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BİPOLAR BOZUKLUK TANILI HASTALARIN İNDÜKLENMİŞ PLURİPOTENT KÖK 

HÜCRELERİNDE (IPS) MİKRORNA EKSPRESYON DEĞİŞİMLERİNİN 
İNCELENMESİ 
Begüm ALURAL 

Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Sinirbilimler AD. 
begumalural@gmail.com 

ÖZET 

Bipolar bozukluk (BB), manik ve depresif dönemler arasındaki iyilik dönemleri (ötimi) ile 

karakterize edilebilen, yineleyici doğada ve ömür boyu süren nöropsikiyatrik bir hastalıktır. 

Günümüze kadar, BB üzerine yapılan çalışmalarda hayvan modelleri, biyolojik sıvılar, postmortem 

beyin dokuları kullanılmıştır. Öte yandan, gelişen indüklenmiş pluripotent kök hücre (IPS) 

teknolojisi ile hastaya özgü in vitro model oluşturulabilmesi, bahsedilen diğer modelleme 

yöntemlerinin taşıdığı sınırlılıkların aşılmasına olanak sağlamıştır. Bu nedenle çalışmamızda, BB 

hastalarına ve sağlıklı kontrollere ait IPS hücrelerinin nöronlara farklılaştırılarak hastaya özgü in 

vitro bir model oluşturulması ve bu modelde Nanostring global miRNA profillemesi yapılarak BB 

hasta grubunda farklı ifade düzeyine sahip miRNA’ların belirlenmesi amaçlanmıştır.  

Bu çalışmada toplam üç BB hastasına ve üç sağlıklı kontrole ait fibroblast örnekleri 

kullanılmıştır. Bu fibroblastlar Cellular Reprogramming firması tarafından, sentetik mRNA 

transfeksiyon yöntemi kullanılarak IPS hücrelerine çevrilmiştir. IPS hücreleri teslim alındıktan 

sonra nöral progenitör hücrelere ve nöronlara farklılaştırılmış ve farklılaşmanın 2.-, 4.- ve 6.- 

haftalarında RNA izolasyonu yapılmıştır. Tüm RNA örneklerinden Nanostring miRNA 

profillenmesi ve veri analizi New Mexico Üniversitesi’nde, Doç. Dr. Nikolaos Mellios 

danışmanlığında gerçekleştirilmiştir. Daha sonra RT-qPCR ile miR-34a artışı doğrulandıktan 

sonra, hastalık tedavisinde sıklıkla kullanılan bir ilaç olan lityumun miR-34a ifade düzeyine ve 

diğer parametrelere olan etkileri incelenmiştir. 

Mali yükü ve iş gücü yükünün büyük olması nedeniyle çalışmaya sadece çok az sayıda BB 

hastası ve sağlıklı kontrol dahil edilebilmesine bağlı olarak, global miRNA profillemesi sonuçları 

üzerinde istatiksel bir değerlendirme yapılamamıştır. Bu nedenle profilleme sonucunda en az 1,5-

kat farklılık gösteren miRNA’lar belirlenmiştir. Çalışmanın ilerleyen aşamalarında ise, hedef 

genlerin ve tedavi üzerinde etkili olabilecek olası yolakların analizleri için, ifade düzeyinin tüm 

farklılaştırma zaman noktalarında ortak olarak arttığı saptanmış olan miR-34a üzerine 
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yoğunlaşılmıştır. Lityumun BB hastalarına ait hücrelerde miR-34a ve hedef genlerinin ifade 

düzeylerine olan etkilerinin incelendiği deneylerde, lityum tedavisi sonrası miR-34a ifade 

düzeyinin lityum-responder BB hastasına ait hücrelerde azaldığı ve miR-34a hedef genlerinin ifade 

düzeylerinin istatistiksel olarak anlamlı şekilde arttığı görülmüştür. Ancak lityum non-responder 

BB hastalarına ait hücrelerde böyle bir etki saptanamamıştır. Devam eden deneylerde, lityum ile 

akut tedavinin de sadece responder BB hastasına ait hücrelerde proliferasyonu arttırdığı ve 

nörogenezi tetiklediği saptanmıştır. Ancak çalışmaya sadece üç BB hastasının dahil edilebilmiş 

olması ve bu üç hastanın sadece bir tanesinin lityum-responder olması önemli bir kısıtlılıktır. 

Sonuç olarak, bu tez çalışmasında elde edilen bulgular iki ana başlıkta özetlenebilir: 1) miR-

34a tarafından düzenlenen sinaptogenez ve nörogelişim, BB patogenezinde yer alan yolaklardan 

biri olabilir ve 2) Hastalığın tedavisinde kullanılan lityum, sahip olduğu terapötik etkisinin bir 

kısmını miR-34a üzerinden gösteriyor olabilir. Ancak bu bulguların doğru yorumlanabilmesi ve 

genelleştirilebilmesi için daha büyük hasta kohortlarında doğrulanması gerekmektedir. Ayrıca elde 

ettiğimiz sonuçların hastalıkla ilişkisinin tam olarak anlaşılabilmesi ve lityumun etki 

mekanizmasında miR-34a’nın rolü olup olmadığının anlaşılabilmesi için daha fazla hastanın dahil 

edildiği detaylı çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.  

 
 
 
Anahtar kelimeler: Bipolar Bozukluk, mikroRNA, Nöral progenitör hücreler, IPSC, lityum 
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ANALYZING miRNA EXPRESSION CHANGES IN BIPOLAR DISORDER PATIENT-
SPECIFIC INDUCED PLURIPOTENT STEM CELLS (IPSC). 

Begüm ALURAL 
Dokuz Eylül 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 
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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 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 
Problemin tanımı ve önemi: Bipolar bozukluk (BB), belirli bir düzene bağlı olmaksızın 

tekrarlayan depresyon ya da mani dönemleri ve bu dönemler arasında iyilik dönemlerinin 

görüldüğü kronik bir nöropsikiyatrik hastalıktır. Günümüze değin hastalığın mekanizmasının 

belirlenmesi amacıyla pek çok genetik ve biyokimyasal çalışma gerçekleştirilmiş olsa da hastalığın 

etiyolojisi tam olarak aydınlatılamamıştır. 

 MikroRNA (miRNA)’lar kodlama yapmayan, post-transkripsiyonel gen düzenlenmesinde 

aracı RNA molekülleridir. miRNA’ların beyinde yüksek miktarda ifade edildikleri ve nöronal 

gelişimin, farklılaşmanın ve nöroplastisitenin düzenlenmesi için gerekli oldukları gösterilmiştir.  

Geçmiş yıllarda miRNA’ların BB patogenezi ve ilaç yanıtları üzerindeki olası etkileri çeşitli 

araştırmacılar tarafından irdelenmiştir. Ancak bu çalışmalarda kullanılan hayvan modelleri, 

postmortem beyin dokuları, kan veya beyin omurilik sıvısı örnekleri, lenfoblastoid hücre hatları ve 

benzeri modeller belirli sınırlılıklara sahip olmanın yanı sıra, elde edilen sonuçlarda da çalışmalar 

arası farklılıkların ortaya çıkmasına neden olmaktadırlar. Bu nedenle, indüklenmiş pluripotent kök 

hücre (IPS) gibi hastaya özgü hücresel platformların oluşturulması, kontrol edilebilir çevresel 

faktörler sayesinde hem varyasyonları azaltmayı hem de nöronlar gibi ulaşması zor doku türlerinin 

kültür kabında oluşturulabilmesini sağlamıştır. Bu platformlarda hastalığın nörobiyolojisinin 

incelenmesi ise gerek hastalığın doğasının anlaşılabilmesi açısından gerekse hastalığın tedavisinde 

yararlı olabilecek ilaçların denenebilmesi ve yeni ilaçların keşfi için oldukça önemlidir. 

Çalışmanın amacı: Bu tez çalışmasında BB hasta ve sağlıklı kontrolden alınan fibroblast 

hücrelerinin IPS hücrelerine çevrilerek hastaya özgü modellerin oluşturulması ve bu IPS hücrelerin 

önce nöral progenitör hücrelere, daha sonra ise nöronlara farklılaştırılması, farklılaşmanın belirli 

zaman noktalarında örnekler toplanarak (2-, 4- ve 6-hafta) bir örnek kütüphanesinin oluşturulması, 

son olarak da tüm örneklerde global miRNA profillemesi yapılarak sağlıklı/hasta gruplar arasında 

farklı ifade düzeylerine sahip ve hastalığın patogenezi ile ilişkili olabilecek miRNA’ların 

belirlenmesi amaçlanmıştır.  

Çalışmanın Hipotezi: BB hastalarına ait NPH ve nöronlarda, sağlıklı bireylere kıyasla miRNA 

ifade profili farklı olacaktır. 



6 
  

2. GENEL BİLGİLER 

 
2.1. Bipolar Bozukluk 

 
2.1.1. Tanımı 

Bipolar bozukluk (BB), belirli bir düzene bağlı olmaksızın tekrarlayan manik ve depresif 

dönemler arasında iyilik dönemleri (ötimi) ile nitelendirilen, kronik bir nöropsikiyatrik hastalıktır 

[(Craddock ve Sklar, 2013); (Charney ve ark., 2017)]. 

Duygudurum bozukluklarına (DDB) ilişkin bilinen ilk gözlemler oldukça eski zamanlara 

dayanmakla birlikte, hastalığın belirtilerinin, gidiş ve sonlanışının tanımlanmasını ilk kez 

Kraepelin tarafından 1896 yılında yapılmıştır (Marneros, 2001). 

 

2.1.2. Sınıflandırma ve Tanı Kriterleri 

BB, Ruhsal Bozuklukların Tanısal ve Sayımsal El kitabı yeniden gözden geçirilmiş 

dördüncü baskısında (DSM-4-TR) “Duygudurum Bozuklukları” başlığı altında yer almaktaydı. 

2013 yılında kullanıma giren DSM-5’te ise DSM-4-TR’den farklı olarak BB ile Depresif 

Bozukluklar ayrı başlıklar altında toplanmış ve Duygudurum Bozuklukları üst başlığı kaldırılmıştır 

(American Psychiatric Association, 2013). 

DSM-5’e göre duygudurum dönemleri mani, hipomani ve majör depresyon dönemlerinden 

oluşmaktadır. Mani dönemi tanı ölçütleri kabarmış, taşkın, çabuk kızan ya da olağandışı ve sürekli 

bir duygudurumun bulunmasıdır. Ayrıca amaca yönelik etkinliklerde ve içsel güçte, olağandışı ve 

sürekli bir artışın olduğu ayrı bir dönemin, en az bir hafta (ya da hastaneye yatırılmayı 

gerektirmişse herhangi bir süre), neredeyse her gün ve günün büyük bir bölümünde sürmesidir.  

Ayrıca bu belirtilerden üç ya da daha fazlası mevcut tabloya eşlik etmelidir:  

- Benlik saygısında abartılı artış ya da büyüklük düşünceleri,  

- Uyku gereksiniminde azalma,  

- Her zamankinden daha konuşkan olma,  

- Düşünce uçuşmaları ya da düşüncelerin sanki yarışıyor gibi birbirlerinin peşi sıra gelmesi 

yaşantısı, 

- Dikkat dağınıklığı (distraktibilite),  
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- Amaca yönelik etkinliklerde artma ya da psikomotor ajitasyon, 

- Kötü sonuçlar doğurabilecek etkinliklere aşırı katılma. 

 
Hipomani dönemi için tanı ölçütleri kısaca mani dönemi belirtilerinin en az dört ardışık gün 

süreyle, neredeyse her gün, günün büyük bölümünde bulunması olarak tanımlanabilir Bireyin 

işlevselliğinde değişik saptanabilmektedir ancak, hipomani döneminin mani döneminden farkı 

toplumsal ya da mesleki işlevsellikte belirgin bir bozulmaya yol açacak ya da hastaneye yatırılmayı 

gerektirecek kadar ağır olmamasıdır. Ancak psikotik özellikleri görülüyorsa mani dönemi olarak 

tanımlanır. 

Majör depresif dönemi için tanı ölçütleri ise, en az iki hafta süren depresif duygudurum ya 

da ilgi kaybı/ artık zevk alamama durumunun bulunmasıdır. Ayrıca bu belirtilerden beş ya da daha 

fazlası mevcut tabloya eşlik etmelidir:  

- Neredeyse her gün, yaklaşık gün boyu süren çökkün duygudurum, 

- İştah ya da kilonun artmış/azalmış olması, uykuda ve psikomotor etkinlikte değişiklikler, 

yorgunluk ve enerji kaybı, 

- Değersizlik düşüncelerinin ya da suçluluk duygularının bulunması, 

- Düşünme ya da düşüncelerini belirli bir konu üzerinde yoğunlaştırma becerisinde azalma, 

karar vermede güçlük,  

- Yineleyen ölüm ya da intihar düşünceleri, tasarıları ya da girişimleri. 

 

 Bu belirtilerin klinik ya da toplumsal olarak belirgin sıkıntıya ya da işlevsellikte bozulmaya 

neden olması, genel bir tıbbi durumdan ve fizyolojik nedenlerden bağımsız olması gerekmektedir 

(American Psychiatric Association, 2013). 

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

I. Bipolar I Bozukluk (En az bir mani atağı bulunmalı, mani atağın öncesinde ya da 

sonrasında hipomani ya da majör depresyon ataklar bulunabilir) 

II. Bipolar II Bozukluk (En az bir hipomani ve en az bir depresyon atağı bulunmalı) 

III. Siklotimik Bozukluk (En az iki yıl süre ile hipomanik veya bir depresif atak 

belirtilerinin bulunması, ancak belirtilerin tanı ölçütlerini karşılamaması ile belirli) 

IV. Maddenin/İlacın Yol Açtığı Bipolar ve İlişkili Bozukluk  
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V. Başka Bir Sağlık Durumuna Bağlı Bipolar ve İlişkili Bozukluk  

VI. Tanımlanmış Diğer Bir Bipolar ve İlişkili Bozukluk (Kısa süren veya yeterli belirti 

göstermeyen hipomani/ depresyon dönemleri) 

VII. Tanımlanmamış Bipolar ve İlişkili Bozukluk 

 

2.1.3. Epidemiyoloji 

 BB’nin yaşam boyu yaygınlık oranları çalışmalar arasında farklılık göstermekle birlikte, 

geniş katılımlı epidemiyolojik bir çalışmada BB Tip I’in yaşam boyu yaygınlığı %0,6; BB Tip 

II’nin yaşam boyu yaygınlığı ise %0,4 olarak hesaplanmıştır. Eşik altı BB içinse yaşam boyu 

yaygınlığın %2,4, bir yıllık yaygınlığın ise %1,4 olduğu belirlenmiştir (Merikangas ve ark., 2011). 

 BB yaşamın her döneminde ortaya çıkabilmektedir. BB Tip I tanısı alan hastaların %50’ 

den fazlasında belirtiler 15-25 yaş aralığında başlarken, BB Tip II başlangıç yaşı daha geçtir 

[(Baldessarini ve ark., 2012); (Merikangas ve ark., 2011)]. Ayrıca ailede BB öyküsü olması halinde 

BB daha erken yaşlarda başlayabilmektedir. BB Tip I, kadın ve erkeklerde eşit oranlarda 

gözlenirken, BB Tip II kadınlarda daha sık görülmektedir (Nivoli ve ark., 2011).  

 

2.1.4. Etiyoloji 

 BB etiyolojisi henüz net olarak aydınlatılamamış olmakla birlikte biyolojik, çevresel ve 

nöroendokrin faktörler, doğum travmaları, kullanılan ilaç ve maddeler sorumlu tutulmuştur. Bu 

etkenler aşağıdaki alt başlıklarda ayrı ayrı ele alınmıştır. 

 

2.1.4.1.  Biyolojik Etkenler 

a. Genetik Bulgular  

 Daha önce gerçekleştirilmiş aile çalışmaları, hastalığın patofizyolojisinde genetik 

faktörlerin önemini ortaya koymuştur. Yapılan çalışmalarda, BB’nin tüm tipleri için fenotipik 

uyumunun monozigot ikizlerde 0,5-0,6 aralığında, dizigot ikizlerde ise 0,39-0,43 aralığında olduğu 

saptanmıştır. Ayrıca, BB Tip I için birinci derece akrabalarda bağıl riskin %8-10 olduğu 

bildirilmiştir [(Kerner, 2014); (Smoller ve Finn, 2003)]. Ailesel uyumun incelendiği bir çalışmada 

da ebeveynlerden bir tanesinde bipolar spektrum bozukluk olması durumunda çocuklarda bir DDB 
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görülme olasılığının %27,2’ye, eğer her iki ebeveyn de hasta ise bu olasılığın %64,3’e yükseldiği 

saptanmıştır (Vandeleur ve ark., 2012).  

 Kalıtsal faktörlerin patofizyoloji ile ilişkisi pek çok açıdan gösterilmiş olsa da monozigot 

ikizlerde BB görülme oranının %40-70 aralığında kalması, hastalığın gen etkinliği (penetrans) tam 

olmayan, genetik ve çevresel etmenlerin birlikte rol oynadığı bir etiyolojiye sahip olduğunu 

düşündürmektedir (Craddock ve Sklar, 2013). Öte yandan, aile çalışmaları ile hastalığa yatkınlık 

olup olmadığını belirlenebilse de yatkınlığı oluşturan asıl etmenin ne olduğu belirlenememektedir.  

 Genom çaplı ilişkilendirme çalışmaları (GWAS), yüksek sayıda (>1000) hasta/kontrol 

örneği kullanarak, 1 milyon SNP (tek nükleotid polimorfizmleri; single nucleotide polymorphism) 

ve CNV (kopya sayısı varyantları; copy number variants) farklılıklarını eşzamanlı olarak test eder.  

BB üzerine GWAS araştırmalarının sayısı son 10 yılda önemli ölçüde artmıştır. Bu çalışmalar, BB 

için tanımlanan çok sayıda yatkınlık lokusu ve SNP, hastalığın ortaya çıkmasında çok sayıda 

varyantın rol oynadığı poligenik bir yapıyı işaret etmiştir [(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 tarafından yayımlanan Bipolar Bozukluk Çalışma Grubunun (Bipolar Disorder 

Working Group: PGCBD) araştırmasına kadar, yapılan çalışmalara genellikle küçük örneklemler 

dahil edilmiş ve farklı GWAS örneklemlerinde Ankyrin 3 (ANK3: http://omim.org/entry/600465) 

ve Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Alpha1 C (CACNA1C: 

http://omim.org/entry/114205), genlerinin hastalık ile ilişkili olduğu tekrarlı şekilde görülmüştür 

(Cichon ve ark., 2011). PGCBD araştırmasına ise, 11 ayrı çalışmadan toplam 16731 örnek ve 

46912 tekrarlı örnek dahil edilmiş ve bu çalışmanın sonucunda genom çapında anlamlılık 

kriterlerini karşılayan ve ODZ4, ANK3 ve SYNE1 gen bölgelerine çok yakın dört lokus saptanmıştır 

(PGCBDW Group, 2011) (Tablo 1). 

 

 

 

. 
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Tablo 1. BB üzerine yapılmış GWAS bulgularının özeti (Aşağıdaki tablo, (Ikeda, Saito, ve ark., 2018) 
makalesinden uyarlanmıştır). 
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 Tüm bu veriler BB’nin, küçük etki değerine sahip çeşitli varyantların birikimsel genetik 

etkisi ile duyarlılığa yol açtığı, poligenik bir hastalık olduğunu düşündürmektedir. 

