these privacy protections, your health information and other identifying information
from the research may still be used within Partners by the researchers and the staff involved in
this research study, by the Partners ethics board that oversees the research, and by other staff
within Partners who need the information to do their jobs (such as for treatment, payment
(billing), or health care operations such as overseeing the quality of care or research). Your
information may also be shared by these groups with others outside of Partners for certain
purposes as follows.

We may share your information with:
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® The sponsor(s) of the rescarch study, and people or groups it hires to help perform this
rescarch study

¢ A group that oversees the data (study information) and safety of this research

e People or groups that we hire to do certain work for us related to the research, such as
data storage companices, our insurers, or our lawyers

e Federal and state agencies (such as DHHS and agencies within DHHS like the Food and
Drug Administration, the National Institutes of Health, and the Office for Human
Research Protections), with other U.S, or foreign govemment bodies, and with
organizations that provide independent accreditation and oversight of hospitals and
research. For example, disclosure may be necessary upon request of DHHS for an audit,
program evaluation, or investigation, Disclosure may also be necessary if required by the
federal Food, Drug, and Cosmetic Act or its regulations.

e A public health or public safety authority, or with specific individuals who may be at risk
of harm, if we learn information that could mean harm to you or others. When state
mandatory reporting statutes would require us to disclose information, including about
child or elder abuse, we will voluntanly disclose that information,

In order to minimize disclosures for treatment, payment, or health care operations purposes,
information from this research study will not be placed in your medical record.

Some people or groups outside Partners who get your health information or other identifying
information from the research might not have to follow the same privacy rules that we follow.
We share your information only when we must, and we ask anyone who receives it from us to
protect your privacy. However, once your information is shared outside Partners, we cannot
promise that it will remain private.

Because research is an ongoing process, we cannot give you an exact date when we will either
destroy or stop using or sharing your health information. The protections of the Certificate of
Confidentiality and other Partners privacy protections will continue to apply to your health

information and other identifying information from the rescarch for as long as our researchers
keep the information.

What are the benefits to me?
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You will not directly benefit from research conducted on your samples stored in the rescarch
tissue bank. We hope that research using the samples and information will help us understand,
prevent, treat, or cure the illnesses and conditions studied.

What are the costs to me to take part in the research tissue bank?

Study funds will pay for the skin sample and for storing your blood and skin samples in the
rescarch tissue bank.

There is no cost to you to have your samples in the bank or for the rescarch using your samples.
Costs for any ongoing or routine medical care you would receive apart from this study will be
billed to you or to your insurance company in the usual way. You will be responsible for any
deductibles or co-payments required by your insurer.

Will I be paid for my samples?

Yes, we will pay you S150 for taking part in this study. If you decide to split the study over two
visits, you will be paid $75 upon completion of cach visit, We may contact you to provide a
second skin biopsy in which case we will pay you an additional $100. We may also contact you
for a second blood sample in which case we will pay you an additional $50. Reimbursement for
reasonable parking and travel expenses is available if you provide appropriate receipts.

We may use your samples and information to develop a new product or medical test to be sold.

The hospital and researchers may benefit, if this happens. There are no plans to pay you if your
samples are used for this purpose.

Can I still get medical care within Partners if I don’t take part in this
research tissue bank or if I stop taking part?

Yes. Participation in this study is voluntary, and your decision won’t change the medical care
you get within Parmers now or in the future. There will be no penalty, and you won't lose any
benefits you receive now, or have a right to receive.,

Taking part in the bank is up to you. You can decide not to allow your samples and information
to be placed in the bank.

What happens if I am injured as a result of taking part in this research
study?
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We will offer you the care needed to treat any injury that directly results from taking part in this
research study. We reserve the right to bill your insurance company or other third parties, if
appropriate, for the care you get for the injury. We will try to have these costs paid for, but you
may be responsible for some of them. For example, if the care is billed to your insurer, you will
be responsible for payment of any deductibles and co-payments required by your insurer.

Injuries sometimes happen in research even when no one is at fault. There are no plans to pay
you or give you other compensation for an injury, should one occur. However, you are not
giving up any of your legal rights by signing this form,

If you think you have been injured or have experienced a medical problem as a result of taking
part in this research study, tell the person in charge of this study as soon as possible. The
rescarcher’s name and phone number are listed in the next section of this consent form.

Whom do I call to answer questions about the research tissue bank?

