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EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

I. Projenin Tiirkce ve ingilizce Adi ve Ozetleri

Turkce Adi : Huntington Hastalarinin izleminde Biyolojik Belirteg Olarak Néron Kokenli
Ekzozomlarda Mitokondrial DNA Dizeyi ile miR-27a ve miR-124
Ekspresyonunun Arastiriimasi

Ingilizce Adi  : Investigation of Mitochondrial DNA Level and miR-27a, miR-124 Expression in
Neuronally Derived Exosomes as Biomarkers for Follow-up of Huntington’s
Disease Patients




Ozetleri

. Tirkce Adi:

Huntington Hastalarinin izleminde Biyolojik Belirteg Olarak Noron Kokenli
Ekzozomlarda Mitokondriyal DNA Duizeyi ile miR-27a ve miR-124
Ekspresyonunun Arastiriimasi

Ozet:

Huntington hastaligi istemsiz koreiform hareketler, bilissel ve psikiyatrik
belirtilerle karakterize ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir. Hastaligin
patogenezinden HTT genindeki CAG tekrar sayisinin artisi sorumludur. Bu artis
nedeniyle genin kodladigi Griin olan huntingtin proteininin katlanmasi bozulmakta,
buna bagli olarak nérodejenerasyonla sonuglanan bazi surecler baslamaktadir. Bu
stireclerin en ¢ok kabul gorenlerinden biri de mitokondriyal disfonksiyondur.
Norodejeneratif surecler nedeniyle oksidatif stres artisi oldugu ve bu durumun
zamanla mitokondriyal DNA’ya hasar verdigi bildirilmistir. Ote yandan yapilan
calismalarda miR-27a ve miR-124’un duzeyindeki degisimler de mitokondriyal
disfonksiyon ile iliskili bulunmustur.

Bu calismada Huntington hastalarinin serum 6érneklerinden elde edilen néron
kokenli ekzozomlarda mitokondriyal hasarin gostergesi olarak mitokondriyal DNA
diizeyi incelenmistir. Ayni zamanda miR-27a ve miR-124 duzeyleri arastiriimistir.
Calismaya 35 hasta ve 20 saglikli birey dahil edilmistir. Hastaligin erken ve ileri
evreleri arasinda kiyaslama yapabilmek amaci ile hastalar UHDRS skorlarina gore
alt gruplara ayrilmistir.

Hasta ve kontrol grubu arasinda miitokondriyal DNA diizeyleri arasinda fark
bulunamamistir. Hasta grubu iginde yapilan kiyaslamalarda da fark
bulunamamistir. Ote yandan, Huntington hastaliginda mitokondriyal harabiyet
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle gruplar arasinda fark bulunamamasi olgu
say1sinin az olmasina bagl olabilir. Daha genis bir hasta grubunda ¢alismanin
gerceklestirilmesi halinde bu farkin gosterilebilecegi distnulmektedir.

Bildigimiz kadari ile literatiirde néron kdkenli ekzozomlarda mitokondriyal DNA
ile ilgili yapilan bir galisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu galismamiz, néron
kdkenli ekzozomlarda mitokondriyal DNA’nin varhgini gostermekle birlikte
mitokondriyal disfonksiyon/harabiyetle seyreden ¢ok sayida hastalik grubunda bu
konuda calismalarin yapilabilecegini de gostermistir.

Ingilizce Adi:

Investigation of Mitochondrial DNA Level and miR-27a and miR-124 Expression
in Neuron-derived Exosomes as Biomarkers for the Follow-up Patients with
Huntington Disease

Summary:

Huntington disease is a progressive neurodegenerative disorder characterized by
involuntary choreic movements, cognitive decline and psychiatric disturbances.
CAG repeat expansion in HTT gene is responsable for the disorder. This repeat
expansion causes misfolding of the gene product, huntingtin protein, and triggers
some cellular processes leading to neurodegeneration. One of the most known of
these processes is mitochondrial dysfunction. Neurodegenarative processes
incerase oxidative stress and in time, this leads to mitochondrial DNA damage. On
the other hand, it has been shown that changes in miR-27a and miR-124 levels are
associated with mitochondrial dysfunction.

In this study, mitochondrial DNA level was investigated in neuron-derived




exosomes isolated from serum samples of Huntington disease patients as a marker
of mitochondrial damage. miR-27a and miR-124 levels were also investigated. 35
patients and 20 healthy individuals were included in the study. To be able to make
comparisons between patients in early and advanced stages of the disease, the
patients were divided into subgroups based on their UHDRS scores.

No statistically significant difference was found between patient and control group
for mitochondrial DNA levels. There was also no statistically significant difference
between patient subgroups, early-stage and late-stage cases. On the other hand, it is
known that there is mitochondrial degeneration in Huntington disease. Therefore,
the reason of failure in showing the difference may be due to limited number of
cases. We suggest that it is highly possible to show the difference by performing
studies in large group of patients.