 

b. Biyokimyasal Bulgular 

Nörotransmitterler: BB etiyolojisinde biyokimyasal etkenlerin rolünü araştıran çalışmalarda ilk 

olarak monoaminlere odaklanılmıştır. Hastalıkta özellikle serotonin, norepinefrin, dopamin ve 

melatonin mekanizmalarındaki anormalliklerin rol oynadığı ileri sürülmüştür. Serotonin sistemi ve 

BB arasındaki ilişkiyi inceleyen pek çok araştırma ile de depresif dönemde merkezi serotonerjik 

aktivitenin azaldığını gösterilmiştir (Vadodaria ve ark., 2018). Mani döneminde ise dopaminerjik 

hiperaktivasyonun dopamin reseptör duyarlılığında azalmaya yol açtığı, bunun ise depresyon 

dönemini tetiklediği öne sürülmüştür. Dopaminerjik aktivitede azalmaya yol açan antipsikotik 

ilaçların aynı zamanda antimanik etki göstermesi de bu hipotezi desteklemektedir (Tohen ve Vieta, 

2009). Ayrıca, mani oluşumunda "Noradrenerjik-kolinerjik" sistemler arasında denge 

bozukluğunun bulunduğu, artmış noradrenalinin mani, artmış kolinerjik aktivitenin ise depresyonu 

uyardığı bildirilmiştir [(Kurita, 2016); (Post ve ark., 1977)]. Ancak gerçekleştirilmiş tüm 

çalışmalar, nörotransmitterlerin salınım mekanizmasını değiştirerek tedavi imkânı tanımış olsa da 

kullanılan ilaçlar hastalığın sağaltımını sağlayamamakta ve yüksek tekrarlama riskini 

önleyememektedir. Bu durum hastalığın çok faktörlü doğasını işaret etmektedir. 

 

Nöroendokrin Sistem Bulguları: Duygudurum bozukluğu olan hastalarda çok sayıda 

nöroendokrin düzensizlik kaydedilmiş olması, BB patofizyolojisinde nöroendokrin sistemdeki 

anormalliklerin de önemli bir rol oynadıkları düşündürmüştür. Hipotalamik-pitüiter-adrenal (HPA) 

ve hipotalamik-pituiter-tiroid (HPT) eksen hormonları en fazla araştırılmış olan sistemlerdendir 

(Turan ve Lushi, 2014). BB hastalarının DEX/CRH (Deksametazon Supresyon Testi veya 

Deksametazon/Kortikotropin Salgılatıcı Faktör Testi) sonuçlarında hiperaktif HPA eksenine, ve 

yüksek sistemik kortizol seviyelerine sahip oldukları gözlenmiştir (Watson ve ark., 2004).  

 

Nöroanatomik Bulgular: Yapısal [Manyetik Rezonans Görüntüleme (MRG); Bilgisayarlı Beyin 

Tomografisi (BT); Difüzyon Tensor Görüntüleme (DTG); Manyetik Rezonans Spektroskopi 

(MRS) vb.] ve işlevsel [Pozitron Emisyon Tomografisi (PET); Single Photon Emission 
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Computerized Tomography (SPECT); fonksiyonel Manyetik Rezonans Görüntüleme (fMRG) vb.] 

beyin görüntüleme teknikleri kullanılarak gerçekleştirilen çalışmalar, beyinde BB ile ilişkili yapısal 

ve işlevsel değişikliklerin olduğunu göstermiştir. Başlıca beyin görüntüleme bulguları arasında 

lateral ventriküllerde genişleme (Brambilla ve ark., 2001), derin beyaz cevher ve subkortikal gri 

cevher alanlarında hiperintensite artışı (Ahn ve ark., 2004), ventromedial prefrontal korteks 

(VMPFC), ventrolateral PFC (VLPFC), dorsolateral PFC (DLPFC) bölgelerinde hacim azalması 

ve işlev bozukluğu [(Phillips ve Swartz, 2014); (Schneider ve ark., 2012); (Strakowski ve ark., 

2012)], amigdala hacminde artma ya da azalma, hipokampüs hacminde azalma, bazal 

ganglionlarda hiperintens lezyonlarda artış ya da glial hücre azalması sayılabilir [(Brooks ve ark., 

2015); (Cousins ve Grunze, 2012)].  

 Çalışma sonuçları, hastalığın süresi ve atak sayısının beynin işlevi ve yapısı üzerine 

olumsuz etkilerinin olduğunu, ayrıca değişikliklerinin hastalığın görece erken dönemlerinden 

itibaren bulunduğunu işaret etmektedir. 

 

2.1.4.2.  Çevresel Etkenler 

 Çevresel etkenlerin, hastalık riski taşıyan bireylerde hastalığın ortaya çıkışını ve seyrini 

(atakların sıklığı, zamanı, atak tipi) etkilediği bilinmektedir. Duyarlılaşma Modeli, geçirilen ilk 

manik ya da depresif atağın, stresli yaşam olayları ile tetiklendiğini, bu durumun ise beyin 

biyokimyasında değişikliklere yol açarak bireyi stresör etkenlere daha duyarlı hale getirdiğini ileri 

sürmektedir. Bu model, hastalığın ilerlemesine paralel olarak atakların sayısını artmasını ve 

sürelerinin uzamasını açıklamaktadır (Charney ve ark., 2017). 

 

2.1.5. BB Tedavisi 

 BB tedavisi akut tedavi ve koruma tedavisi olmak üzere iki aşamada planlanmaktadır. Akut 

mani tedavisinin başlıca hedefleri, belirtilerin yatıştırılması, hastanın riskli davranışlarının kontrol 

altına alınması, hastanın ve çevrenin güvenliğinin sağlanması ve yeni hastalık dönemlerinin 

önlenmesine yönelik koruyucu tedaviye hazırlık yapılmasıdır. Bu evrede seçilen ilk ilaç bir 

duygudurum dengeleyici (DDD) olup, gereksinim doğrultusunda diğer psikotrop ilaçlar eklenebilir 

(Geddes ve Miklowitz, 2013). Lityum, tarihsel açıdan DDD sıfatını alan ilk ilaç olmakla birlikte, 
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yıllar içerisinde bazı antikonvülsan ilaçların da (valproat, karbamazepin, lamotrijin vb.) 

duygudurumu dengelemede etkili oldukları gözlenmiştir (Goodwin, 2003). 

 Koruma tedavisi (profilasksi) ise depresif kayma, depreşme ve gelecek hastalık dönemlerini 

önlemeyi hedeflemektedir. Bu amaçla yine lityum ve bazı antiepileptikler (valproik asit, 

karbamazepin, lamotrijin) duygudurum düzenleyici olarak kullanılmakla birlikte son dönemde 

atipik antipsikotikler de koruyucu tedavide tercih edilmeye başlanmıştır. İlaç seçimi hastanın 

baskın atak türü, atak özellikleri ve yaşadığı yan etkilere göre ve hastalığın uzun dönem seyri gibi 

pek çok faktör göz önünde bulundurularak hastaya özgü yapılmalıdır (Eroglu ve Ozpoyraz, 2010). 

 

2.1.6. BB Çalışmalarında Kullanılan Modeller 

 BB’nin etiyolojisi ve patolojisini anlamak üzerine yapılan çalışmalarda hayvan modelleri, 

nörogörüntüleme bulguları, hastalardan elde edilmiş örnekler [postmortem beyin dokuları veya 

nöron dışı örnekler (kan veya beyin omurilik sıvısı, lenfoblastoid hücre hattı, fibroblastlar vb.)] 

kullanılmıştır (Şekil 1).  

 

 
 Şekil 1. BB çalışmalarında kullanılan deneysel modellerin özeti. 
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 Hastaya özgü nöronal modellerin oluşturulması ve kullanılması yakın zamanda gelişen 

yöntemler ile mümkün olmuştur. Bu amaçla yakın zamanda kullanılmaya başlanan yöntemlerden 

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

 

2.2. Kök Hücreler 

 Kök hücreler, kendilerini yenileme ve farklılaşmış hücreler oluşturabilme yeteneğine sahip 

hücrelerdir. Farklılaşma ise sitokinlerin, büyüme faktörlerinin (growth factors), hücre dışı matriks 

proteinlerinin ve hücrelerarası etkileşimin kombine etkisiyle meydana gelmektedir.  

 Farklılaşma potansiyellerine göre kök hücreler yüksek potentsiden aza doğru totipotent, 

pluripotent, multipotent ve unipotent olarak sınıflandırılır (Schöler, 2007). Totipotent karakterdeki 

zigot ve ilk blastomerler çoğalarak blastosistin iç hücre kitlesini oluşturduktan sonra, gelişim 

potansiyelleri sınırlanarak pluripotent hale gelirler. Bu hücreler doğal ortamlarından izole edilip 

uygun şartlarda in vitro olarak kültüre alındığında embriyonik kök hücre hatları elde edilmektedir. 

Pluripotent kök hücreler ise farklılaşarak, gelişim potansiyelleri daha düşük multipotent kök 

hücrelere dönüşmektedirler. Gelişimin ilerleyen evrelerinde multipotent kök hücreler daha da 

özelleşir ve erişkin kök hücreleri oluştururlar. Unipotent hücreler ise sadece bir hücre tipini 

üretebilen ve kendini yenileme özelliğine sahip olan hücre tipidir. 

 

2.2.1. Pluripotent Kök Hücreler 

 Pluripotent kök hücreler, hemen hemen sınırsız sayıda kendilerini yenileme kapasitesine ve 

somatik hücrelere farklılaşma yeteneklerine sahip olmakla birlikte, yüksek alkalen fosfataz 

aktivitesi, yüksek telomeraz aktivitesi ve yüksek çekirdek-sitoplazma oranına sahiptirler [(Wobus, 

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

 

2.2.1.1.  İndüklenmiş Pluripotent Kök Hücreler 

 IPS hücreler pluripotent olmayan, farklılaşmış hücrelerin yapay olarak pluripotent genlerin 

ifadesinin uyarılmasıyla oluşturulan hücrelerdir (Baker, 2007). Embriyonik kök hücrelerin 

(Embryonic Stem Cells; ESCs) birçok karakteristik özelliği IPS hücrelerde de bulunmaktadır; 

alkalen fosfataz aktivitesi yüksektir, her üç germ tabakasına da (ektoderm, endoderm, mezoderm) 

farklılaşabilmektir ve morfolojileri de ESC’lere benzemektedir (Puri ve Nagy, 2012). 
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 IPS hücreler ilk olarak embriyonik ve erişkin fare fibroblastlarının dört transkripsiyon 

faktörünün [Octamer 3/4 (OCT3/4), SRY-box containing gene 2 (SOX2), cytoplasmic Myc protein 

(c-MYC) ve Krueppel-like factor 4 (KLF4)] ile yeniden programlanması yöntemiyle üretilmiştir 

(Takahashi ve Yamanaka, 2006). Günümüzde Yamanaka faktörleri olarak adlandırılan bu 

faktörleri ifade eden somatik hücreler, embriyonik kök hücreler gibi kendini çoğaltma (self-

renewing) ve farklı dokulara değişebilme (pluripotensi) özelliği kazanırlar. Ancak IPS hücre 

eldesinde yeniden programlama faktörlerinin lentiviral/retroviral eklemeleri genom bütünlüğü için 

önemli riskler ile ilişkilendirilmesi üzerine alternatif yöntemler araştırılmıştır. Bu amaçla, genoma 

entegre olmayan adenoviral vektörler (Stadtfeld ve ark., 2008), plazmidler (Yu ve ark., 2009), 

rekombinant proteinler (Zhou ve ark., 2009), değiştirilmiş messenger-RNA'lar (mRNA'lar) 

(Warren ve ark., 2010) ve küçük epigenetik değiştirici moleküller (Shi ve ark., 2008) gibi farklı 

yöntemler denenmiştir. Bu yöntemlerin yeniden programlama etkinlikleri lentiviral/retroviral 

vektörlere göre düşük bulunsa da başarılı sonuçlar alınmıştır [(Buganim ve ark., 2014); (Kumar ve 

ark., 2015)]. 

 Günümüzde IPS hücreleri, nöronlar da dahil olmak üzere pek çok farklı hücre tipine başarılı 

bir şekilde çevrilmiştir. 

 

2.2.1.2. IPS Hücrelerin Nöronal Hücrelere Farklılaştırılması 

 Beyin zengin bir nöronal alt tip çeşitliliğine sahiptir ve bu çeşitlilik karmaşık genetik ve 

çevresel girdiler ile belirlenir. Embriyogenez sırasında, nöroektodermin morfogenezi morfojen 

kombinasyonlarına bağlı 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 oynamaktadır (Liu ve 

Zhang, 2011). Bu bilgilerin ışığında, IPS hücre çalışmalarında da farklı nöronal alt tipleri ve bölge-

spesifik nöronları elde edebilmek amacıyla morfojenler ve büyüme faktörleri kullanılmaktadır. 

Örneğin, nöroepitel hücrelerin farklılaştırılmasında ekzojen morfojen bulunmaması (ortamdaki 

endojen WNTlerin ventralizasyonu baskılayarak dorsal kaderi uyarması sonucunda) glutamerjik 

nöronların oluşmasını sağlamaktadır (Li ve ark., 2009). Ventral ön beyinde en sık görülen nöronal 

alt tip olan GABAerjik nöronlar ise, IPS hücrelerin SHH aktivasyonu ve WNT inhibisyonu ile elde 

edilebilmektedir [(Liu ve ark., 2013); (Xu ve ark., 2010)]. IPS hücrelerine sinir büyüme faktörü 
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(NGF) ile birlikte SHH veya Purmorfamin (Smoothened proteininin agonisti)’in uygulanması ise 

bazal önbeyin kolinerjik nöronlarının oluşmasını tetiklemektedir (Duan ve ark., 2014). Öte yandan 

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

motor nöronlar oluşmaktadır [(Hu ve Zhang, 2009); (Du ve ark., 2015)]. 

 

2.2.1.3.  IPS Hücrelerin Psikiyatrik Hastalıklarda Kullanımı 

 IPS hücreleri psikiyatrik hastalıkları modellemede ilk kez Brennand ve ark. tarafından 

kullanılmıştır. Şizofreni hastalarından elde edilen IPS hücrelerin nöronlara farklılaştırılması ile 

nöronal bağlantılar, morfoloji ve gen ifade düzeyleri incelenmiştir (Brennand ve ark., 2011). 

Şizofreniyi takiben pek çok psikiyatrik hastalık için IPS hücre modelleri oluşturulmaya ve 

kullanılmaya başlanmıştır. BB hastaları ile yapılan çalışmalar Tablo 2’de özetlenmiştir.  

 

Tablo 2. BB hastalarından elde edilen IPS hücrelerin kullanıldığı çalışmalar  

Dahil Edilen 
Örnek Sayısı 

Hücre 
Kaynağı Hücre Tipi Bulgular (Varsa) İlaç 

Uygulaması  Kaynak 

BB hasta: 3 
Kontrol:3 

IPS hücre Nöron Kalsiyum yolağında iş gören genlerin ifadesinde 
değişiklik ve ventralizasyon saptanmış 

Yok (Chen HM 
ve ark., 
2014) 

BB hasta: 12 
Kontrol: 6 

iN** Nöron 
benzeri 

Hücre adhezyonunda lityum tedavisine bağlı 
değişiklikler saptanmış 
 

Lityum (Wang ve 
ark., 2014) 

BB hasta: 2 
Kontrol: 2 

IPS hücre NPH* Hücre proliferasyonunda defektler saptanmış, GSK3 
inhibitorü ile geri kazanım görülmüş. 

GSK3 
inhibitorü 
(CHIR-
99021) 

(Madison 
ve ark., 
2015) 

BB hasta: 6 
Kontrol: 4 

IPS hücre DG granüler 
nöronlar 

Artmış Ca++ akımı ve mitokondriyal defektler Yok (Mertens 
ve ark., 
2016) 

BB hasta: 4 
Kontrol: 4 

IPS hücre Nöron Kalsiyum sinyallemesi ve telensefalik nöronal kaderin 
belirlenmesinde iş gören genlerin ifade düzeylerinde 
değişiklikler  

Lityum (Kim KH 
ve ark., 
2015) 

BB hasta: 1 
Kontrol: 1 

IPS hücre 
ve iN** 

NPH* ve 
Nöron 

BB hastalarında yüksek CXCR4 ifadesi gözlenmiş; 
nöronal gelişim ve plastisite ile ilişkili genlerde de ifade 
değişimleri saptanmış 

Yok (Bavamia
n ve ark., 
2015) 

BB hasta: 10 
Kontrol: 6 

IPS hücre Nöron CRMP2 fosforilasyonun BB hastalarının lityuma yanıt 
verme/vermeme durumuna etkisi incelenmiş ve etkisi 
olabileceği saptanmış 

Lityum (Tobe ve 
ark., 2017) 

BB hasta: 4 
Kontrol: 6 

IPS hücre DG granüler 
nöronlar 

İnstrikt hücre parametrelerinin BB- LiResponder ve LiNon-

responder hastalarda farklı olduğu ve kronik Li tedavisinin 
hastalardan elde edilen nöronlarda farklı elektrofizyojik 
yanıtlara yol açtığı saptanmıştır. 

Lityum (Stern ve 
ark., 2017) 

*NPH: Nöral progenitör hücre 
**iN indüklenmiş nöron 
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2.3. MikroRNA’lar 
 
2.3.1. Tanım ve Fonksiyon 

 MikroRNA’lar (miRNA), post-transkripsiyonal ve translasyonal düzeyde iş gören, küçük 

(yaklaşık 22 nükleotidden oluşan), tek zincirli, endojen kodlanmayan RNA moleküllerdir. Olgun 

biçimlerinde, hedef mRNA’ların çoğunlukla tamamlayıcı zincirinde 3′-UTR (untranslated 

region/anlatım yapmayan bölge) ve nadir durumlarda 5′- UTR ya da anlatım yapan bölgelerine 

bağlanırlar. Bu durumun sonucunda ise mRNA yıkımı ya da translasyonun başlaması ve 

ilerlemesinin baskılanması yoluyla protein ifadesi düzenlenir (Hamzeiy ve ark., 2014). 

miRNA’ların yapısında bulunan, yaklaşık 2-8 nükleotid uzunluktaki ‘seed sequence/region’, hedef 

mRNA’ların tanınmasından sorumludur (Lewis ve ark., 2003). 

 

2.3.2. miRNA Biyogenezi 

 Kanonikal miRNA biyogenezi çoğu miRNA ailesinin olgunlaşmasını sağlayan yolak olarak 

tanımlanır. Ancak farklı yolaklar ile olgunlaşan özel miRNA aileleri de keşfedilmiştir (Hammond, 

2015). Kanonikal yolağın ilk aşamasında miRNA’lar nükleusta bulunan RNA polimeraz II enzimi 

tarafından primer transkript (Pri-miRNA) olarak transkibe edilirler. Bu transkriptlerin birer başlığı 

ve poliA kuyruğu vardır (Kim ve ark., 2004). İkinci aşamada pri-miRNA’lar, Drosha ve ‘DiGeorge 

syndrome critical region gene 8’ (DGCR8) enzimleri aracılığıyla kesilirler ve öncül miRNA (Pre-

miRNA)’lara dönüşürler. Daha sonra eksportin-5 (çift zincirli RNA-bağlayıcı protein) aracılığıyla 

sitoplazmaya taşınan pre-miRNA’lar burada Dicer (endonükleaz) tarafından kesilirler. Dicer 

kesiminden sonra oluşan yaklaşık 22 baz çifti boyutunda ve saç tokası (hairpin loop) formundaki 

ürün olgun (mature) miRNA olarak adlandırılır (Ha ve Kim, 2014). Son aşamada ise olgun 

miRNA’lar RISC’e (RNA-Induced Silencing Complex) yüklenir; miRNA hedef genleri ile 

arasındaki tamamlayıcılığa bağlı olarak ya translasyonu baskılar, ya da hedef mRNA’nın yıkımına 

neden olur (Dalmay, 2013) (Şekil 2). 
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Şekil 2. miRNA biyogenezinin genel bir özeti. (Şekil, (Alural ve ark., 2017) makalesinden uyarlanmıştır.) 