You may ask more questions about the tissue bank at any time. The tissue bank staff are
available to answer your questions or concemns.

The person in charge of interviewing patients for the study and supervising skin and blood
collection is Roy Perlis, MD, You can call him at (617) 726-7426 Monday through Friday from 9
am. - 5 p.m. You can page Dr. Perlis at any time, 24 hours a day, 7 days a week, through the
MGH page operator, 617-726-2241. You can also call the Research Coordinator at (617) 643-
3105 Monday-Friday 9a.m.-Sp.m. with questions about this research study.

Whom do I callif I have concerns about my rights as a research subject?
If you want 10 speak with someone not directly involved in the tissue bank project, please
contact the ethics board office (Partners Human Research Committee). You can call them at

857-282-1900.

You can talk to them about:
e Yourrights as a rescarch subject
*  Your concerns about the research tissue bank
¢ A complaint about the research

Also, if you feel pressured to take part in the research tissue bank, or to continue with it, they
want to know and can help.
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Partners HealthCare System
Research Consent Form

Research Tissue Bank with Certificate of Confidentiality Subject densfication
Version Date: April 2010

Informed Consent and Authorization for Collection of Samples and
Health Information for Research

Statement of Study Doctor or Person Obtaining Consent

* [ have explained the rescarch to the study subject.
* [ have answered all questions about this rescarch study to the best of my ability.

Study Doctor or Person Obtaining Consent Date/Time
PERMISSION TO CONTACT YOU AGAIN

The study doctors may wish to contact you again in the future about related rescarch studics.
Indicate below if we may contact you in the future:

Please place your initials on the line next to your choice

YES, it's OK to contact me.
Initial

NO, don’t contact me again.
Initial

PERMISSION TO OBTAIN RECORDS FROM OTHER RESEARCH STUDY

If you were recruited through another research study (either with us or one of our collaborators),
we may wish to obtain some of your diagnostic information and/or medical history from those
records. Indicate below if we may obtain records from prior research studies in which you
participated:

Please place your initials on the line next to your choice

YES, it’s OK 1o obtain this information.
Initial

NO, don’t obtain this information.
Initial

Statement of Person Giving Informed Consent and Authorization

* [ have read this consent form.
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Partners HealthCare System
Research Consent Form

Research Tissue Bank with Certificate of Confidentiality Subject Mensfication

Version Date: April 2010

*  This rescarch study has been explained to me, including risks and possible benefits (if

any), other possible treatments or procedures, and other important things about the study.

I have had the opportunity to ask questions.
*  [understand the information given to me.

Signature of Subject:

I give my consent to take part in this rescarch study and agree to allow my health information to
be used and shared as described above,

Subject Date/Time

Consent Form Version: 10.21.2016
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8.3. (")zgeg:mis

TC Kimlik No / Pasaport No:

37798647742

Dogum Yili:

1987

Yazisma Adresi:

DEU Saglik Bilimleri Enstitiisii Sinirbilimler AD.
Inciralti, 35340 Izmir/Tiirkiye

Telefon: 541-2032412
e-posta: begumalural@gmail.com
EGITiM BILGILERI
Ulke Universite Fakiilte/Enstitii Ogrenim Alam Derece Mei{ullllllyet
. SAGLIK
Tiirkiye gokuz Etyl‘?l BILIMLERI SINIRBILIM Doktora D;vam
niversitesi ENSTITUSU cdryor
. SAGLIK .
Tiirkiye Bﬁi‘uezr S]?tyels‘;l BILIMLERI SINIRBILIM E;Ef;k 2012
v ENSTITUSU
istanbul MOLEKULER
Tiirkiye Sni ?i osi FEN FAKULTESI  |BIYOLOIJI VE Lisans  [2009
VEISties GENETIK
AKADEMIK/MESLEKTE DENEYIM
Kurum/Kurulus | Ulke | Sehir Béliim/Birim Gorev Tiirii (%orev.
Donemi
Harvard Medical Chemical Neurobiology | Arastirma
School ABD | Boston Lab (Haggarty Lab) Gorevlisi 2016-2017
UZMANLIK ALANLARI

Sinirbilimler, Molekiiler Biyoloji ve Genetik, Norobiyoloji, Molekiiler Biyoloji, Uyarilmis

Pluripotent K&k Hiicre, Indiiklenmis Néronlar, Néropsikiyatrik Hastaliklar
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