To our knowledge, there is no study in the literatiire on neuron-derived exosomal
mitochondrial DNA. Therefore, this study not only show the presence of
mitochondrial DNA in neuron-derived exosomes but also shows that many studies
may be performed on this area in a vast number of diseases with mitochondrial
degeneration/dysfunction.




I1. Amag ve Kapsam

Huntington Hastahgi otozomal dominant gecisli, ilerleyici, ndrodejeneratif bir hastaliktir. Kuzey
Avrupa Ulkelerinde daha sik gorilmekle birlikte prevalansi 100.000°de 3-10’dur. Bulgular 35-50 yas
araliginda baglar. ilk semptomdan 15-20 yil sonra 6liimle sonuglanmaktadir [1]. istemsiz koreiform
hareketler, progresif kognitif gerileme ve psikiyatrik bozukluklar hastaligin klasik triadini
olusturmaktadir. Motor belirtiler genellikle baslangicta mevcuttur. Sakarlik, g6z takibinde guclik,
istemsiz koreiform hareketler, hareketlerde yavaslama ve disartri erken dénemde gortlebilir.
Ilerleyen dénemde motor bulgulara distoni, bradikinezi ve rijidite eklenir. Kognitif olarak, yavas ve
ilerleyen bilissel bozulma, unutkanlhk, dikkat daginikhgi, gec dénemde konusma kaybi ve demans
gorulebilir. Noropsikiyatrik olarak, kisilik degisiklikleri (irritabilite, apati, sekstel bozukluk,
disinhibisyon), major depresif bozukluk ve sizofrenik belirtiler gorilebilir [2].

Hastaligin genetik tanisi, 4p16.3 lokusunda yerlesik HTT geninin 1. ekzonundaki CAG tekrar
sayisinin belirlenmesi ile konulur. CAG tekrar sayisina gore genotip siniflandirmasi su sekilde
yaptimaktadir:

p.GIn18(<27): Tekrar sayisi 27°den kucuktir. Normal aleldir.

p.GIn18(27-35): Tekrar sayisi 27 ile 35 arasindadir. Ara alel olarak adlandirilir.
p.GIn18(36-39): Tekrar sayisi 36 ile 39 arasindadir. Dlsuk penetransh hastalik alelidir.
p.GIn18(>39): Tekrar sayisi 39’dan buyuktir. Tam penetransli hastalik alelidir.

el

Ara alel olan hastalarda hastalik belirtisi gorilmez ancak CAG tekrar bdlgesi instabil odugu icin
bireyin ¢ocuklarinda tekrar sayisi artarak patolojik degerlere ulasabilir. DUsuk penetransli alel olan
grupta hastalik riski yliksek olmakla birlikte hastalik semptomlari gelismeyebilir. Tam penetransli
alel olan grup ise hayatlarinin bir déneminde hastaliga yakalanacaktir [2]. CAG tekrar sayisi ile
hastaligin baslangi¢ yasi arasinda ters bir iliski vardir; tekrar sayisi ne kadar fazla ise hastalik o kadar
erken yasta baslamaktadir [3].

Huntingtin proteini (HTT) yaklasik 3100 aminoasitten olusmaktadir. Cogunlukla sitoplazmada
bulunur. Normal embriyonik gelisim i¢in esansiyel olan HTT [5], ¢ok sayida protein ile etkilesime
girerek vezikil transportu, protein trafigi, post-sinaptik sinyalizasyon, transkripsiyonel regiilasyon ve
apoptozis gibi biyolojik olaylarda énemli gorevler Gstlenmektedir. HTT geninin 1.ekzonundaki CAG
tekrar sayisindaki artis HTT proteininin NH2-terminalinde (18. aminoasit pozisyonundan baslayan)
uzamis poliglutamin kuyrugu olusmasina neden olur [4].

Hastali§in patogenezinde bircok mekanizma 6ne strtilmastir. Bunlardan bazilari glutamaterjik
eksitotoksisite, dopamin toksisitesi, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres artisi, apoptoz
defekti, otofaji defekti, transkripsiyonel disregiilasyon, agregat Klirens defekti ve ubiquitin proteazom
sistem defektidir [6]. Bu mekanizmalarin hepsi birbirleriyle dogrudan ve dolayli olarak baglantili
olsa da major mekanizma transkripsiyonel disregtilasyon gibi gérilmektedir. Transkripsiyonel
disregulasyonun en 6nemli nedeni de REST sistemindeki defekttir. REST (Repressor element-1
silencing transcription factor) bir transkripsiyon faktorudir [7]. Nukleusta genlerin RE1 (repressor
element-1) konsensus dizilerine baglanarak ndéronal gen ekspresyonunu represe eder. Normal
sartlarda REST ndronlarda disik diizeyde eksprese olur ve REST proteini huntingtin proteinine
baglanarak niikleustan sitoplazmaya sekestre edilir ve bdylelikle homeostazisi saglanir. Ancak,
huntingtinde mutasyon varsa bu iliski bozulur ve REST sitoplazmaya sekestre edilemeyip niikleusa
transloke olur. Bu anormal hiicre ici dagilimin sonucu olarak bazi genlerin RE1 represor dizilerine
REST’in baglanmasi ile ekspresyonlari azalir ve bu durum transkripsiyonel disregulasyonla
sonuclanir [8]. Buna ek olarak, normal sartlarda huntingtin proteini CBP, TBP ve TAFI1130 gibi
transkripsiyonel faktorlerle iliski halindedir [9]. Mutant huntingtin varhginda bu iliski bozulur ve bu
transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonlarinda defektler olusur. Bu durum transkripsiyonel
disregllasyona katki saglar.