 

 

2.3.3. Beyine Özgül miRNA’lar 

Bugüne kadar tanımlanmış miRNA’ların yaklaşık %75’i beyinde ifade edilmektedir. Bu 

miRNA’lar hem beynin fizyolojik gelişimi hem de nöronal fonksiyonlarla ilgili süreçlere 

(nörogenez, nöronal farklılaşma, sinaptogenez vb.) katkıda bulunmaktadır (Ji ve ark., 2013). 

Ayrıca miRNA’lar, sürece özgül genlerin ifadelerini baskılamalarından dolayı nöronal ve glial 

hücrelerin hücre kaderlerinin belirlemesinde (cell-fate determination) kritik öneme sahiptirler. 

Beyinde yüksek düzeyde ifade edilen miR-124, üzerinde en çok çalışılan miRNA’lardan biridir ve 

hem beyin gelişiminde hem de nöronal farklılaşmada rol oynadığı gösterilmiştir (Sun ve ark., 

2015). Beyine özgül bir başka miRNA olan miR-9 hem nöronlarda hem de glial hücrelerde ifade 

edilir ve nörogeneze ilişkin pek çok süreçte önemli role sahiptir (Smirnova ve ark., 2005). 
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miRNA’ların, beyin bölgelerine göre farklı dağılım gösterdikleri (Hommers ve ark., 2015), hatta 

beyin bölgesi/nöron tipine özgül ifade farklılıklarına ek olarak, nöron içerisinde de miRNA 

bölümleşmelerinin (compartmentalisation) bulunduğu saptanmıştır (O'Carroll ve Schaefer, 2013). 

Sinapslar, dendritler ve aksonlarda belirli miRNA’ların zenginleşmelerine katkıda bulunan olası 

mekanizmalar henüz aydınlatılmamış olsa da, bazı RNA-bağlayıcı proteinlerin miRNA’ların belirli 

nöron bölgesine taşınması ve orada sabitlenmesinde (anchoring) iş görebileceği öne sürülmüştür 

(O'Carroll ve Schaefer, 2013). 

 

2.3.4. BB ve miRNA 

BB hastalarından elde edilen postmortem beyin örnekleri, kan ve serum örnekleri ya da IPS 

hücre ve indüklenmiş nöronlar ile yapılan çok sayıda araştırma hastalığın oluşumu/seyri ve miRNA 

ifade düzeylerinde değişiklikler arasında bir ilişki bulunduğunu gösterir niteliktedir. Ayrıca hasta 

örneklerinin yanı sıra, oluşturulan hayvan modelleri özellikle hastalıkta kullanılan ilaçların 

doğrudan etkilerinin incelenmesi açısından önemlidir. Gelişen yöntemler ile birlikte, bireylerin 

ilaca bağlı olarak hücresel yanıtlarının incelenmesinde IPS hücre ve indüklenmiş nöronlar da 

kullanılmaya başlanmıştır. 

BB ile ilişkili olduğu belirlenen miRNA’lar çalışmalar arasında farklılık gösterse de bazı 

miRNA’lar birden fazla çalışmada tespit edilmiştir. Günümüze kadar ifade farklılığı saptanmış tüm 

miRNA’lar Tablo 3’te özetlenmiştir.  

 

2.3.4.1. Postmortem Örneklerde miRNA Analizi 

BB üzerine yapılmış postmortem çalışmalar Tablo 3’te özetlenmiştir. Bu çalışmalarda 

genellikle iki beyin bölgesine -PFC (BA9 ve BA10) ile DLPFC (BA46)- odaklanılmış olup, 

hastalıkla birlikte pek çok farklı miRNA’nın ifade düzeylerinde değişiklik olduğu saptanmıştır 

[(Banigan ve ark., 2013); (Kim ve ark., 2010); (Miller ve ark., 2012); (Moreau ve ark., 2011); 

(Smalheiser ve ark., 2014)]. BB hastalarının PFC’lerinde miRNA düzeylerini araştıran bir 

çalışmada CREB ve NMDA reseptörleriyle ilişkili olan miR-132 ifade düzeyinin kontrollere 

kıyasla daha düşük olduğu saptanmıştır (Miller ve ark., 2012). Öte yandan BB ve şizofreni 

hastalarından elde edilmiş postmortem DLPFC (BA 46) örneklerinde miR-346 düzeylerinin 

incelendiği bir çalışmada herhangi bir farklılık saptamamıştır (Zhu ve ark., 2009). Yakın zamanda 
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gerçekleştirilmiş bir başka çalışmada ise, BB ve Majör Depresif Bozukluk hastalarından elde edilen 

postmortem örnekler kullanılmış ve duygudurum düzenlenmesinde iş gören anterior singulat 

korteks (BA 24) bölgesinde miRNA ifade düzeylerindeki değişimler incelenmiştir. Çalışmanın 

sonucunda, BB hastalarında dört miRNA’nın (miR-34a, miR-132, miR-133a ve miR-212) ifade 

düzeylerinin istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha düşük olduğu (0,2-0,4-kat) bildirilmiştir 

(Azevedo ve ark., 2016). 
 

2.3.4.2. Kan ve Serum Örneklerinde miRNA Analizi 

 BB ile ilgili olarak şimdiye kadar periferik dokularda yapılmış az sayıda çalışma 

bulunmaktadır. BB hastalarından mani döneminde ve tedavi sonrası ötimik dönemde alınan plazma 

örneklerinin kullanıldığı ilk çalışmada, manik dönemde bulunan hastalarda miR-134 düzeyinin 

0,4-kat azaldığı, dört haftalık tedavi sürecinin ise miR-134 düzeylerini 1,3-kat arttırdığı 

saptanmıştır (Rong ve ark., 2011). miR-134’nın hedef genlerinden biri olan Limk1’in ise dendritik 

diken (spine) düzenlenmesini sağlayarak sinaptik gelişim ve olgunlaşma ve/veya plastisitede rol 

oynadığı düşünülmektedir (Schratt ve ark., 2006). Walker ve ark. tarafından gerçekleştirilen bir 

çalışmaya ise BB için yüksek ailesel risk taşıyan ve taşımayan bireyler dahil edilmiş, çalışma 

sonucunda risk taşıyan grupta miR-15b, miR-132 ve miR-652 ifade düzeylerinin anlamlı olarak 

yüksek olduğu gözlenmiştir (Walker ve ark., 2015). Takip eden diğer çalışmalarda da BB 

hastalarının kan örneklerinde miR-137, miR-499, miR-708 hsa-miR-1915-5p, hsa-miR-1972, hsa-

miR-4793-3p, hsa-miR-4440 ve miR-1908 gibi farklı miRNA’ların ifade düzeylerinin düşük, miR-

720, miR-140-3p, miR-1973, miR-30d5p, miR-3158-3p, miR-330-5p, miR-378a-5p, miR-4521, 

miR-21-3p, miR-29c-5p, miR-330-3p, miR-345-5p ifade düzeylerinin ise yüksek olduğu 

bildirilmiştir [(Strazisar ve ark., 2015); (Banach ve ark., 2017); (Maffioletti ve ark., 2016)]. 

 

2.3.4.3. Hastaya Özgü Hücre Modellerinde miRNA Analizi 

 Hastaya özgü örnekler ile yapılan ilk çalışmada, BB hastalarından ve sağlıklı 

kardeşlerinden üretilen lenfoblastoid hücre hatları kullanılmış, hücreler lityum ile çeşitli sürelerde 

inkübe edilerek miRNA düzeylerindeki değişimler izlenmiştir. On altı günlük lityum tedavisi 

sonrası lenfoblastoid hücre hatlarında miR-34a, miR-152, miR-155 ve miR-221 ifadelerinin 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde arttığı gösterilmiştir (Chen ve ark., 2009). Daha sonra Bavamian 
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ve ark. tarafından, hastaya özgü indüklenmiş nöronal hücre hatları ve postmortem beyin 

dokularında gerçekleştirilen çalışmada, BB hastalarında miR-34a ifade düzeylerinin kontrollere 

göre yüksek olduğu saptanmıştır. Ayrıca miR-34a’nın, BB risk genlerinden ANK3 ve CACNB3’ü 

doğrudan olarak hedeflediği ve bu hücrelerde miR-34a ifadesinin sentetik miRNA mimikleri ile 

arttırılmasının dendritik morfolojiyi etkilediği gözlenmiştir (Bavamian ve ark., 2015). 

 

2.3.4.4. Hayvan Modellerinde miRNA Analizi 

Literatürde BB için hayvan modelleri kullanan pek çok çalışma bulunmasına rağmen, 

miRNA ifade düzeylerinin analiz edildiği tek bir çalışma bulunmaktadır. Lityum ve valproatın 

sıçan hipokampüslerindeki etkilerini irdeleyen bu çalışmada, her iki ilacın let-7b, let-7c, miR-128a, 

miR-24a, miR-30a, miR-34a ve miR-221 düzeylerini azalttığı, miR-144 düzeyini ise arttırdığı 

saptanmıştır (Zhou ve ark., 2009). 

 

Tablo 3. BB üzerine yapılmış olan miRNA çalışmalarının özeti. (Aşağıdaki tablo (Alural ve ark., 2017) 
makalesinden uyarlanmıştır.) 

 miRNA Örnek Sayısı Örnek Tipi Önemli miRNA hedefleri 

(Kim AH ve 
ark., 2010) 

 

Yüksek: miR-454*, miR-29a, miR-520c-3p, miR- 
140-3p, miR-767-5p, miR-874, miR-32, miR- 573 
Düşük: miR-504, miR-145, miR-145*, miR-22*, 
miR-133b, miR-154*, miR-889  
 

35 BB Hasta 
35 Kontrol 

Postmortem 
doku: DLPFC 
(BA46) 

TH (Tyrosine hydroxylase),  
PGD (phosphogluconate 
dehydrogenase)  
GRM3 (metabotropic glutamate 
receptor 3) 

(Moreau ve 
ark., 2011) 

Yüksek: miR-330, miR-33, miR-193b, miR-545, 
miR-138, miR-151, miR-210, miR-324-3p, miR- 
22, miR-425, miR-181a, miR-106b, miR-193a, 
miR-192, miR-301, miR-27b, miR-148b, miR- 
338, miR-639, miR-15a, miR-186, miR-99a, miR-
190, miR-339 

35 BB Hasta 
35 Kontrol 

Postmortem 
doku: PFC 

 
İncelenmemiş 
 

(Miller ve 
ark., 2012) 

Düşük (düzeltilmemiş p-değeri): miR-132, miR-
132*, miR-150  
Yüksek (düzeltilmemiş p-değeri): miR-320, miR-
320c, miR-628-3p, miR-874, miR-105, miR-17*, 
let-7b, let-7f-1*  
Yüksek (düzeltilmiş p-değeri): miR-383, miR-
32*, miR-490-5p, miR-196b, miR-513-5p, miR-
876-3p, miR-449b, miR-297, miR-188-5p, miR-
187  

31 BB Hasta 
34 Kontrol 

Postmortem 
doku: DLPFC İncelenmemiş 

(Smalheiser 
ve ark., 
2014) 

Düşük: miR-145-5p, miR-485-5p, miR-370, miR-
500a-5p, miR-34a-5p 
Yüksek: miR-17-5p, miR-579, miR-106b-5p, 
miR-29c-3p  

15 BB Hasta  
15 Kontrol 

Postmortem 
doku: PFC 
(BA10) 

İncelenmemiş 

(Banigan ve 
ark., 2013) 

Yüksek: miR-29c  
 

9 BB Hasta  
13	Kontrol 

Postmortem 
doku: PFC 
(BA9) ve 
ekzozomal 
miRNA 

İncelenmemiş 
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Tüm bu çalışmalar göz önünde bulundurulduğunda miRNA’ların BB patogenezinde ve ilaç 

yanıtlarında rolleri olduğu söylenebilir. Ancak incelemelerde kullanılan doku/hücre 

kaynaklarındaki farklılıklar, elde edilen sonuçların da farklı olmasına yol açmaktadır. Bu nedenle 

çalışmamızda, hastaya özgü in vitro hastalık modellenmesine olanak sağlayan IPS hücrelerinin 

kullanılması tercih edilmiştir. BB hastalarından elde edilen hücrelerden oluşturulan bu modelde ilk 

aşamada global miRNA profillemesi yapılarak sağlıklı kontroller ve BB hastaları arasında farklı 

ifade düzeylerine sahip ve hastalığın patogenezi ile ilişkili olabilecek miRNA’ların belirlenmesi 

amaçlanmıştır. İkinci aşamada ise, hastalığın tedavisinde sıklıkla kullanılan bir ilaç olan lityumun 

miR-34a ifade düzeyi üzerine etkisi ve hücrelerdeki fonksiyonel etkilerinin araştırılması 

amaçlanmıştır.  

  

(Bavamian 
ve ark., 
2015) 
 

Yüksek: miR-34a 
 

29 BB Hasta  
34 Kontrol 

Postmortem 
doku -serebelar 
doku ve BB 
Hastaya özgü 
nöronlar 

ANK3 (Ankyrin-3)  
CACNB3 (voltage dependent L-type 
calcium channel subunit beta-3) 
 

(Zhu ve 
ark., 2009) 

 
Sadece miR-346 ifade düzeyi incelenmiş, anlamlı 
değişiklik saptanmamış. 

35 BB Hasta,  
34 Kontrol  
35 Şizofreni 

Postmortem 
doku - DLPFC 
(BA 46) 

CSF2RA (colony stimulating factor 2   
receptor alpha subunit), 
GRID1 (glutamate ionotropic 
receptor delta type subunit 1) 

(Azevedo ve 
ark., 2016) 

Düşük: miR-132, miR-133a 
miR-212, miR-34a 
 

8 BB Hasta  
15 MDB hasta 
14 Kontrol 

Postmortem 
doku- Anterior 
singulat (BA 
24) 
 

PDE4B (cAMP-specific 3',5'-cyclic 
Phospho-diesterase 4B),  
NCOR1 (Nuclear Receptor Co-
Activator 1),  
NCOR2 (Nuclear Receptor Co-
Activator 2) 

(Strazisar ve 
ark., 2015) Düşük: miR-137 

345 BB Hasta, 426 
Şizofreni, 1376 
Kontrol 

Kan İncelenmemiş 

(Rong ve 
ark., 2011) Düşük: miR-134 21 BB Hasta, 21 

sağlıklı kontrol Plazma Limk1 (LIM domain kinase 1) 

(Banach ve 
ark., 2017) Düşük: miR-499, miR-708 ve miR-1908 17 MDB hasta  

15 BB hasta Kan 
KLC2 (kinesin 
light chain 2; connected with 
microtubular transport) 

(Maffioletti 
ve ark., 
2016) 

Yüksek: miR-720, miR-140-3p, miR-1973, miR-
30d5p, miR-3158-3p, miR-330-5p, miR-378a-5p, 
miR-4521, miR-21-3p, miR-29c5p, 
miR-330-3p, miR-345-5p 
Düşük: hsa-miR-1915-5p, hsa-miR-1972, hsa-
miR-4793-3p ve hsa-miR-4440 

10 BB Hasta,  
10 MBD Hasta  
20 Kontrol 

Kan 

miRNA’ların hedef genlerinin 
bulunduğu yolaklar: Wnt sinyal 
yolağı, mTOR sinyal yolağı, ErbB 
sinyal yolağı ve insulin sinyal yolağı 
olarak belirlenmiş. 

(Walker ve 
ark., 2015) 

Yüksek: miR-15b, miR-132 
ve miR-652 

34 BB için ailesel 
risk taşıyan birey ve 
46 sağlıklı kontrol 

Kan İncelenmemiş 

(Chen H ve 
ark., 2009) 

Disregüle: miR-34a, miR-152, miR-155, 
ve miR-221 

10 BB Hasta, 10 
sağlıklı kardeş 

Lenfoblastoid 
hücre hattı 
(LCLs) 

İlaç etkisi (lityum) incelenmiş. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
3.1. Araştırmanın Tipi 

Araştırma deneysel niteliktedir. 

 
3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

Araştırma Ekim 2016-Kasım 2017 tarihleri arasında IPS hücre ile ilgili çalışmalarının 

tamamı Harvard Üniversitesi Massachusetts General Hospital-Chemical Neurobiology 

Laboratory’de yürütüldü. Transfeksiyon deneyleri ise Dokuz Eylül Üniversitesi’nde yürütüldü. 

 
3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi 

Hücre kültürü çalışmasıdır. 

 
3.4. Çalışma Materyali 

Çalışmanın ilk aşamasında, BB tanılı hastalardan ve sağlıklı kontrollerden dermal biyopsi ile 

elde edilen fibroblast hücreleri IPS hücrelerine çevrildi ve deneylerde bu IPS hücreleri kullanıldı.  

Transfeksiyon deneylerinde ise 1970’de Biedler ve arkadaşları tarafından oluşturulan ve SK-

N-SH hattından köken alan SH-SY5Y insan nöroblastoma hücre hattı kullanıldı. 

 
3.5. Araştırmanın Değişkenleri 

Bağımlı değişken: miR-34a ve hedef genlerinin ifade düzeyleri 

Bağımsız Değişken: Lityum uygulaması 

 
3.6. Veri Toplama Araçları 

 Bu tez çalışması kapsamında, IPS hücrelerin programlanması Cellular Reprogramming 

firması tarafından gerçekleştirildi. Nanostring hibridizasyon ve veri analizleri bölümü New Mexico 

Üniversitesi, Sinirbilimler Anabilim Dalı’nda görev yapmakta olan Doç. Dr. Nikolaos Mellios ile 

birlikte gerçekleştirildi. IPS hücreler ile ilgili tüm deneyler Harvard Üniversitesi Massachusetts 

General Hospital-Chemical Neurobiology Laboratory’de, transfeksiyon deneyleri ise Dokuz Eylül 

Üniversitesi Sinirbilimler Anabilim Dalı’nda, tez sahibi tarafından gerçekleştirildi. 
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3.6.1. Dermal Biyopsi ve Fibroblast Eldesi 

 Tüm dermal biyopsi işlemleri yetkili bir doktor tarafından gerçekleştirildi. Örnekler, 3,0 

veya 4,0 mm iğne ile, baskın olmayan ön koldan, subakutan %1 Lidokain enjeksiyonu takiben 

toplandı ve %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin içeren DMEM’den (Gibco) oluşan nakil 

ortamına aktarıldı. Daha sonra örnekler %10 penisilin/streptomisin ve %10 L-glutamin içeren PBS 

ile iki kez yıkandı ve 60 mm’lik doku kültür kaplarına aktarılarak mümkün olan en küçük boyutlara 

parçalandı. Kültür kapları 15 dk. boyunca 37 °’de tutulduktan sonra yapışmaları gözlendi ve 

üzerlerine %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin içeren DMEM eklendi. Daha 

sonra fibroblast hücreler, çoğaltma amacıyla %89 DMEM, %10 FBS ve %1 esansiyel olmayan 

aminoasit solüsyonundan oluşan ortama alındı ve yeterli yoğunluğa ulaştıktan sonra her hat için 

1x106 hücre/tüp olacak şekilde donduruldu. 

 

3.6.2.  IPS Hücrelerinin Programlanması 

 Sağlıklı kontrol ve BB hastalarına ait fibrolast hücrelerinin IPS hücrelere programlanması 

stabil ve xeno-free koşullar altında Cellular Reprogramming (San Diego, ABD) firması tarafından 

gerçekleştirildi. IPS hücre programlanması için sentetik mRNA transfeksiyonu yöntemi kullanıldı. 

Bu yöntemin tercih edilmesinin nedenleri arasında entegre olmayan DNA vektörleri veya RNA 

virüslerinin aksine, yeniden programlanmanın sonunda mRNA ile yeniden programlanma sırasında 

temizleme aşaması gerek olmaması (mRNA'nın sitoplazmada degrade olması ile hedef hücrelerde 

ektopik ekspresyonunun hızla azalarak bitmesi sayesinde); rastgele genomik entegrasyon veya 

kalıcı viral enfeksiyon riskinin olmaması sayılabilir (Warren ve ark., 2010).  

 Bu amaçla, 3.6.1. bölümde bahsedildiği şekilde çoğaltılarak saklanan fibroblast örnekleri 

soğuk zincir ile işlemin gerçekleştirileceği firmaya gönderildi. Firmanın kullandığı yöntem akışı 

ise şu şekilde özetlenebilir: 

- Transfeksiyonda kullanılacak mRNA kokteylinin hazırlanması: in vitro transkripsiyon 

reaksiyonları ile LIN28, GFP (Green Fluorescent Protein; yeşil floresans protein) ve dört kanonikal 

Yamanaka faktörüne (KLF4, c-MYC, OCT4, ve SOX2) ait sentetik mRNA’lar sentezlenmiştir. 

- Fibroblast hücrelerinin katyonik lipid aracılı ajanlar kullanılarak sentetik mRNA kokteyli ile 

transfekte edilmesi: transfeksiyon işlemi, mRNA'ların çok kısa yarı ömrü nedeniyle, 8-10 gün 

boyunca, her gün tekrarlanmıştır.  
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- Koloni seçilmesi: 8-10 gün boyunca transfekte edilen hücrelerde IPS kolonilerinin oluşumları 

gözlenmiş ve primer koloniler seçilerek çoğaltılmıştır. 

- Elde edilen IPS hücrelerin karakterize edilmesi: hücrelerin IPS kolonisi oluşturma verimliliği 

TRA-1-60 seviyesinin ölçülmesi ile, pluripotensilerinin değerlendirilmesi için ise çeşitli 

pluripotensi belirteçleri (SSEA3, TRA-1-81, Oct3/4 ve Sox2) ile immünfloresans görüntüleme 

işlemleri gerçekleştirilmiştir (Warren ve ark., 2012). Doğrulama işlemlerini başarı ile geçen IPS 

örnekleri tarafımıza gönderilmiştir. 

 

3.6.3. Nöral Progenitör Hücre Eldesi ve Kültürü 

3.6.3.1.  IPS Hücrelerinin Kültüre Alınması 

 Hücreler teslim alındıktan sonra, üretici firmanın önerileri doğrultusunda ilk üç pasaj 

boyunca hücreler 10 µg/mL insan rekombinant rLaminin-521 ile kaplanmış kültür kaplarında, 

10 µM Rho-associated protein kinase (ROCK) inhibitörü (Y-27632) ile desteklenmiş NutriStem® 

XF/FF ortamı kullanarak kültüre edildi. Hücreler sıvı azottan çıkarıldıktan sonra hızlıca su 

banyosunda çözülerek 3 ml NutriStem ortamı içinde süspanse hale getirildi ve kültür kabına ekildi. 

Sadece yeni kültür kaplarına ekilecekleri zamanlarda ortam 10 µM Y-27632 ile desteklendi.  

 Hücrelerin, canlılık ve sağlık durumları sürekli kontrol edilerek ve her gün ortamları 

değiştirilerek koloni oluşturmaları beklendi. Koloniler, farklılaşmamış hücrelerden oluştukları 

gözlendikten sonra ReLeSR™ (StemCell, Kanada) ile 1:3- 1:5 oranlarında pasajlandı ve taze 

kaplanmış kültür kaplarına ekildi. Her pasajlama işlemi sırasında her hücre hattı için en az bir tüp 

hücre %10 DMSO eklenmiş kültür ortamı ile dondurularak saklandı.  

 Üçüncü pasaj ve sonrasında hücreler Geltrex ile kaplanmış kültür kaplarında ve komplet 

Essential 8™ Medium (E8 Bazal Medium + E8 Supplement) ortamı kullanılarak idame edildi 

(Thermo Fisher, ABD). 

 

3.6.3.2. IPS Hücrelerinin Nöral Progenitör Hücrelere Farklılaştırılması 

 E8 komplet ortamı kullanılarak çoğaltılan IPS hücreleri, koloniler yeterli boyuta ulaştığında 

(~%80-90 hücre yoğunluğu), steril koşullarda manyetik hücre ayırım sistemi (Magnetic-Activated 

Cell Sorting; MACS) ile saflaştırıldı. Bu amaç doğrultusunda, üretici firmanın önerileri 

doğrultusunda LC kolonları ve insan embriyonik kök hücre belirteci olan TRA-1-60 ile yüklenmiş 
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manyetik boncuklar (Miltenyi Biotec, Almanya) kullanıldı (Şekil 3). Hücreler antikor taşıyan 

boncuklarla işaretlendikten sonra, LC kolonlarından geçirildi ve kolona tutunmuş hücreler iki sefer 

PBS ile yıkanarak saflaştırıldı. Daha sonrasında sayılan TRA-1-60+ hücreler, 6-kuyulu kültür 

kaplarına ve E8 ortamı kullanılarak, 2,5-3x105 hücre/kuyu yoğunluğunda ekildi. 

 

 
Şekil 3. Deneylerde kullanılan manyetik hücre ayırım sisteminin görüntüsü. 

 

 

Nöral indüksiyon, ticari bir kit olan Neural Induction Supplement (Gibco, ABD) 

kullanılarak gerçekleştirildi (Yan ve ark., 2013). Farklılaşmanın ilk aşamasında kullanılan Neural 

Induction Media (NIM) komplet ortam Tablo 4’te belirtilen şekilde hazırlandı.  

 
 
Tablo 4. NIM komplet ortamının içeriği 
Bileşen Stok Hacim 
Neurobasal® Medium  1x 490 mL  
Neural Induction Supplement  50x 10 mL  
Toplam: 500 mL 
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TRA-1-60 saflaştırmasını takiben ertesi gün, hücrelerin ortamı tamamen aspire edilerek 

yerine 2ml/kuyu olacak şekilde NIM eklendi. Ortam değiştirilmesinin ikinci gününde hücreler faz 

kontrast mikroskobunda gözlendi ve nöral olmayan hücre tiplerinin büyümediğinden emin olundu. 

Hücrelerin %80-90 civarı yoğunluğa ulaşmaları beklendikten sonra (takriben 7-9 gün) PSA-

NCAM antikoruna yönelik ikinci MACS seçilimi yapıldı. Bu amaç ile, üretici firmanın önerileri 

doğrultusunda LC kolonları ve nöral progenitör hücre belirteci olan PSA-NCAM ile yüklenmiş 

manyetik boncuklar (Miltenyi Biotec, Almanya) kullanıldı. Kolona tutunmuş hücreler üç sefer PBS 

ile yıkanarak saflaştırıldı ve 15 ml tüpte toplandı. Daha sonrasında sayılan NCAM+ hücreler, 6-

kuyulu kültür kaplarına, 2,5-3x105 hücre/kuyu gelecek şekilde ekildi. Ekim sırasında NIM komplet 

ortamı kullanıldı ve ortam 10 µM Y-27632 ile desteklendi. 

PSA-NCAM seçiliminden iki gün sonra, nöral hücrelerin çoğalmasını sağlamak amacı ile 

hücre ortamları Neural Expansion Media (NEM) ile değiştirildi. Bu aşamada kullanılan NEM 

komplet ortamı Tablo 5’te belirtilen şekilde hazırlandı. 

 
 
Tablo 5. NEM komplet ortamının içeriği 

Bileşen Stok Hacim 
Neurobasal® Medium  1x 245 mL  
Advenced DMEM/F12 Medium 1x 245 mL 

Neural Induction Supplement  50x 10 mL  

Toplam: 500 mL 

 
PSA-NCAM pozitif hücreler, %80-90 civarı yoğunluğa ulaştıktan sonra (ortalama 8-10 

gün), 1 ml/kuyu Accutase® (Stemcell, Kanada) ile bir dakika muamele edilerek toplandı. Daha 

sonra 300xg’de 5 dakika santrifüj edilerek pellet oluşumu sağlandı ve 1:5 oranında, Y-27632 ile 

desteklenmiş NEM içerisine ekildi. Hücreler pasaj numarası beşe erişene kadar yukarıda anlatıldığı 

şekilde pasajlandı. Daha sonra hücreler, son MACS seçilimi için toplandı ve iki antikora karşı 

seçilim yapıldı; ilk aşamada CD133+ hücreler, PSA-CD133 antikoru taşıyan boncuklarla 

işaretlendikten sonra, LC kolonlarından geçirildi ve kolona tutunmuş hücreler üç sefer PBS ile 

yıkanarak saflaştırıldı.  

İkinci aşamada ise, toplanmış CD133+ hücreler, PSA-CD271 antikoru ile negatif seçilime 

maruz bırakıldı. Bu amaçla hücreler, PSA-CD271 antikor taşıyan boncuklarla işaretlendikten sonra 
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LC kolonlarından geçirildi ve kolona tutunmayan (negatif) hücreler toplandı. Ayrıca kolona 

tutunan ve nöral krest hücreleri temsil eden CD271+ hücreler de toplanarak başka çalışmalarda 

kullanılmak üzere donduruldu.  

Daha sonrasında sayılan CD271-/CD133+ hücreler, 6-kuyulu kültür kaplarına, 2,5-3x105 

hücre/kuyu gelecek şekilde ekildi. Ekim sırasında NEM komplet ortamı kullanıldı ve ortam 10 µM 

Y-27632 ile desteklendi.  

 

3.6.3.3. Farklılaştırılmış Nöral Progenitör Hücrelerin Karakterizasyonu 

Nöral progenitör hücreler (NPH), 24-kuyulu kültür kaplarına yerleştirilmiş ve geltex ile 

kaplanmış olan cam lamellere, kuyu başına 1x105 hücre gelecek şekilde ekildi. 24 saat tutunmaları 

beklendikten sonra, %4 paraformaldehit solüsyonu ile 30 dakika süre ile oda sıcaklığında fikse 

edildi. Fikse edilen hücreler 1 ml/kuyu PBS-T (PBS ve 0,25% Triton X-100) ile permeabilize edilip 

%5 normal serum ile 30 dakika boyunca bloklandı. Primer antikorlar Tablo 6’da belirtildiği şekilde 

hazırlandı ve 4°C’de gece boyunca inkübasyona bırakıldı.  

 

Tablo 6. NPH karakterizasyonunda kullanılan antikorlar ve seyreltme oranları 
Primer Antikor Marka/Katalog No Seyreltme 

oranı 
Sekonder Antikor 

Rabbit Anti-Nestin Millipore 
(AB5922) 

1:2000 Anti-Rabbit Alexa Flour-594  

Goat Anti-Sox1 Santa Cruz  
(Sc-17318) 

1:200 Anti-Goat Alexa Flour-594 

Rabbit Anti-Sox2 Cell signalling 
(#3579)  

1:200 Anti-Rabbit Alexa Flour-594 

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

 

 

Ertesi gün cam lameller iki kere PBS ile yıkanarak ilgili 1:500 seyreltilmiş sekonder 

antikorlar (Alexa Fluor-594) ile işaretlendi (Invitrogen, ABD). Sekonder antikorlar ile 2 saat süre 

ile inkübe edilen cam lameller bir kere PBS ile yıkandı ve DAPI (1 µg/ml; Invitrogen) ile nükleus 

boyaması gerçekleştirildi. Tüm işlemlerin bitiminde cam lameller Prolong Antifade Reagent 

(Invitrogen, ABD) ile cam lam üzerine sabitlendi ve IN Cell Analyzer 6000 Cell Imaging System 

(GE Healthcare Life Sciences, ABD) kullanılarak görüntü alındı. Her bir kuyudan, her bir antikor 
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için toplam dokuz adet görüntü çekildi ve görüntüler Image J programı ile birleştirilerek 

değerlendirildi (NIH, ABD). 

 

3.6.3.4. NPH’lerin Olgun Nöronlara Farklılaştırılması 

NPH’lerin olgun nöronlara farklılaştırılmasında büyüme faktörü uzaklaştırma (Growth 

Factor- Withdrawal) metodu kullanıldı (Kim ve ark., 2015). Bu amaçla hücreler uygun kültür 

kaplarına ekildikten 24 saat sonra, Neural Induction Supplement ve içeriğindeki farklılaşmayı 

engelleyerek hücreleri progenitör durumunda tutan büyüme faktörlerinden yoksun bir ortama 

alındı (Tablo 7).  

 
Tablo 7. Nöron farklılaştırma ortamının içeriği 

Bileşen Stok Miktar 
DMEM 1x 345 mL  
F12 Medium 1x 145 mL 
B27 Supplement  50x 10 mL  
Toplam: 500 mL 

 

 

İlk hafta her gün, ikinci ve sonraki haftalarda haftada üç kez olmak üzere ortam değişimi 

gerçekleştirildikten sonra hücrelerden 2. (erken nöronlar), 4. ve 6. hafta (olgun nöronlar) sonlarında 

karakterizasyon işlemleri gerçekleştirildi. Nöral hücre karakterizasyonu için 3.6.3.3. bölümde 

detayları verilen protokol uygulandı; ancak işlemler sırasında Tablo 8’de verilen antikorlar 

kullanıldı.  

 

 

Tablo 8. Karakterizasyonda kullanılan antikorlar ve seyreltme oranları 

Primer Antikor Marka/Katalog 
No 

Seyreltme 
oranı Sekonder Antikor 

Guinea pig Anti-TUJ1 
 (Nöron-Spesifik Class III ß-Tubulin izoformu) 

SynapticSystems  
(#302 304) 1:1000 Anti-Guinea Alexa Fluor-594  

Chicken Anti-MAP2  EnCor Biotech  
(CPCA-MAP2) 1:2500 Anti-Chicken Alexa Fluor-594 
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3.6.4. Nanostring İçin Örnek Kütüphanesinin Oluşturulması 

Karakterizasyon sonrasında tüm NPH hatları geltrex ile kaplanmış 6-kuyulu kültür 

kaplarına, kuyu başına 5x105 hücre gelecek şekilde ekildi (Tablo 9). NPH örnekleri ekimden 48 

saat sonra hücre kazıyıcı ile kazındı ve santrifüj edildi (1000 rpm, 5 dakika). Pelletler hızlıca kuru 

buz üzerine alınarak donduruldu (snap-freeze) ve Nanostring analizine kadar -80°C’de saklandı. 

Nöral örnekler için hücreler geltrex ile kaplanmış 6-kuyulu kültür kaplarına, kuyu başına 5x105 

hücre gelecek şekilde ekildikten 48 saat sonra ortamları farklılaştırma ortamı ile değiştirildi (Tablo 

9). Hücreler farklılaştırmanın 2., 4., ve 6. haftalarında hücre kazıyıcı ile kazınarak santrifüj edildi 

(1000 rpm, 5 dakika). Pelletler hızlıca kuru buz üzerine alınarak donduruldu (snap-freeze) ve 

Nanostring analizine kadar -80°C’de saklandı.  

 

 
Tablo 9. miRNA profillemesi için kullanılan sağlıklı kontrol ve BB hastalarına ait örnek kütüphanesi  

 
Hat Numarası 

Nanostring Örnek Kütüphanesi 
 NPH 2-haftalık 

nöronlar 
4-haftalık 
nöronlar 

6-haftalık 
nöronlar 

B
B

  
H

as
ta

sı
  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 
GM05224* 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 

Sa
ğl

ık
lı 

K
on

tr
ol

 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 
GM08330* 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 3 tekrar 

 
 
 Nanostring için oluşturulan örnek kütüphanesine, başka bir proje kapsamında 

farklılaştırılmış ve karakterize edilmiş bir sağlıklı kontrol (GM08330; sağlıklı baba) ve bir BB 

hastası (GM05224; hasta oğul) örneği de dahil edildi. Bu iki hücre hattı Coriell Institute for Medical 

Research tarafından bağışlanmış olup, iki bilimsel yayında yer almıştır [(Bavamian ve ark., 2015); 

(Madison ve ark., 2015)]. 
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3.6.5. Total RNA İzolasyonu ve miRNA Örneklerinin Hazırlanması 

Total RNA izolasyonu miRNeasy Kiti (Qiagen, Almanya) kullanılarak, üretici firmanın 

protokolüne uygun şekilde yapıldı. RNA konsantrasyonları ve kalitesi Nanodrop 2000 ve Qubit 

(Thermo Scientific, ABD) kullanılarak belirlendi. Tüm örneklerden miRNA profillenmesi, 

miRBase v21 veritabanında bulunan toplam 800 adet miRNA’nın probunu içeren nCounter Human 

miRNA Expression Assay Kit v3 (Nanostring Technologies, ABD) kullanılarak yapıldı.  

Kit protokolüne uygun olarak her bir örnek, 33 ng/µL RNA içerecek şekilde (toplamda 100 

ng/örnek) RNaz içermeyen su ile seyreltildi. Kit içeriğinden çıkan miRNA Assay kontrolü de temiz 

bir tüp içerisinde 1:500 oranında RNaz içermeyen su ile seyreltildi ve buz üzerine kondu. Temiz 

bir başka tüp içerisinde 13 µL Bağlanma Tamponu, 26 µL nCounter miRNA Tag Reagent ve 6,5 

µL miRNA Assay kontrol miksi karıştırılarak Bağlanma Master Miksi hazırlandı. Şerit PCR 

tüplerine, tüp başına 3,5’er µL Bağlanma Master Miksi eklendikten sonra tüpler örnek isimleri ile 

etiketlendi ve üzerlerine her bir örneğe ait 3 µL seyreltilmiş RNA (3,5 ng/µL) eklendi. Kapakları 

kapatılarak hafifçe vortekslenen tüpler PCR cihazında Bağlanma protokolünde tutuldu (Tablo 9). 

Aynı zamanda, temiz bir tüpte 19,5 µL PEG ve 13 µL Uzama Tamponu karıştırılarak Uzama 

Master Miksi hazırlandı. Protokol bitiminde her tüpe, tüp başına 2,5 µL Uzama Master Miksi 

eklendi ve hafifçe vortekslenen tüpler PCR cihazına geri kondu (48°C’de 5 dakika). Süre bitiminde 

tüplere 1 µL/ tüp Ligaz eklendi, ekleme işlemi sırasında tüpler ısı bloğunda bırakılarak sıcaklık 

değişmesi önlendi. Ekleme işlemini takiben kapaklar kapatıldı ve Uzama Protokolü başlatıldı 

(Tablo 10). Protokol bitiminde tüplere 1 µL Uzama Temizleme Enzimi eklendi ve hafifçe 

vortekslendikten sonra Saflaştırma Protokolü başlatıldı. Protokol bitiminde tüpler cihazdan alındı 

ve 40 µL/tüp RNaz içermeyen su eklenerek bir sonraki aşamaya kadar -20 °C’de saklandı. 

 
 
Tablo 10. Bağlanma, uzama ve saflaştırma protokolleri 

Bağlanma protokolü Uzama Protokolü Saflaştırma protokolü 
Sıcaklık Süre Sıcaklık Süre Sıcaklık Süre 

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 ∞ 
48°C ∞ 45°C 5 dakika   

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

Hibridizasyon işlemleri kit protokolüne uygun şekilde gerçekleştirildi. Bu amaçla ilk olarak 

örnek başına 10 µL Reporter CodeSet ve 10 µL hibridizasyon tamponu olacak şekilde hazırlanan 

karışım temiz bir şerit PCR tüplerine bölündü (20 µL/tüp). Bir önceki bölümde bahsedildiği şekilde 

hazırlanmış miRNA örnekleri 85°C’de 5 dakika tutularak denatüre edildi ve derhal buz üzerine 

kondu. PCR cihazının 65 °C’ye gelmesi beklendikten sonra her bir PCR tüpüne, 5 µL denatüre 

edilmiş miRNA örneği ve 5’er µL Capture ProbeSet konarak hızlıca cihaza yüklendi. 

Hibridizasyon işleminin gerçekleşmesi için örnekler cihazda en az 12 saat tutuldu. Daha sonra 

örnekler PCR cihazından alınarak son aşama olan miRNA profillemesi için nCounter Prep 

istasyonuna yüklendi. Tüm basamakların genel bir özeti Şekil 4’te verildi. 

 

 

 
Şekil 4. Nanostring miRNA profillemesinin tüm basamaklarının özeti. 
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Nicel bir karşılaştırma yapılabilmesi için elde edilen veriler nSolver analiz yazılımı 

(NanoString Technologies, ABD) kullanılarak üretici firmanın direktifleri doğrultusunda 

normalize edildi (Tablo 11). Normalizasyon sonrası kat değişimlerinin hesaplanmasında her 

miRNA probu için tekrarlı örneklerin geometrik ortalamaları kullanıldı ve gruplar arasında en az 

1,5-kat değişim gösteren miRNA’lar listelendi. 

 

 

 

Tablo 11. Normalizasyonda kullanılan kontrol problarına ait bilgiler 

Kontrol 
Tipi Sayısı Tanımı Kullanım amacı 

Pozitif 
Kontroller 6 

Belirli konsantrasyonlarda ve 
CodeSet’e dahil edilmiş sentetik 
mRNA hedefleri tanıyan 
problardır (Bağlanma basamağına 
ihtiyaç duymazlar). 

Pozitif kontroller nSolver'daki kalite kontrol 
metriklerinde kullanılır. Girdi miktarlarına 
doğrusal yanıtı doğrular ve düşük giriş 
sinyalinin (low-signal input) arka plan 
(background signal) değerinin üzerinde 
olduğunu onaylar. 

Negatif 
Kontroller 8 

Belirli konsantrasyonlarda ve 
CodeSet’e dahil edilmemiş 
sentetik mRNA hedefleri tanıyan 
problardır (Bağlanma basamağına 
ihtiyaç duymazlar). 

Negatif Kontrol, nSolver'daki QC metrikleri 
tarafından ligasyondan bağımsız arka plan 
sinyalini belirlemek için kullanılır. Bu sinyal 
daha sonra miRNA'nın ifadesini tanımlamak 
için eşik (threshold) ayarında kullanılabilir.  

Bağlanma 
Pozitif 
Kontrolleri 

3 

Örnek hazırlık kitine (hedefler, 
köprüleri ve miRtagleri içerir) 
dahil edilmiş sentetik miRNA 
hedefleri tanıyan problardır. 

Bağlanma pozitif kontrolleri örnekteki 
miRNA'lardan bağımsız olarak bağlanma 
etkinliğinin takibinde kullanılır.  

Bağlanma 
Negatif 
Kontrolleri 

3 
Örnek hazırlık kitine dahil 
edilmemiş sentetik miRNA 
hedefleri tanıyan problardır. 

Bağlanma negatif kontrolleri spesifik 
olmayan bağlanma takibinde kullanılır. 

mRNA 
Referans 
Kontrolleri 

5 
Dokuların genelinde ifade edilen 
endojen mRNA hedefleri tanıyan 
problardır.  

mRNA ölçümü, hücre içermeyen örneklerde 
hücresel kontaminasyon olup olmadığını 
belirlemek için kullanılır. Bağlanma aşaması 
başarısız olsa bile, örneklerde mRNA 
saptanabilmektedir.  
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3.6.7. miR-34a İfade Düzeylerinin RT-qPCR Tekniği ile Doğrulanması  

 İstatiksel olarak anlamlı farklılığı Nanostring tekniği ile gösterilen miRNA’lardan biri olan 

hsa-miR-34a-5p’nin ifade düzeyleri kantitatif gerçek zamanlı PCR (RT-qPCR) tekniği ile 

doğrulandı. Bu amaçla Tablo 9’da belirtilen örnek kütüphanesi tekrar oluşturuldu ve pelletlerden 

total RNA izolasyonu miRNeasy Kiti (Qiagen, Almanya) kullanılarak, kit protokolüne uygun 

şekilde yapıldı. RNA konsantrasyonları spektrofotometrik olarak (Nanodrop 2000/3000) 

belirlendi. cDNA sentezi, örnek başına 500 ng RNA kullanılarak High Capacity cDNA synthesis 

Kit (Thermo, ABD) kitiyle gerçekleştirildi. 

 RT-qPCR deneylerinde hsa-miR-34a-5p’ye ve referans genlere (U6 ve SNORD_95) özgül 

problar (Taqman™ miRNA Assay, Katalog No: 4427975) ve TaqMan™ Universal PCR Master 

Miksi kullanıldı. Reaksiyonlar LightCycler®480 (Thermo, ABD) cihazında gerçekleştirildi. 

Referans gen olarak U6 ve SNORD_95 kullanıldı ve miR-34a düzeylerindeki değişimler 2-ΔΔCT 

yöntemine göre analiz edildi (Livak ve Schmittgen, 2001).  

 

3.6.8. miRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi ve Yolak Analizi 

miR-34a-5p’nin hedeflediği olası genler, biyoinformatik yaklaşımlar ve güncel veri 

tabanları kullanılarak belirlendi. Hedef genlerin belirlenmesinde miRWalk2.0 veri tabanı 

tarafından sağlanan karşılaştırmalı platform (miRWalk, miranda, miRbridge, miRDB, Pictar2, 

PITA, RNA22 ve Targetscan algoritmaları arasında) kullanıldı (Dweep ve Gretz, 2015). En az dört 

algoritma tarafından 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.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp Sürüm 6.8; Ekim 2016) programı kullanılarak, standart 

parametreler kullanılarak gerçekleştirildi. Analizlerin değerlendirmesinde p<0,05 değeri anlamlı 

olarak kabul edildi ve her bir kategori için (GOTERM_BP: biyolojik süreç; GOTERM_CC: 

hücresel bileşen; GOTERM_MF: moleküler fonksiyon) p<0,05 değerine sahip beşten fazla terim 

olması durumda ilk 10 terim alındı. Tabloda ayrıca düzeltilmiş p-değerleri yanlış bulgu oranı (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 aldığı hücre içi yolakların belirlenmesi için KEGG 

(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) ve Reactome (http://www.reactome.org) yolak analizi 

gerçekleştirildi. Analizlerin değerlendirmesinde p<0,05 değeri anlamlı olarak kabul edildi. 

 

PITA (Probability of Interaction by Target Accessibility) Analizi: PITA algoritması, belirlenen 

her miRNA-hedef çifti için toplam etkileşim enerjisini hesaplayarak her bir bağlanma bölgesi için 

bir skor üretmektedir. PITA skoru, tek bir miRNA’nın belirli bir anlatım yapmayan bölge (UTR) 
üzerinde tahmini etkileşim enerjisini belirtir ve bir ΔΔG değerine sahiptir. ΔΔG değerinin serbest 

enerjiyi ifade ettiği düşünüldüğünde, daha düşük (daha negatif) ΔΔG değerleri, miRNA'nın verilen 

yere daha güçlü bağlanma gerçekleştireceğini işaret etmektedir. Genel olarak skorun -10’dan düşük 

olduğu durumlarda, miRNA’nın endojen ifade düzeylerinde fonksiyonel olması muhtemeldir. 

Bununla birlikte, yüksek miRNA konsantrasyonlarında, -10’dan yüksek skorlarda da fonksiyonel 

bir baskılanmanın meydana gelebileceğini işaret etmektedir. 

miR-34a’nın hedeflediği olası tüm genler incelendiğinde BDNF (Brain-Derived 

Neurotrophic Factor; Beyin kökenli büyüme faktörü) geni, dahil edilen sekiz veri tabanı içerisinde 

sadece tek bir veri tabanında tahmini gen olarak listelenmektedir. Bu nedenle, ek olarak PITA 

analizi gerçekleştirilerek, farklı BDNF transkriptleri ile miR-34a-5p arasındaki olası ilişki 

incelendi.  

 

3.6.9. mRNA İfadesinin Analizi 

mRNA düzeylerindeki değişimler RT-qPCR yöntemi kullanılarak analiz edildi. Bu amaçla 

işlemler, ilgilenilen genlere ve referans genlere (GAPDH ve RPLP0) özgül problar (TaqMan™ 

Gene Expression Assay, Katalog No: 4331182) ve TaqMan® Universal PCR Master Miksi 

kullanılarak, LightCycler®480 (Thermo, ABD) cihazında gerçekleştirildi. Referans gen olarak 

GAPDH ve RPLP0 probları kullanıldı ve gen ifade düzeylerindeki değişimler 2-ΔΔCT yöntemine 

göre analiz edildi (Livak ve Schmittgen, 2001).  
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3.6.10. Lityumun NPH Canlılığına ve Çoğalmasına Etkisinin Belirlenmesi 

Real Time Glo Yöntemiyle Hücre Canlılığının Belirlenmesi: NPH’lerin lityum inkübasyonuna 

bağlı canlılığının ve çoğalmasının değişiminin belirlenmesi amacıyla Real Time-Glo™ MT boyası 

(Promega, ABD) kullanıldı. Bu boya, patentli içeriği sayesinde aynı kuyudan 72 saate kadar sürekli 

ölçüm alınmasına imkân sağlamaktadır. Hücreler 96-kuyulu kültür kaplarına, kuyu başına 1x105 

hücre gelecek şekilde ekildi. Ertesi gün hücrelerin üzerine doz ve zaman eğrisi hazırlamak amacıyla 

değişik dozlarda lityum (0-10 mM) ile birlikte Real Time-Glo™ MT boyası da eklendi. Kültür kabı 

37 °C’ye kaldırıldı ve ilk ölçüm için 120 dakika beklendi. İlk luminesans ölçüm T0 olarak kullanıldı 

ve tüm diğer ölçümler ekim normalizasyonu için T0 değerinde oranlandı. Diğer luminesans 

ölçümler ise inkübasyonun 6. saatinden itibaren 6 saatte bir olmak üzere 72 saat boyunca 

mikroplate okuyucu ile alındı (Envision, PerkinElmer).  

PrestoBlue Yöntemiyle Hücre Canlılığının Belirlenmesi: NPH’lerin lityum inkübasyonuna 

bağlı canlılık değişiminin doğrulanması amacıyla PrestoBlue boyası (Thermo, ABD) kullanıldı. 

Resazurin tabanlı bir boya olan PrestoBlue boyası metabolik olarak aktif hücreler tarafından 

indirgenerek floresan ışıma verebilen rezorufine dönüştürülmektedir. Bu amaçla NPH’ler 96-

kuyulu kültür kaplarına, kuyu başına 1x105 hücre gelecek şekilde ekildi. Zaman eğrisi hazırlamak 

amacıyla hücreler, 1mM lityum ile 24-72 saat süre ile inkübe edildi. İnkübasyon bitiminde 

hücrelerin ortamlarına, ortam hacminin 1:10 oranında PrestoBlue boyası eklendi ve hücre kültür 

kabı 37°C’de 30 dakika bekletildi. Süre bitiminde floresans sinyal ölçümü (560 nm eksitasyon ve 

590 nm emisyon) mikroplate okuyucu ile alındı (Envision, PerkinElmer). Sonuçlar kontrole 

oranlanarak yüzde (%) olarak verildi. 

 

3.6.11. Lityumun Nörogeneze Etkilerinin Belirlenmesi 

Farklılaştırılmaya alınmış NPH’lerde nörogenezin belirlenmesi amacıyla ilk olarak 

immunfloresans boyamayı takiben nörit uzunlukları ölçüldü. Bu amaçla NPH’ler 96-kuyulu kültür 

kaplarına, kuyu başına 5x104 hücre gelecek şekilde ekildi. Ertesi gün hücrelerin ortamları lityum 

içeren veya içermeyen farklılaştırma ortamı ile (Tablo 7) değiştirildi. Toplam bir hafta süre ile, gün 

aşırı ortamları değiştirilerek farklılaştırılan hücreler süre bitiminde %4 paraformaldehit solüsyonu 

ile 10 dakika fikse edildi. Fikse edilen hücreler 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 bloklandı. İmmunfloresans boyama 

için Anti-MAP2 antikoru (EnCor Biotech, CPCA-MAP2) ve nükleus boyaması için DAPI (1 

µg/ml; Invitrogen) kullandı ve 3.6.3.3. bölümde detayları verilen protokol uygulandı.  

Boyama sonrasında IN Cell Analyzer 6000 hücre görüntüleme sistemi (GE Healthcare Life 

Sciences, ABD) kullanılarak her kuyu için sekiz görüntü alındı. Image J programı yardımıyla her 

bir görüntüde en az 30 nöritin uzunluğu ölçüldü ve değerler grup ortalaması alınarak sunuldu.  

Nörogenez ayrıca sinaptik genlerden SYT1, SYN ve SYP; yetişkin nörogenez 

belirteçlerinden DCX ve nöronal belirteç MAP2 genlerinin ifade düzeylerinin analizleri ile de 

incelendi. Bu amaçla genlere özgü Predesigned- Taqman Gene Expression Assay probları ile 3.6.9. 

bölümde detayları verilen protokol kullanılarak RT-qPCR gerçekleştirildi. 

 

3.6.12. SH-SY5Y Hücrelerinin miR-34a ile Transfeksiyonu 

Transfeksiyon deneylerinde nöron benzeri hücre hattı olan SH-SY5Y hücreleri kullanıldı. 

Hücreler %10 fetal sığır serumu (Fetal Bovine Serum; FBS) (Biochrom AG, Almanya), 100 U/ml 

penisilin ve 100 µg/ml streptomisin ile desteklenen DMEM:F/12 ortam kullanılarak kültüre edildi.  

Yapılan PITA tahmini hedef gen analizi sonrasında miR-34a ile BDNF geni arasında sınırda 

bir ilişki bulunmasının üzerine, SH-SY5Y hücrelerinde miR-34a aşırı ifade deneyleri tasarlandı. 

SH-SY5Y hücreleri 6-kuyulu plaklara, kuyu başına 5x105 hücre gelecek şekilde ekildi. 

Transfeksiyon işlemlerinde HiPerFect Transfeksion ajanı ile, ticari olarak temin edilmiş sentetik 

miR-34a mimiği ve kontrol olarak herhangi bir miRNA’yı hedeflemeyen bir oligonükleotid dizisi 

(Kontrol mimiği) kullanıldı (Qiagen, ABD). Transfeksiyon için uygun miRNA konsantrasyonunun 

belirlenmesi amacıyla doz denemesi (25-100 nM arası) yapıldı. Daha sonra seçilen dozda (50 nM) 

miR-34a veya kontrol mimiği ile transfeksiyon işlemi gerçekleştirildi. RNA izolasyonu 

transfeksiyondan 48 saat sonra, miRNeasy Mini Kit (Qiagen, ABD) kullanılarak yapıldı.  

İlk aşamada transfeksiyon etkinliğinin belirlenmesi amacıyla miR-34a düzeyleri ölçüldü. 

Daha sonra miR-34a aşırı ifadesinin BDNF üzerine etkisinin belirlenmesi amacıyla RT-qPCR ile 

BDNF mRNA düzeyleri ve BDNF ELISA kiti ile de kültür ortamına salınan protein düzeyleri 

ölçüldü. 

 



38 
 

3.6.13. BDNF ELISA 

SH-SY5Y hücreleri miR-34a mimiği ile transfekte edildikten sonra, hücreler tarafından 

kültür ortamına salınan BDNF protein miktarı ‘BDNF ELISA Kit’i (Boster Biomedical, Çin) 

kullanılarak, üretici firmanın protokolüne uygun şekilde belirlendi (Kit hassasiyeti <15 pg/ml; 

Ölçüm aralığı 31,2-2000 pg/ml). Total protein eldesi için ise her bir kuyuya proteaz inhibitörleri 

içeren lizis solüsyonu eklenerek hücreler lizise uğratıldı (15 dakika, buz üzerinde). Sonrasında 

15000 g’de 15 dakika santrifüj edilerek total protein elde edildi ve konsantrasyonları BCA protein 

analiz yöntemi ile, üretici firma protokolüne uygun şekilde belirlendi (Thermo, ABD). Her 

kuyudan ölçülen değer (pg/ml) total protein miktarına (mg/ml) oranlanarak normalize edildi ve 

elde edilen değerler pg/mg şeklinde ifade edildi.  
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3.7. Araştırma Planı ve Takvimi 

Araştırmanın takvimi şu şekildedir: 
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IPS hücrelerinin nöral hücrelere farklılaştırması ve karakterizasyonu X X    
Hücrelerin miRNA profillerinin incelenmesi ve doğrulanması  X    
miR-34a hedef genlerinin yolak analizi ve RT-qPCR ile doğrulanması  X X X  
Lityumun miR-34a düzeylerine etkisinin moleküler ve fonksiyonel 
olarak incelenmesi 

  X X  

Literatür Okuma X X X X X 
Tez yazımı      X 

 
 

3.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

 Deney sonuçlarının istatistik analizleri SPSS v.19.0 yazılımı kullanılarak yapıldı. Tüm 

deneylerde ikili grupların karşılaştırılmasında Mann-Whitney U testi kullanıldı. P <0,05 değerleri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Grafikler üzerinde * işareti p<0,05, ** p≤0,01, *** p≤0,001 

ve **** p≤0,0001 değerini ifade etmektedir. Veriler aksi belirtilmedikçe ortalama ± standart hata 

biçiminde verildi. 

 Nanostring miRNA profilleme sonuçlarının analizi ise nSolver Analysis Software 

kullanılarak gerçekleştirildi. Kat değişimlerinin hesaplanmasında her miRNA probu için tekrarlı 

örneklerin geometrik ortalamaları kullanıldı ve en az 1,5-kat değişim görülen miRNA’lar listelendi. 

 
3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları 

 Çalışmamızın en önemli sınırlılığı, çalışmaya dahil edilen BB hasta ve kontrol sayısının az 

olmasıdır. Hastaya özgü hücreler ile gerçekleştirilen çalışmalara, mali ve iş gücü büyüklüğü 

nedeniyle genellikle az sayıda örnek dahil edilse de (Tablo 2), elde edilen sonuçların hastalığın 

doğasına ışık tutabilmesi için daha fazla örnekleme ihtiyaç duyulmaktadır.  

 

3.10. Etik Kurul Onayı 

Araştırma, Massachusetts Hastanesi Etik Kurulu tarafından 2009P000238/PHS protokolü 

ve karar numarası ile 29/12/2016 tarihinde onaylanmıştır.  
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4. BULGULAR 

 
4.1. NPH Hücrelerinde Nöral Kök Hücre Belirteç Proteinlerinin İfadesi 

 Çalışmamıza üç BB hastası ve üç sağlıklı kontrolden alınmış olan doku örneklerinden 

oluşan IPS hücre örnekleri dahil edildi (Tablo 12). BB hastalarının ilaç geçmişleri incelendiğinde, 

bir hastanın (BB-LR) lityum tedavisine yanıt verdiği (Lityum-Responder), diğer iki hastanın ise 

(BB-LNR-1 ve BB-LNR-2) lityum tedavisi ile tam iyileşme görmeyerek ek diğer ilaçlar kullandığı 

öğrenildi (Lityum-Non-responder). 

 

 
Tablo 12. Çalışma kapsamında NPH üretilen sağlıklı kontrol ve BB hastalarına ait bilgiler  

 

 
 
 
 Elde edilen IPS hücreleri sırasıyla TRA-1-60, NCAM ve CD133/CD271 antikorları ile 

manyetik hücre ayırımlarına tabi tutuldu ve hücreler her aşama sonrasında faz-kontrast mikroskobu 

ile görüntülendi (Şekil 5). 

 

 
 
Şekil 5. IPS hücrelerinin NPH’lere farklılaştırma basamaklarında hücrelerin temsili bir görüntüsü. 

Hat Numarası Durum Yaş Cinsiyet  

SK-1 Sağlıklı Kontrol 53 Erkek 

SK-2 Sağlıklı Kontrol 37 Kadın 

SK-3 Sağlıklı 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 Kadın Lityum- Non-responder 
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 IPS hücrelerden farklılaştırıldıktan sonra, elde edilen NPH hatları nöral kök hücre 

belirteçleri (Nestin, Sox1, Sox2 ve Musashi) kullanılarak karakterize edildi. Sağlıklı kontrol 

grubuna (Şekil 6A-C) ve BB hasta grubuna ait tüm hatlar (Şekil 7A-C) kalite kontrolünü (QC) 

geçerek dört farklı kök hücre belirteci için de pozitif görüntü verdi. 

 

 
 

Şekil 6. Sağlıklı kontrol grubuna ait 
NPH’erin immunfloresans boyama 
sonuçları. Kök hücre belirteçleri 
(kırmızı) ve DNA (mavi). (A) SK-1, (B) 
SK-2 ve (C) SK-3.  
Ölçek çubuğu: 30 µm. 
 



42 
 

 
 

 

NPH karakterizasyonunu takiben, elde edilen hücrelerin olgun nöronlara farklılaşıp 

farklılaşmadıklarını kontrol etmek amacıyla nöronal belirteçler protein düzeyinde incelendi. Bu 

amaçla hücreler farklılaşmanın 6. haftasında fikse edilerek nöronal belirteçlerden MAP2 ve TUJ1 

(nöron spesifik ß-Tubulin) proteinlerine özel antikorlar ile boyandı. Tüm NPH hücre hatlarının 

başarılı şekilde nöronlara farklılaştığının gözlenmesi üzerine diğer deneylere geçildi (Şekil 8). 

Şekil 7. BB hasta grubuna ait 
NPH’lerin immunfloresans boyama 
sonuçları. Kök hücre belirteçleri 
(kırmızı) ve DNA (mavi). (A) BB-LR, (B) 
BB-LNR-1 ve (C) BB-LNR-2.  
Ölçek çubuğu: 30 µm. 
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Şekil 8. Sağlıklı kontrol ve BB hastalarına ait 6-haftalık nöronların immunfloresans boyama 
sonuçlarının temsili görüntüsü. Nöron belirteçleri (yeşil, turuncu) ve DNA (mavi). Ölçek çubuğu: 30 µm. 
 
 

Çalışmanın miRNA profillenmesi aşamasına, başka bir proje kapsamında farklılaştırılmış 

ve karakterize edilmiş bir sağlıklı kontrol (GM08330; sağlıklı baba) ve bir BB hastası (GM05224; 

hasta oğul) örneği de dahil edildi. Bu iki hücre hattı Coriell Institute for Medical Research 

tarafından bağışlanmış olup, iki bilimsel yayında yer almıştır [(Bavamian ve ark., 2015); (Madison 

ve ark., 2015)]. 

 

4.2. NPH ve Nöronlarda miRNA İfade Düzeylerinin Profillenmesi 

Tüm örneklerden miRNA profillenmesi nCounter Human miRNA Expression Assay Kit 

v3 (Nanostring Technologies, Seattle, ABD) ile yapıldı. Sağlıklı kontrollere ve BB hastalarına ait 

örneklerde toplam 799 adet miRNA’nın ifade düzeylerinin incelenmesi sonucunda kat değişimi 

1,5-kattan büyük olan miRNA’lar listelendi (Tablo 13).  
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Tablo 13. Nanostring miRNA profilleme sonuçları. miRNA ifadesindeki değişimler, sağlıklı kontrol 
grubu örneklerine göre kat değişimi olarak hesaplanmış ve değişim oranı 1,5-kattan büyük olan miRNA 
tabloda verilmiştir ; kırmızı işaretliler artan, mavi işaretliler azalan miRNA’ları temsil etmektedir. 
 

miRNA adı Kat değişimi 
(BB/Kontrol) 

 miRNA adı Kat değişimi 
(BB/Kontrol) 

NPH’ler  2-haftalık nöronlar 
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-7c-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-haftalık nöronlar 
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-haftalık nöronlar 
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 örneklerinde 20 miRNA’nın seviyesinin yüksek, 12 miRNA’nın seviyesinin 

ise düşük olduğu saptandı. Nöronal örnekler incelendiğindeyse, 2-haftalık nöronlarda dört 

miRNA’nın seviyesinin yüksek, 13 miRNA’nın seviyesinin düşük olduğu; 4-haftalık nöronlarda 
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bir miRNA’nın seviyesinin yüksek, yedi miRNA’nın seviyesinin ise düşük olduğu görüldü. Benzer 

şekilde 6-haftalık nöronlarda da sadece bir miRNA’nın seviyesinin yüksek, beş miRNA’nın 

seviyesinin ise düşük olduğu saptandı.  

Analize dahil edilen örnek sayısının oldukça az olması nedeniyle (BB hasta sayısı=4; 

sağlıklı kontrol sayısı=4) yapılan analizler istatiksel olarak değerlendirilemedi. Bu nedenle 

çalışmanın sonraki aşamalarında, BB hasta örneklerinde tüm zaman noktalarında stabil artış 

gösteren (2-haftalık erken evre nöronlarda 2,8-kat; 4-haftalık nöronlarda 3,24-kat ve 6-haftalık 

nöronlarda 2,4-kat artış), ayrıca literatürdeki diğer çalışmalarda da BB ile ilişkili olduğu bildirilmiş 

olan (Tablo 3) hsa-miR-34a-5p üzerine odaklanıldı (ilerleyen bölümlerde kısaca miR-34a olarak 

belirtilecektir). 

 

 

4.3. NPH ve Nöronlarda miR-34a İfade Düzeylerinin Belirlenmesi 

Nanostring sonuçları miR-34a ifade düzeylerinin 2-, 4- ve 6-haftalık nöronlarda yüksek 

olduğu gösterdi. Bunun üzerine, bu artışın doğrulanması amacıyla aynı zaman noktalarında miR-

34a seviyeleri RT-qPCR kullanılarak belirlendi. Bu deneyler için öncelikle Tablo 9’da belirtilen 

zaman noktalarına sadık kalınarak yeni bir örnek kütüphanesi oluşturuldu ve her bir örnek için en 

az üç biyolojik tekrar analiz edildi. Elde edilen sinyaller, referans olarak kullanılan U6 ve 

SNORD_95 sinyallerinin geometrik ortalamasına oranlanarak normalize edildi ve bağıl miRNA 

ifadesi 2-ΔΔCT yöntemi kullanılarak hesaplandı. BB hasta örneklerinde ölçülen miR-34a düzeyleri, 

sağlıklı kontrollerden elde edilen ölçümlerin ortalamasına oranlandı ve sağlıklı kontrollere göre kat 

değişimleri Şekil 9’da verildi.  

Nanostring sonuçlarıyla uyumlu şekilde BB hastalarına ait NPH örneklerinde ölçülen miR-

34a seviyeleri sağlıklı kontrollere benzerlik göstermektedir (kontrol ortalaması=1, BB hasta 

ortalaması=1,121; Mann-Whitney U testi, p=0,489). Öte yandan BB hastalarına ait 2-haftalık 

nöronlarda miR-34a düzeyinin sağlıklı kontrol ortalamasına kıyasla 2,39-kat arttığı (Mann-

Whitney U testi, p=0,0012); 4-haftalık nöronlarda bu artışın 3,52-kat (Mann-Whitney U testi, p 

<0.0001), 6-haftalık nöronlarda ise 3,28-kat (Mann-Whitney U testi, p<0.0001) olduğu saptandı. 
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Şekil 9. Sağlıklı kontrol ve BB örneklerinde miR-34a ifade değişimleri. Nanostring sonuçlarının 
doğrulanması amacıyla NPH ve nöronlarda miR-34a seviyeleri RT-qPCR ile ölçüldü. Her hücre hattı için, 
miR-34 kat değişimlerinin belirlenmesi için sağlıklı kontrollerden elde edilen sinyallerin ortalaması 
kullanıldı, tüm hatlara ait biyolojik tekrarlar ayrı birer nokta olarak ifade edildi (İstatistik analiz sonuçları 
metin içerisinde verildi). 
 
 
 
 

NPH’lerden nöronlara farklılaşması sürecinde, miR-34a ifade düzeylerinin farklılaşmaya 

bağlı olarak nasıl değiştiğinin değerlendirilmesi için ikinci bir analiz gerçekleştirildi. Bu analizde 

ise, normalize edilmiş kontrol ve hasta örneklerinde ölçülen miR-34a ifade düzeyleri, her hücre 

hattının kendi NPH seviyelerinde ölçülen miR-34a miktarlarına oranlandı ve NPH’lere göre kat 

değişimleri Şekil 10’da verildi. Her üç sağlıklı kontrol hücre hattında da miR-34a ifade 

düzeylerinin hücrelerin NPH’lerden olgun nöronlara farklılaşması sırasında azaldığı gözlendi. Öte 

yandan, BB hasta grubunda ise miR-34a ifade düzeylerinin farklılaşma ile birlikte azalmadığı, 

bilakis çoğu zaman noktasında istatistiksel olarak anlamlı artış gösterdiği saptandı. 
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Şekil 10. Sağlıklı kontrol ve BB örneklerinde miR-34a ifadesinin farklılaşmaya bağlı değişimi. BB 
hastalarına ve sağlıklı kontrollere ait NPH ve nöronlarda miR-34a seviyeleri RT-qPCR ile belirlendi. Her 
hücre hattı için, miR-34 ifade düzeyleri her hücrenin kendi NPH seviyesine oranlanarak elde edilen sonuçlar 
kat değişim 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 hedeflediği olası genler, miRWalk2.0 veri tabanı tarafından sağlanan 

karşılaştırmalı platform (miRWalk, miranda, miRbridge, miRDB, Pictar2, PITA, RNA22 ve 

Targetscan algoritmaları arasında) kullanıldı (Dweep ve Gretz, 2015). En az dört algoritma 

tarafından miR-34a hedef geni olarak tahmin edilen toplam 2251 genin dahil edildiği GO analizi 

doğrultusunda bu genler, yer aldıkları biyolojik süreçler, moleküler fonksiyonlarına ve hücresel 

bileşenlere göre sınıflandırıldı (Tablo 14). 
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Tablo 14. GO analizine göre miR-34a hedef genlerinin sınıflandırılması 
 
 
 

  GO_ID GO terimleri  İlişkilendirilen 
Gen Sayısı p-değeri 

 
FDR 

B
iy

ol
oj

ik
 S

ür
eç

le
r 

(G
O

T
E

R
M

_B
P)

 
 

GO:0045944 RNA polimeraz II promotor bölgesinden transkripsiyonun 
pozitif düzenlenmesi 

163 6,80E-06 4,60E-01 
GO:0007411 Aksonların yönlendirilmesi 36 2,10E-04 3,40E-01 
GO:0019229 Kan damarlarının daralmasının düzenlenmesi 10 2,30E-04 2,90E-01 
GO:0043401 Steroid hormon aracılığıyla sinyal iletimi 18 2,30E-04 2,70E-01 
GO:0008285 Hücre çoğalmasının negatif düzenlenmesi 72 2,50E-04 2,60E-01 
GO:0051926 Kalsiyum iyonlarının taşınmanın negatif düzenlenmesi 8 3,00E-04 2,30E-01 
GO:0042981 Apoptotik süreçlerin düzenlenmesi 44 3,40E-04 2,10E-01 
GO:0030512 Dönüştürücü büyüme faktörü- beta (TGF-beta) reseptör 

sinyal iletim yolunun negatif düzenlenmesi 
19 3,50E-04 1,90E-01 

GO:0001822 Böbrek gelişimi 23 3,60E-04 2,20E-01 
GO:0046847 Filopodyum organizasyonu 9 3,60E-04 2,30E-01 

M
ol

ek
ül

er
 F

on
ks

iy
on

la
r 

(G
O

T
E

R
M

_M
F)

 

GO:0005515 Protein bağlama 1149 6,50E-07 9,60E-04 
GO:0008270 Çinko iyonlarını bağlama 185 3,10E-05 5,00E-02 
GO:0044212 Transkripsiyon düzenleyici bölge DNA bağlanması 47 4,00E-05 6,60E-02 
GO:0043565 Diziye özgül DNA’ya bağlanma 92 8,00E-05 1,30E-01 
GO:0003707 Steroid hormon reseptör aktivitesi 18 1,80E-04 3,10E-01 
GO:0004842 Ubiquitin-protein transferaz aktivitesi 60 8,20E-04 1,30E+00 

GO:0001227 
Transkripsiyon baskılayıcı aktivite, RNA polimeraz II 
transkripsiyon düzenleyici bölgeye özgül bağlanma 17 1,10E-03 1,90E+00 

GO:0019900 Kinaz bağlama 19 2,60E-03 4,20E+00 
GO:0019904 Protein bölgesine özgül bağlanma  40 2,60E-03 4,20E+00 
GO:0005516 Kalmodulin bağlama 37 2,80E-03 1,90E+00 

H
üc

re
se

l B
ile
şe

nl
er

 
G

O
T

E
R

M
_C

C
 

 

GO:0000139 Golgi zarı 118 2,80E-09 4,10E-06 
GO:0043005 Nöron projeksiyonu 57 1,20E-07 1,80E-04 
GO:0030054 Hücre bağlantısı 88 2,00E-06 3,10E-03 
GO:0045202 Sinaps 41 3,80E-05 3,90E-02 
GO:0031410 Sitoplazmik kesecik 48 1,20E-04 5,70E-02 
GO:0016020 Hücre zarı 306 2,30E-04 1,80E-01 
GO:0005794 Golgi cisimciği 134 2,90E-04 3,50E-01 
GO:0008021 Sinaptik kese 23 6,50E-04 4,40E-01 
GO:0045121 Hücre zarı raftı 41 6,70E-04 7,20E-01 
GO:0005887 Hücre zarının integral bileşeni 199 2,10E-03 8,20E-01 

 

 

Aynı genler için Reactome analizi yapıldığında, hedef genlerin sinaptik formasyon ve 

olgunlaşmada iş gören ‘LGI-ADAM etkileşimleri’ yolağı (R-HSA-5682910), apoptotik yolak, (R-

HSA-111457), aksonal yönlendirmede de iş gören ‘NrCAM etkileşimleri’ yolağı (R-HSA-

447038), sinaptogenez ve dendritik dallanmalarda iş gören ‘L1 ve Ankyrinler arası etkileşimler’ 

(R-HSA-445095) gibi çeşitli yolakları etkilediği belirlendi. 
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İkinci aşamada, analize dahil edilen (en az dört algoritma tarafından ortak olan) genler 

arasından, aşağıda belirtilen seçilim kriterlerine uygun altı gen seçildi:  

1) BB ile direkt ilişkisi olduğu saptanmış/bildirilmiş genler ve 

2) Hastalık patogenezinin biyolojik sürecinde rol oynayabilecek genler (sinaptik plastisite, 

transkripsiyonal düzenleme vb.) olarak belirlendi. İfade düzeylerinin analizi için belirlenen genler 

Tablo 15’te verildi. 

 
Tablo 15. İfade analizi için belirlenen miR-34a hedef genleri 

Gen adı 

miRNA Hedef Genlerin Belirlenmesinde 
Kullanılan Algoritmalar 

m
iR

W
al

k 

m
iR

an
da

 

m
ir

br
id

ge
 

m
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D
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Pi
ct

ar
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T

A
 

R
N

A
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T
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n 

T
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m

 
Sk

or
 

ANK3 
(Ankyrin-3) 1 1 0 1 1 0 0 1 5 
AXIN2  
(Axin-related protein) 1 1 0 0 0 0 1 1 4 
BCL2  
(B-cell CLL/lymphoma 2) 1 0 0 0 1 1 1 1 5 
CACNA1C 
(Calcium voltage-gated channel 
subunit alpha1 C) 1 1 0 1 0 1 0 1 5 
CACNB3 
(Calcium channel, voltage-
dependent, beta 3 subunit) 1 1 0 1 1 1 1 1 7 
SYT1 
(Synaptotagmin 1) 1 1 1 1 1 0 1 1 7 

 

İfade düzeylerinin incelenmesi için seçilen bu genlere ek olarak BDNF geni de analize dahil 

edildi. Her ne kadar miR-34a hedef genleri için yapılan analizlerde BDNF sadece bir algoritmada 

tahmini gen olarak bildirilse de, yapılan PITA analizi sonucunda miR-34a-5p ve BDNF 

transkriptleri arasında sınırda [Transkriptler: BDNF-211 (ENST00000439476), BDNF-212 

(ENST00000525528) ve BDNF-207 (ENST00000395986) transkriptleri için Skor: −7,17] ancak 

potansiyel bir ilişki saptandı. Ensembl veri tabanı (https://www.ensembl.org/ Sürüm 93, 2018) 
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kullanılarak ilgili transkriptlerin protein kodlama durumları incelendiğinde, her üç transkriptin de 

protein kodlayan tipte olduğu belirlendi (Şekil 11). 

 

 
Şekil 11. PITA analizinde miR-34a ile ilişkili olduğu saptanan BDNF transkriptleri. 

 
Son olarak Tablo 16’da belirlenen yedi genin KEGG veri tabanına göre yer aldığı yolaklar 

ve bu genlerin daha önceki çalışmalarda BB ile kurulan ilişkileri özetlendi. 

 

Tablo 16. İfade analizi için seçilen miR-34a hedef genlerine ait bilgiler 

Gen  
Kısa adı Gen adı Hücre İçi 

Fonksiyonu 
KEGG 
İlgili Yolak BB ile Bağlantısı 

ANK3 Ankyrin-3 Aktin/spektrin 
adaptör proteini hsa05205 Kanserde proteoglikanlar GWAS (BB)  

(Ferreira ve ark., 2008) 

AXIN2 Axin-related 
protein 

Wnt sinyal 
yolağında katenin 
stabilitesini düzenler 

hsa04310 Wnt sinyal yolağı 
hsa04390 Hippo sinyal yolağı  

Wnt yolağının BB 
patofizyolojisindeki olası 
rolü nedeniyle seçilmiştir 
(Valvezan ve Klein, 2012) 

BCL2 
B-cell 
CLL/lymphoma 
2 

Hücresel apoptotik 
kaskadta rol oynar/ 
nöroproteksiyonda 
anahtar role sahiptir 

hsa04210 Apoptoz 
hsa04722 Nörotrofin sinyal yolağı 
hsa04725 Kolinerjik sinaps 
 

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

BDNF 
Brain-Derived 
Neurotrophic 
Factor 

Bu proteinin kendi 
reseptörüne 
bağlanması nöronal 
sağ kalımı destekler 

hsa04010 MAPK sinyal yolağı 
hsa04014 Ras sinyal yolağı 
hsa04024 cAMP sinyal yolağı 
hsa04151 PI3K-Akt sinyal yolağı 
hsa04722 Nörotrofin sinyal yolağı 

Pek çok çalışma tarafından 
BB ile yakın ilişkili 
bulunması nedeniyle 
seçilmiştir (Pfaffenseller ve 
ark., 2018)  

CACNA1C 
 

Calcium voltage-
gated channel 
subunit alpha1 C 

Hücre içi sinyal 
iletiminde rol oynar/ 
kalsiyum kanalı 
elemanı 

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

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

CACNB3 
Calcium channel, 
voltage-
dependent beta 3 
subunit 

Sinaptik iletimde rol 
oynar/kalsiyum 
kanalı elemanı 

hsa04010 MAPK sinyal yolağı 
hsa04921 Oksitosin sinyal yolağı 

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

SYT1 Synaptotagmin 1 

Presinaptik akson 
terminal 
membranında Ca2+ 
sensörü 

hsa04721 Sinaptik vezikül döngüsü 

Bu gen ailesinin nörit 
büyümesi ve akson 
dallanmasındaki rolleri 
nedeniyle seçilmiştir 
(Morgado ve ark., 2015) 
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4.5.  Lityumun miR-34a ve Hedef Genlerinin İfade Düzeylerine Etkisi  

Lityumun farklılaştırılmış nöronlarda miR-34a ve hedef genlerine etkisinin belirlenmesi 

için BB hastalarına ait NPH’ler 2- ya da 4-hafta boyunca lityum varlığında farklılaştırıldı ve RNA 

izolasyonu yapılarak miR-34a ve hedef genlerin ifade düzeylerindeki değişimler incelendi. Kat 

değişimleri lityum içermeyen ortam kullanılarak 2- ya da 4-hafta boyunca farklılaştırılmış (kontrol) 

hücrelere göre hesaplandı.  

BB-LR (Responder) hattında, lityum içeren ortam ile 2-hafta boyunca farklılaştırılmış 

nöronlardaki miR-34 ifade düzeyinin, lityumsuz ortamda 2-hafta boyunca farklılaştırılmış 

nöronlara kıyasla 0,42-kat azaldığı görüldü (p=0,0022). 4-hafta boyunca lityum içeren ortam ile 

farklılaştırılmış nöronlardaki miR-34 ifade düzeyinin ise, lityumsuz ortamda 4-hafta boyunca 

farklılaştırılmış nöronlara kıyasla 0,75-kat azaldığı saptandı (p=0,0002).  

BB-LNR-1 (Non-Responder) hattında miR-34a ifade düzeyinde sadece 2-haftalık 

nöronlarda 0,3-kat azaldığı saptandı (p=0,0022); 4-haftalık nöronlarda ise bu etki görülmedi 

(p>0,05). Son olarak BB-LNR-2 (Non-Responder) hattında ise sadece 2-haftalık nöronlarda miR-

34a ifade düzeyinin 1,46-kat arttığı gözlendi; fakat bu etki 4-haftalık nöronlarda saptanmadı (Şekil 

12). 

 

 
 
Şekil 12. Lityum ile farklılaştırılmış hücrelerde miR-34a ifade değişimleri. Her iki gruba ait NPH’ler 
1mM lityum varlığında 2- ve 4-hafta süre ile farklılaştırıldı ve miR-34a ifade düzeyleri RT-qPCR ile 
ölçüldü, aynı zaman noktasında tedavi almamış hücrelere oranlandı (Mann-Whitney U testi, n=6, *: p<0,05; 
**: p ≤ 0,01; ***: p≤ 0,001). 
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Takip eden deneylerde, aynı örnekler kullanılarak belirlenmiş olan miR-34a hedef 

genlerinin ifade düzeyleri incelendi. BB-LR hattında 4-haftalık lityum uygulamasının ANK3, 

AXIN2, CACNA1C ve CACNB3 mRNA’larında hafif (<1,5-kat değişim), BCL2, BDNF ve SYT1 

mRNA düzeylerinde ise 1,5-kat ve üzeri olacak şekilde, istatistiksel olarak anlamlı artış sağladığı 

belirlendi: ANK3 mRNA ifade düzeyi 1,3 katına (p=0,032), BDNF mRNA ifade düzeyi 1,51 katına 

(p=0,0022), AXIN2 mRNA ifade düzeyi 1,4 katına (p=0,0022); BCL2 mRNA ifade düzeyi 1,93 

katına (p=0,0002); CACNA1C ve CACNB3 mRNA ifade düzeyleri 1,29 katına (p=0,032) ve SYT1 

mRNA ifade düzeyi 1,69 katına (p=0,022) çıktı. Öte yandan BB-LNR-1 ve BB-LNR-2 hatlarında 

lityumun herhangi bir zaman noktasında istatistiksel olarak anlamlı bir etkisinin olmadığı görüldü 

(Şekil 13). 
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Şekil 13. Lityum ile farklılaştırılmış 
hücrelerde miR-34a hedef genlerinin ifade 
değişimleri. Her iki gruba ait NPH’ler 1 mM 
lityum varlığında 2- ve 4-hafta süre ile 
farklılaştırıldı ve hedef genlerin mRNA 
düzeyleri RT-qPCR ile belirlenerek, lityumsuz 
ortam ile aynı süre farklılaştırılmış nöronlara 
(kontrol) oranlandı (Mann-Whitney U testi, 
n=6, *: p<0,05; **: p ≤ 0,01; ***: p ≤ 0,001 
****: p≤ 0,0001). 
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4.6. Lityumun BB hastalarına Özgü NPH’lerin Canlılığına Etkisi 

 Bir önceki aşamada lityumun, özellikle nöronal sağ kalım ve nöroproteksiyon yolaklarında 

iş gören BDNF ve BCL2 mRNA ifade düzeylerinde artış sağladığı gözlenmişti. Ancak bu sonuçlar, 

uzun süreli (2- ve 4-hafta) lityum inkübasyonu ile elde edildi. Farklılaşmaya başlamış/ 

farklılaşmasını tamamlamış nöronlarda hücre bölünmesinin durdurduğu göz önünde 

bulundurularak, bir sonraki aşamada, akut lityum inkübasyonunun (0-72 saat), aktif olarak 

bölünmesi devam eden NPH’ler üzerine nasıl bir etkisi olduğu incelendi. Bu amaçla BB hastalarına 

ait NPH’ler lityum ile inkübe edilerek hücre canlılığı ve çoğalması parametreleri Real Time-Glo 

ve PrestoBlue kitleri kullanılarak değerlendirildi. 

 İlk aşamada NPH’ler 96 kuyulu kültür kaplarına ekilerek doz ve zaman eğrisi hazırlamak 

amacıyla değişik dozlarda lityum (0-10 mM) ile birlikte Real Time-Glo™ MT boyası ile inkübe 

edildiler. Sonuçlar ilk luminesans ölçüme (T0) oranlanarak hesaplandı. Lityumsuz ortam ile aynı 

süre inkübe edilmiş hücrelere (kontrol) kıyasla 1 mM lityum inkübasyonunun BB-LR hattında 

hücre çoğalmasını 48. saatten itibaren istatistiksel olarak anlamlı şekilde arttırdığı (48.saatte 1,3-

kat artış, p=0,016; 72.saatte 1,28-kat artış, p=0,016) belirlendi. 5 mM ve daha yüksek dozların ise 

istatistiksel olarak anlamlı bir etkisinin bulunmadığı saptandı. Öte yandan BB-LNR-1 ve BB-LNR-

2 hatlarında lityumun 0,5-10 mM dozlarının istatistiksel olarak anlamlı herhangi bir etkisinin 

bulunmadığı belirlendi (Şekil 14).  

 

 
Şekil 14. Lityum inkübasyonunun hücre canlılığına etkisinin Real Time-Glo ile ölçülmesi. NPH’ler 
lityum içeren ortam ile inkübe edilirken eş zamanlı olarak ölçümler alındı. Tüm zaman noktaları ilk ölçüme 
(T0) oranlanarak bağıl hücre canlılığı hesaplandı. (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 sonuçların doğrulanması için ikinci bir yöntem olarak PrestoBlue boyası 

kullanıldı. Tüm hücre hatları 96 kuyulu kültür kaplarına ekilerek, anlamlı artışın gözlendiği doz 

olan 1 mM lityum ile inkübe edildi ve farklı zaman noktalarında ölçüm alındı. Real Time-Glo 

yöntemi ile alınan sonuçlara benzer şekilde, 1 mM lityum ile 72 saat inkübasyonun, BB-LR 

hattında canlılığı %21 arttırdığı ve bu artışın istatistiksel olarak anlamlı olduğu (p=0,032) 

belirlendi. Ancak BB-LNR-1ve BB-LNR-2 hatlarında hücre canlılık parametrelerinde istatistiksel 

ve biyolojik olarak anlamlı bir değişiklik saptanmadı (Şekil 15). 

 

 
 

Şekil 15. Lityum inkübasyonunun hücre canlılığına etkisinin PrestoBlue ile ölçülmesi. NPH’ler lityum 
içeren ortam ile 24, 48 ve 72 saat süre ile 1mM lityum ile inkübe edildi. Hücre canlılığı PrestoBlue kiti ile 
ölçülerek, bağıl hücre canlılığı aynı zaman noktasında tedavi almamış hücrelere (kontrol) oranlandı. (Mann-
Whitney U testi, n=5, *: p<0,05). 
 

 

 Lityumun BB-LR hattında canlılığa olan etkisi Real Time-Glo kitinde 48. saatten itibaren 

ölçülebilir iken PrestoBlue kitinde sadece 72. saatte gözlenmesi ise kitler arası hassasiyet farkına 

bağlandı. 

 

4.7. Lityumun Nörogeneze Etkisi  

 Son aşamada ise lityumun nörogeneze olan etkilerini değerlendirmek amacıyla 

immunfloresans boyama deneyleri gerçekleştirildi. BB hastalarına ait NPH’ler lityum varlığında 

farklılaştırılarak erken nöronal evrede (1-hafta) nörit uzunlukları ölçüldü (Şekil 16). Birinci 
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haftadan sonra nöronal dallanmanın oldukça karmaşık hale gelmesi sonucu ölçümün yapılamaması 

nedeniyle, nörit ölçümleri için erken evre seçildi.  

 Lityum içeren/içermeyen ortamlar ile farklılaştırılan hücrelerden alınan görüntülerde, 

hücrelerin sahip oldukları nöritlerin uzunlukları ölçüldü. Lityum içermeyen ortamda farklılaşan 

hücrelerin ortalama nörit uzunluğu 36,12 µM, lityum ile farklılaştırılan BB-LR hattına ait 

hücrelerin ortalama nörit uzunluğu 60,42 µM olarak hesaplandı ve nörit uzunluğundaki bu artışın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptandı (p<0,0001). Ancak BB-LNR-1ve BB-LNR-2 hatlarında 

istatistiksel olarak anlamlı herhangi bir değişiklik saptanmadı. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Şekil 16. Lityum varlığında hücre farklılaşmasının nörogeneze etkisi. (A) Erken nöronların temsili 
görüntüsü ve (B) her gruptan elde edilen görüntülerden nörit uzunluğu ölçümleri ImageJ programı ile analiz 
edildi ve aynı zaman noktasında tedavi almamış hücrelere (kontrol) oranlandı. (Mann-Whitney U testi, 
****: p ≤ 0,0001). 



57 
 

Nörogenez ayrıca, 2- ve 4-hafta süre ile farklılaştırılmış nöronlardan elde edilen RNA’lar 

kullanılarak RT-qPCR yöntemi ile de değerlendirildi. Bu amaçla sinaptik genlerden SYP, SYN ve 

SYT1; yetişkin nörogenez belirteçlerinden DCX ve nöronal belirteç MAP2 ifade düzeyleri analiz 

edildi. Lityum varlığında farklılaştırılan BB-LR hattına ait nöronlarda (aynı hatta ait ve herhangi 

bir tedavi uygulanmamış nöronlara kıyasla) sinaptik genlerin tümünde, her iki zaman noktasında 

da istatistiksel olarak anlamlı bir artış olduğu görüldü. SYP mRNA ifade düzeyi 2-haftalık 

nöronlarda 1,52-kat, 4-haftalık nöronlarda ise 1,62-kat (p=0,0022); SYN mRNA ifade düzeyi 2-

haftalık nöronlarda 1,46-kat, 4-haftalık nöronlarda ise 1,86-kat (p=0,0022); SYT1 mRNA ifade 

düzeyi ise 2-haftalık nöronlarda 1,22 katına çıktı (p=0,016), 4-haftalık nöronlarda ise 1.72-katına 

çıktı (p=0,0022). Öte yandan bu genler için BB-LNR-1ve BB-LNR-2 hatlarında istatistiksel olarak 

anlamlı herhangi bir değişim gözlenmedi. 

Yetişkin nörogenez belirteci olan DCX mRNA ifade düzeyinin lityum ile 2-hafta boyunca 

farklılaştırılan BB-LR hattına ait nöronlarda 1,38-katına yükseldiği (p=0,016), 4-haftalık 

nöronlarda ise 1,93-katına (p=0,0006) yükseldiği görüldü. Son olarak, nöronal belirteçlerden biri 

olan MAP2 mRNA ifade düzeyinin de lityum ile farklılaştırılan BB-LR hattına ait 2-haftalık 

nöronlarda 1,22-katına (p>0,05), 4-haftalık nöronlarda ise 1,86-katına yükseldiği (p=0,0022) 

saptandı. Sinaptik genlere benzer şekilde bu genler için de BB-LNR-1ve BB-LNR-2 hatlarında 

istatistiksel olarak anlamlı herhangi bir değişim gözlenmedi (Şekil 17). 
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Şekil 17. Lityum varlığında farklılaştırmanın nörogenez yolağındaki genlere etkisi. NPH’ler lityum 
içeren ortam ile 1 hafta boyunca farklılaştırıldı. (A) Sinaptik genlerden SYT1, SYN ve SYP (B) yetişkin 
nörogenez belirteçlerinden DCX ve (C) nöronal belirteç MAP2 mRNA ifade düzeylerinin zamana bağlı 
değişimleri incelendi. Kat değişimleri aynı zaman noktasında tedavi almamış hücrelere (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 Aşırı İfadesinin BDNF mRNA ve Protein İfadesine Etkisinin SH-SY5Y 

Hücrelerinde İncelenmesi 

 miR-34a’nın hedef genleri incelendiğinde BDNF, TarBase ve miRTarBase 

veritabanlarında deneysel olarak doğrulanmış genler arasında bulunmamaktaydı. Ancak PITA 

veritabanında gerçekleştirilen analizde, miR-34a-5p ve BDNF transkriptleri arasında sınırda 

[BDNF-211 (ENST00000439476), BDNF-212 (ENST00000525528) ve BDNF-207 

(ENST00000395986) transkriptleri için Skor = −7,17], ancak potansiyel bir ilişki saptandı.  

Bu nedenle fonksiyonel deneyler aracılığıyla hücre içindeki ilişkinin saptanabilmesi için 

transfeksiyon deneyleri gerçekleştirildi. Bu deneylerde nöron benzeri bir hücre hattı olan SH-
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SY5Y hücreleri kullanıldı. Transfeksiyon etkinliği miR-34a seviyesinde yaklaşık 300 katlık bir 

artışın olduğunun saptanması ile doğrulandıktan sonra, aynı koşullarda BDNF mRNA ifade 

düzeyinin 0,4-kat azaldığı saptandı (p=0,0077) (Şekil 18A-B). Gen ifade düzeyindeki bu değişimin 

protein seviyesine olan yansımasının incelendiği deneylerde ise, miR-34a mimiği ile transfekte 

edilen hücrelerde, kültür ortamına salınan BDNF protein miktarında yaklaşık %50 oranında azalma 

saptandı (p≤0,0001) (Şekil 18C). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
Şekil 18. miR-34a aşırı ifadesinin BDNF mRNA seviyesine ve protein salınımına etkisi. SH-SY5Y 
hücreleri miR-34a veya negatif kontrol mimikleri ile transfekte edildi ve hücrelerde (A) miR-34a seviyesi 
(B) BDNF mRNA seviyesi ve (C) hücre kültürüne salınan BDNF protein miktarları ölçüldü (Mann 
Whitney-U testi, n=5, *: p<0,05; ****: p ≤0,0001). 
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5. TARTIŞMA 

miRNA'ların beyin fonksiyonu ve hastalıkların ortaya çıkmasında/sürecindeki önemini 

işaret eden çalışmalara rağmen, BB’de miRNA'ların rolü hakkında az sayıda bilgi bulunmaktadır. 

Bu nedenle, bu çalışmada BB hastalarından elde edilen IPS hücreleri nöronlara farklılaştırılmış ve 

bu nöronlarda global miRNA ifade değişimlerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 

IPS hücre-tabanlı hastalık modellemesinde, hasta ve sağlıklı bireylerden elde edilen farklı 

somatik hücrelerden [örneğin fibroblasttan (Takahashi ve ark., 2007), kan mononüklear hücreler, 

(Staerk ve ark., 2010), idrar kökenli hücreler (Zhou ve ark., 2012) vb.] IPS hücreleri 

oluşturulabilmektedir. Belirli koşullarda ilgilenilen hücre tiplerine farklılaştırılan IPS hücreleri, 

ilgilenilen hastalığın tanı ve tedavisinde moleküler profilleme, hücresel özelliklerin/bozuklukların 

incelenmesi, ilaç denemeleri gibi pek çok olanak sağlamaktadır. IPS hücre teknolojisinin 

gelişiminden önce, özellikle nöropsikiyatrik çalışmalarda hayvan modelleri, hastadan elde edilmiş 

örnekler [postmortem beyin dokuları veya nöron dışı örnekler (kan veya beyin omurilik sıvısı, 

lenfoblastoid hücre hattı, fibroblastlar vb.)] kullanılmıştır. Ancak bu modeller belirli sınırlılıklara 

sahiptir. Hayvan modelleri, insan ve hayvan beyni arasındaki türe özgü farklılıklar nedeniyle 

sonuçların hastalığın yorumlanmasında ve hastalık fenotiplerinin birebir tekrarlamasında 

kısıtlılıklara yol açmaktadır. Özellikle yüksek işlevlerin söz konusu olduğu nöropsikiyatrik 

hastalıklarda hastalık modelinin deney hayvanlarında oluşturulması ve analizi yüksek oranda 

davranış modellerine bağımlıdır ve bu gibi sınırlayıcı etmenler ilaç denemelerinde/geliştirmede de 

sıklıkla başarısızlığa yol açmaktadır (Nestler ve Hyman, 2010). Primer hücrelerin kullanımı ise, 

özellikle nöropsikiyatrik hastalıklarda taze beyin dokusuna erişim zorluğu nedeniyle tercih 

edilememektedir. Postmortem dokulara erişim nispeten kolay olsa da nöronal hücrelerin oksijen 

eksikliğine ve kan desteğine oldukça duyarlı olması bu dokulardan hücre izolasyonunu 

zorlaştırmaktadır. Hastalardan alınan periferal doku örnekleri (kan, beyin omurilik sıvısı vb.), ilaç 

etkilerinin incelenmesi ve hastalığın ilerleyişinin takibi açısından önemli ipuçları sağlamakla 

birlikte, bu örnekler hastalığın kökeni olan nöronal dokuyu tam olarak temsil etmemektedir. Bu 

bağlamda, IPS hücre üretimi -özellikle güncel modelleme sistemleri ile karşılaştırıldığında sahip 

olduğu avantajlar ile birlikte- nöropsikiyatrik hastalıkların modellenmesinde hızla popüler 

olmuştur (Li ve ark., 2018). IPS hücrelerinin bu alanda ilk kullanımı şizofreni hastalığının 
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modellenmesi ile başlamıştır (Brennand ve ark., 2011). 2014 yılından itibaren ise BB hastalarından 

alınan fibroblastlardan elde edilmiş IPS hücrelerinin kullanıldığı yayınlar çıkmaya başlamıştır 

(Tablo 2).  

 Bu tez çalışmasında, sahip olduğu avantajlar göz önünde bulundurularak hastalık 

modellenmesi için IPS hücre teknolojisinden faydalanılmıştır. Öte yandan, bu teknolojinin mali 

yükünün ve iş gücü yükünün oldukça büyük olması nedeniyle çalışmada sadece üç BB hastası ve 

üç sağlıklı kontrolden alınan fibroblast hücreleri IPS hücrelerine çevrilebilmiştir. Daha sonra bu 

hücreler NPH’lere farklılaştırılarak karakterize edilmiş, elde edilen bu NPH’ler olgun nöronlara 

farklılaştırılmıştır. Çalışmanın ilk aşamasına bir başka proje kapsamında elde edilen ve tarafımıza 

bağışlanmış olan bir BB hastası ve bir sağlıklı kontrol NPH’leri de dahil edilmiştir. Tüm 

NPH’lerden, nöronal farklılaşmanın belirli zaman noktalarında (2-, 4- ve 6-hafta) RNA örnekleri 

toplanmış, oluşturulan örnek kütüphanesinde ise global miRNA profillemesi gerçekleştirilmiştir. 

Seçilen zaman noktaları, daha önce literatürde bildirilen erken evre ve olgun nöron eldesi sürelerine 

uygun olarak belirlenmiştir (Kim ve ark., 2015). Hasta örneklerinde farklı ifade düzeylerine sahip 

olan miRNA’ların belirlenmesi için gerçekleştirilen Nanostring miRNA analizi sonucunda ise, BB 

hastalarında pek çok miRNA’nın ifade düzeyinin farklılık gösterdiği belirlenmiştir. BB hastalarına 

ait NPH’lerde en fazla artış, Let-7 ailesine ait let-7a-5p, let-7d-5p, let-7i-5p, let-7g-5p, let-7f-5p, 

let-7c-5p, let-7b-5p, let-7e-5p miRNA’larında görülmüştür. Literatüre bakıldığında, NPH'lerde 

Let-7 ailesi miRNA'ların hatalı ifade edilmesinin proliferasyonu azalttığı ve nöronal farklılaşmayı 

inhibe ettiği bildirilmiştir [(Cimadamore ve ark., 2013); (Zhao ve ark., 2010)]. Ayrıca bir 

tamamlayıcı genomik çalışmasında yapılan analizler sonucunda let-7 ailesinin lityum uygulaması 

ile istikrarlı biçimde azaldığı ve bu durumun hastaların lityuma yanıtının öngörülmesinde önemli 

bir belirteç olarak kullanılabileceği öne sürülmüştür (Hunsberger ve ark., 2015).  

Nanostring sonuçlarında en az iki farklı zaman noktasında anlamlı değişiklik gösteren 

miRNA’lar incelendiğinde, BB hastalarında üç miRNA’nın (hsa-miR-16-5p: NPH ve 2-haftalık 

nöronlarda; hsa-miR-629-5p ve hsa-miR-324-5p ise 2- ve 6-haftalık nöronlarda) düzeylerinin 

düşük olduğu, üç miRNA’nın ise (hsa-miR-23a-3p: NPH ve 2-haftalık nöronlarda; let-7b: NPH ve 

2-haftalık nöronlarda; hsa-miR-34a-5p 2-, 4- ve 6-haftalık nöronlarda) düzeylerinin yüksek olduğu 

saptanmıştır. Öte yandan çalışmaya dahil edilen hasta ve kontrol sayısının çok az olması nedeniyle 

istatistiksel bir değerlendirme yapılamamış ve literatürdeki destekleyici bilgiler değerlendirilerek 
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(bir sonraki paragrafta özetlenmiştir) BB hastalarına ait nöronlarda sabit bir şekilde yüksek olduğu 

görülen (2-haftalık erken evre nöronlarda 2.8-kat; 4-haftalık nöronlarda 3.24-kat ve 6-haftalık 

nöronlarda 2.4-kat yüksek) miR-34a üzerine yoğunlaşılmış, çeşitli biyoinformatik analizler ve 

fonksiyonel deneyler planlanmıştır. 

Literatürde miR-34a ve beyin dokusu/hücreleri ilişkisini inceleyen çok sayıda çalışma 

bulunmaktadır. Farklı doku tiplerinde miR-34 ailesinin ifade profilini inceleyen bir çalışmada, 

diğer dokulara kıyasla beyin dokusunda miR-34a’nın daha yüksek düzeyde ifade edildiği 

saptanmıştır. Aynı çalışmada beynin farklı bölgelerinde miR-34 ailesinin ifade düzeyleri de 

kıyaslanmış ve serebellum dışında kalan bölgelerde miR-34a ifade düzeylerinin miR-34b ve miR-

34c’ye kıyasla daha yüksek olduğu belirlenmiştir (Jauhari ve ark., 2018). Fare embriyonik 

hücrelerinden farklılaştırılmış nöronal hücrelerde miR-34a aşırı ifadesinin sinaptik proteinlerin 

ifadelerini negatif olarak etkilediği ve dendritik dallanmaları azalttığı gösterilmiştir (Agostini ve 

ark., 2011). Bu bağlamda yapılan bir diğer çalışmada ise insan fibroblastlarından elde edilen 

indüklenmiş nöronlar kullanılmış ve miR-34a’nın aşırı ifadesinin nöronal olgunlaşmayı ve 

sinaptogenezi engellediği saptanmıştır (Bavamian ve ark., 2015). Literatüre bakıldığında, miR-34a 

ifade düzeyinin bozulması ile BB arasında ilişki olduğunu bildiren de üç çalışma bulunmaktadır. 

Smallheiser ve ark. tarafından yapılan çalışmada 15 BB hastası ve 15 sağlıklı kontrolden alınmış 

postmortem doku örnekleri (PFC -BA10) incelenmiş ve bu beyin alanında miR-34a ifadesinde hafif 

bir azalma (yaklaşık %15) bildirilmiştir (Smalheiser ve ark., 2014). Benzer şekilde, Azevedo ve 

ark. da anterior singulat (BA 24) bölgesi için hafif bir azalma (yaklaşık %25) bildirmiştir (Azevedo 

ve ark., 2016). Öte yandan, Bavamian ve ark. tarafından gerçekleştirilen çalışmada ise literatürde 

daha önce bahsi geçen iki bölge ve ek olarak serebellumdaki miR-34a ifade düzeyleri 

belirlenmiştir. Bu çalışmanın sonucunda, PFC ve anterior singulat korteksteki miR-34a ifade 

düzeylerinde kontrol ve BB hastaları arasında farklılık saptanmazken, serebellumda yüksek miR-

34a ifadesi belirlenmiştir. Aynı çalışmada, miR-34a seviyesinin iki BB hastasından alınan 

fibroblastlardan üretilmiş indüklenmiş nöronlarda da kontrollere kıyasla yüksek olduğu 

gözlenmiştir (Bavamian ve ark., 2015).  

 Çalışmamızda öncelikle miR-34a ifade düzeyinin BB hastalarında arttığı RT-qPCR 

kullanılarak doğrulanmıştır. Doğrulama deneyleri iki farklı grafik şeklinde sunulmuştur. İlk analiz, 

Nanostring profillemesinde izlenen yolun tekrarını temsil etmektedir; elde edilen sinyaller sağlıklı 
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kontrollerden elde edilen örneklere oranlanarak kat değişimi şeklinde verilmiştir. Bu analiz, 

Nanostring sonuçlarını doğrular nitelikte olup miR-34a ifade düzeyinin BB hastalarında arttığını 

göstermiştir. İkinci analizde ise, kat değişiminin hesaplanmasında her hücrenin kendi NPH 

sinyalleri kullanılmıştır. Böylece, miR-34a’nın farklılaşma ile birlikte ifadesinin nasıl değiştiğinin 

belirlenmesi hedeflenmiştir. Bu analiz sonucunda ise, miR-34a düzeylerinin sağlıklı kontrollere ait 

nöronlarda, farklılaşma ile birlikte azaldığı, BB hasta örneklerinde ise aksine bir artış meydana 

geldiğini göstermiştir. Bu durum, miR-34a’nın hedef genlerinin nörogenez ve sinaptogenez ile 

ilişkili genleri kapsadığı göz önünde bulundurulduğunda oldukça önemlidir; zira artmış miR-34a 

düzeyleri nörogenez ve sinaptogenez ile ilişkili bu genlerin ifade düzeylerini de doğrudan 

etkileyebilmektedir (Bavamian ve ark., 2015). 

 Çalışmamızın bir sonraki aşamasında, BB hasta örneklerinde artmış miR-34a 

düzeylerinin, hastalığın tedavisinde sıklıkla başvurulan bir DDD ajan olan lityum ile nasıl 

değişeceğini araştırılmıştır. Lityum, etki mekanizmaları tam olarak açıklanamamış olsa da uzun 

yıllardır BB tedavisi için en sık kullanılan ilaçlardan biridir. Lityuma başlangıcı takiben, hastalar 

arasında ilaca yanıt verme süreleri arasında büyük farklılıklar bulunmaktadır; ancak tedavinin etkili 

olup olmadığını belirlemek uzun zaman alır. Halen ne lityum ne de diğer DDD ilaçlar için ‘uzun 

dönemli yanıt (long-term response)’ tanımı üzerinde uzlaşmaya varılamamıştır. Lityum özelinde 

bakılacak olursa, BB hastalarının yaklaşık %20-30'u 10 yıl süre ile herhangi bir mani/depresif 

dönem varlığı olmaksızın klinik semptomlarda güçlü ve sürekli bir iyileşme göstermektedir ve bu 

gruptaki hastalar ilaca mükemmel yanıt verenler (responder) olarak sınıflandırılabilir (Miura ve 

ark., 2014). Öte yandan, hastaların yaklaşık %30'u ilaca kısmen yanıt vermekte, %40'ından fazlası 

ise lityuma hiçbir klinik yanıt vermemektedir (non-responder) [(Baldessarini ve Tondo, 2000); 

(Garnham ve ark., 2007); (Sportiche ve ark., 2017)]. Lityum yanıtındaki bu değişkenlik ile ilişkili 

faktörlerin uzun süredir araştırılmaktadır. Klinik profil, hastaların lityum tedavisine yanıtının 

öngörülmesinde halen en yararlı seçenektir [(Grof, 2010); (Kleindienst ve ark., 2005)]. Bu klinik 

profili oluşturan bileşenler arasında, epizodik tedavi öncesi ön tedavi klinik seyri, hastanın aile 

öyküsü (özellikle lityuma yanıt veren BB aile bireyi/akraba), düşük komorbidite oranları (özellikle 

anksiyete ve madde kötüye kullanımı bozuklukları) ve tipik klinik görünüm sayılabilir (Papiol ve 

ark., 2018). Çalışmamıza dahil edilen üç hasta için, tüm bu kriterler ve tedavi ile düzelme yanıtları 
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bir psikiyatrist tarafından değerlendirilmiştir. Daha sonra örnekler -çalışmanın sonuna kadar gizli 

tutulmak suretiyle- veritabanına responder/non-responder olarak kayıt edilmiştir. 

 Lityumun miR-34a üzerine olan etkisinin incelendiği deneylerde, tüm BB hastalarına 

ait NPH’ler lityum içeren/içermeyen ortamlar ile 2- veya 4- hasta boyunca farklılaştırılmış ve elde 

edilen nöronlarda miR-34a düzeyleri RT-qPCR ile ölçülmüştür. Bu deneylerin sonucunda, sadece 

tek bir hastaya ait (BB-LR) nöronlarda miR-34a ifade düzeylerinin, her iki zaman noktasında da 

lityum ile birlikte istatistiksel olarak anlamlı şekilde azaldığı görülmüştür (sırasıyla %42 ve %75). 

Diğer iki hastaya ait nöronlar incelendiğinde, BB-LNR-1 hattında 2-hafta süre ile lityum içeren 

ortamda farklılaştırılan nöronlarda miR-34a ifade düzeyinde %30 azalış görülürken, aynı 

koşullarda BB-LNR-2 hattında %46 artış görülmüştür. Ancak bu değişimler, 4-haftalık nöronlarda 

saptanamamıştır. Literatürde, lityumun miRNA ifade düzeyleri üzerine olan etkilerini inceleyen 

bazı çalışmalar bulunmakla birlikte, bu tezin yazıldığı tarihte hastaya özgü nöronlarda bu konuda 

bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu nedenle, her ne kadar sadece üç adet hastaya ait örnekler 

değerlendirebilmiş olsa da bu sonuçların ilerleyen çalışmalara ön veri sağlayabileceği 

düşünülmüştür. 

 Teorik olarak bir miRNA yüzlerce mRNA’yı hedefleyebilmektedir. Bu hedefler hücre 

çeşitlerine özgü olabileceği gibi, miRNA’lar farklı dokularda farklı genleri de hedefleyebilir (Tran 

ve Montano, 2017). Bu durum göz önünde bulundurularak, gerçekleştirilen biyoinformatik 

analizler sonucunda özellikle nöronal yolaklarda iş gören genler listelenmiş ve bu listeden, daha 

önce gerçekleştirilen çalışmalarda BB ile ilişkilendirilmiş genlerin seçilmesine özen gösterilmiştir. 

Belirlenen bu genler ANK3, AXIN2, BCL2, BDNF, CACNA1C, CACNB3 ve SYT1’dir. Takip eden 

deneylerde ise, belirlenen bu genlerin ifade düzeyleri incelenmiştir. Bu deneylerin sonucunda, 

lityum ile birlikte her iki zaman noktasında da miR-34a düzeylerinde azalış görülen hastaya ait 

(BB-LR) nöronlarda hedef gen düzeylerinin de lityum ile birlikte istatistiksel olarak anlamlı şekilde 

arttırdığı saptanmıştır. ANK3, AXIN2, CACNA1C ve CACNB3 mRNA düzeylerindeki artış hafif 

iken (<1,5-kat değişim), BCL2, BDNF ve SYT1 mRNA düzeylerinde 1,5-kat ve üzeri artış 

saptanmıştır. Öte yandan, sadece 2-haftalık lityum ile farklılaşma miR-34a seviyesinde %30 

azalma görülen BB-LNR-1 ve %46 artış görülen BB-LNR-2 hatlarında hedef genlerin ifade 

düzeylerinde herhangi bir değişiklik saptanamamıştır. 
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  BDNF hariç, belirlenen tüm hedef genler miR-34a’nın doğrulanmış hedef genleri 

arasında olduğundan, bu genler için ek bir doğrulama işlemi yapılmamıştır [(Agostini ve ark., 

2011); (Cha ve ark., 2012); (Bavamian ve ark., 2015)]. Bununla birlikte, karşılaştırmalı hedef gen 

analizlerinde sadece bir algoritmada tahmini gen olarak bildirilen BDNF geni için ek olarak PITA 

analizi gerçekleştirilmiş ve miR-34a-5p ile BDNF transkriptleri arasında sınırda ancak potansiyel 

bir ilişki saptanmıştır. Bu genin çalışmaya dahil edilmek istenmesinin başlıca nedenlerinden biri, 

literatürde BB hastalarında BDNF deregülasyonuna dair pek çok çalışmanın bildirilmiş olmasıdır. 

BDNF, nörotrofin ailesinin bir üyesidir ve nörogenez, olgunlaşma, plastisite gibi nörogelişimsel 

süreçlerde önemli bir rol oynamanın yanı sıra (Gomez-Palacio-Schjetnan ve Escobar, 2013) 

yetişkin beyinde nöronal sağ kalıma da aracılık eder (Kowianski ve ark., 2018). Literatürde BDNF 

ve BB arasındaki ilişkiyi araştıran çok sayıda çalışmada, hasta serum örneklerinde BDNF 

düzeylerinin sağlıklı kontrollere kıyasla düşük olduğu (Fernandes ve ark., 2011; Fernandes ve ark., 

2009; Li ve ark., 2014; Monteleone ve ark., 2008), ayrıca BDNF genindeki Val66Met 

polimorfizminin de BB ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Mandolini ve ark., 2018).  

 Bu nedenle, kurulan ek deneyler ile miR-34a aşırı ifadesinin nöron benzeri bir hücre 

hattı olan SH-SY5Y hücrelerinde BDNF gen ve protein düzeylerine nasıl bir etkisi olduğu 

incelenmiştir. Transfeksiyon işlemlerinin NPH’lerde optimize edilememiş olması ve zaman 

kısıtlılığı nedeniyle, sadece bu deneylerde transfeksiyon verimliliği yüksek olan ve geçmiş 

çalışmalarımızda optimize edilmiş olan SH-SY5Y hücreleri kullanılmıştır. Transfeksiyon 

deneylerinin sonucunda, artmış miR-34a ifade düzeylerinde BDNF mRNA’sında ve hücrelerden 

salınan BDNF protein miktarlarında da istatistiksel olarak anlamlı bir azalma (sırasıyla %40 ve 

%50) saptanmıştır. Deneysel miRNA-hedef gen doğrulanmasında lusiferaz aktivitesi analizlerinin 

geçerliliği kabul edilmektedir (Heyn ve ark., 2013); ancak çalışma bütçesinin kısıtlı olması 

nedeniyle lusiferaz aktivitesi analizi gerçekleştiremediği için, kurulan bu deney seti ile, dolaylı 

yoldan da olsa miR-34a ve BDNF arasında bir ilişki olduğunu gösterilmiştir. Ancak bu sonuçların, 

NPH’ler ile ve lusiferaz aktivitesi analizi ile doğrulanması şarttır. 

Çalışma sonuçlarımızda dikkat çeken önemli noktalardan birisi ise lityum etkinliğinin 

sadece bir hücre hattında (BB-LR; lityuma klinik olarak yanıt veren hasta) gözlenmiş olmasıydı. 

Diğer iki hücre hattında (BB-LNR-1 ve BB-LNR-2; lityuma klinik olarak yanıt vermeyen hastalar) 

ise ya yüksek dozlarda/ufak bir etkinlik saptanmış, ya da herhangi bir yanıt alınamamıştır. 
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Çalışmaya dahil edilen örnek sayısının oldukça az olması nedeniyle, örneklemimizde lityuma yanıt 

verdiği bilinen tek bir hastaya ait hücreler değerlendirilebilmiştir. Bu durum, elde edilen sonuçların 

genelleştirilebilmesinin önünde büyük bir engel teşkil etmektedir. Yine de literatürde hastaların 

lityuma verdiği yanıtların IPS hücrelerden elde edilen nöronlarda da saptanabileceğini işaret eden 

çalışmalar mevcuttur. Yakın zamanda yayınlanan bir çalışmada, BB hastalarına özgü IPS 

hücrelerinden üretilmiş nöronların, sağlıklı kontrol deneklerinden alınan nöronlara kıyasla 

hipereksitabil olduğu, hücrelere lityum uygulandığında ise lityuma klinik olarak cevap veren 

hastalara ait hücrelerde hipereksitabilitede azalma meydana gelirken, cevap vermeyen hücrelerden 

herhangi bir düzelme olmadığı bildirilmiştir (Mertens ve ark., 2015). BB hastalarına özgü 

immortalize lenfositlerden üretilen IPS hücrelerden elde edilen nöronların kullanıldığı bir başka 

çalışmada da benzer sonuçlar elde edilmiştir (Stern ve ark., 2017). Literatürdeki bu veriler, bir 

hastanın klinik olarak lityum tedavisine yanıt verip vermemesinin, hücre düzeyinde in vitro olarak 

da gözlenebileceğini işaret etmesi açısından oldukça önemlidir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Bu tez çalışmasında elde edilen sonuçlar, BB hastalarından elde edilen nöronların sahip 

olduğu miRNA ifade profilinin, sağlıklı kontrollere kıyasla önemli farklılıklar içerdiğini işaret etse 

de çalışmaya sadece üç adet BB hastası ve üç adet sağlıklı kontrolün dahil edilebilmiş olması çok 

önemli bir kısıtlılıktır. Bunun neticesinde, miRNA profillemesi sonucunda istatistiksel olarak 1,5 

kat ve daha fazla değişim gösterdiği tespit edilen miRNA’lar belirlenmiş ve çalışmanın ilerleyen 

aşamalarında çalışılmak üzere miR-34a seçilmiştir. Bu miRNA’nın seçilmesinin başlıca nedenleri 

miR-34a’nın literatürdeki çalışmalarda BB ile ilişki olduğunun bildirilmiş olması ve bizim de tüm 

örneklerimizde artmış olmasıdır. Bununla birlikte, gelecekte planlanacak çalışmalarda, çalışma 

öncesinde gerçekleştirilerek güç analizine uygun sayıda hastadan örnek elde edilerek yeni bir 

global miRNA analizinin gerçekleştirilmesi, hastalık oluşumunda ve gidişatında rol oynayan tüm 

miRNA’ların belirlenebilmesi açısından oldukça önemlidir. 

 Ek olarak, BB tedavisinde sıklıkla başvurulan bir ilaç olan lityumun, hastalık ile ilişkili 

olduğu düşünülen miR-34a ifadesindeki artışı geri çevrilebilir olması ihtimali oldukça ilgi çekici 

olmakla birlikte, bu verilerin tek bir hastadan elde edilen bulgulara dayanıyor olması oldukça 

yetersizdir. Bu deney sonuçlarının yorumlanabilmesi ve lityumun etki mekanizmasında miR-

34a’nın rolü olup olmadığının anlaşılabilmesi için daha fazla lityum-responder/non-responder 

hastalarda incelenmesi kesinlikle gereklidir.  
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