Huntington hastaliginin en 6nemli patolojik 6zelliklerinden biri etkilenmis ndronlarin nikleus ve




sitoplazmalarinda bulunan agregatlardir. Bu agregatlarin yapisinda poliglutamin tekrarlari igeren
mutant huntingtin N-terminal fragmanlari bulunmaktadir [10]. N-terminal fragmandaki uzamis
poliglutamin kuyrugu, proteinin t¢ boyutlu yapisini bozar ve hatali katlanmalara neden olur. Bunun
sonucu olarak, ¢dztiinemeyen non-fonksiyonel proteinler olusmaktadir ve bu proteinler agregatlarin
olusumunu tetiklemektedir. Bunun yanisira, uzamis kuyruklar arasinda transglutaminazlar
aracthigiyla capraz kopriler olusmaktadir [6]. Bu durum, stabiliteyi artirarak proteozomal kompleks
tarafindan eliminasyonu zorlastirmaktadir. Boylelikle, akiimulasyon ve klirens arasindaki denge
akimiulasyon yonine dogru bozulmaktadir [11].

Ekzozomlar, 30-120 nm capli, ¢ift katl lipit membranla cevrili vezikillerdir [12, 13]. 1980’lerde
Johnstone ve arkadaslari tarafindan koyun retikilositlerinin maturasyonu Gzerine yaptiklari
calismalar sirasinda kesfedilmistir [14, 15]. Hucrelerin birbirleriyle iletisimi, adaptif immun yanit
olusturma, protein, RNA, lipit gibi maddelerin taginimi, miadi dolmus proteinlerin eradikasyonu,
apoptoz, anjiogenez, koagulasyon ve timér hiicre disseminasyonu gibi olaylarda islevleri vardir [12,
16, 17]. Her turld hiicreden kaynaklanabilirler ve tiim vicut sivilarinda mevcutturlar [18].

Ekzozomlarin yapisinda birgok lipit ve protein bulunur. Seramid, sfingomyelin, kolesterol gibi lipit
tirevleri ekzozomun hedef hiicre tarafindan taninmasini kolaylastirir [17]. Ekzozomal membranda
bol bulunan seramidler, ekzozomlarin ekstraseliler alana saliniminda énemli rol oynarlar [19]. CD9,
CD63, CD8L1 gibi ILV formasyonunda rol oynayan tetraspanninler ve Alix, Tsg101 gibi MVB (multi
-vesiular body) biyogenez proteinleri spesifik yiuzey markerleri olarak bulunmaktadir [12, 17].

Ekzozomlar, plazma membranindan dolayli yollarla olusur. ilk olarak hiicre membrani endozom
olusturmak Gzere internalize olur. Bu yapiya erken endozom denilir. Daha sonra, endozom
membranindan ige dogru kiicuk invajinasyonlar olusmaya baslar. Bu invajinasyonlar vezikil haline
donuserek endozom limeni iginde depolanir. Olusan bu yapiya ge¢ endozom veya MVB denilir ve
icerisindeki vezikiillere de intraluminal vezikil (ILV) adi verilir [20]. MVB htcre membrani ile
kaynasarak ILV ler ekstraseliler alana sekrete edilir. Bu olayin mekanizmasi net bilinmese de Rab11,
Rab27, Rab35 gibi kiiciik GTPazlar ve SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
activating protein receptor) proteininin etkin oldugu ileri stirilmektedir [19] . Sekrete olan
vezikdllerin ismi bu asamadan sonra ekzozomdur [19, 21, 22]. Sekrete edilmis ekzozomlar hedef
hicrelerle farkli sekillerde etkilesebilir. Ekzozomal yuzey markerlari araciligiyla hedef hiicrelerdeki
sinyal proteinleri ile etkilesebilir veya hedef hiicrenin plazma membrani ile fizojen proteinler
aracthigiyla kaynasip icerigini dogrudan sitozole aktarabilirler. Ya da hedef hiicre tarafindan bir bitin
halinde fagositoz, makropinositoz gibi endositotik yollarla internalize edilip endozom yapilarina
katilabilirler [19, 20].

Ekzozom formasyonu icin ILV yuzeyinde bulunan ESCRT (Endosomal sorting complex required for
transport) kompleksine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kompleks, ekzozomal icerigin belirlenmesi,
icerikteki proteinlerin diizenlenmesi ve endozomal kargonun dogru sekilde vezikl icerisine
yonlendirilmesi icin mutlaka gereklidir [19, 23]. ESCRT kompleksi alt tnitelerinden ESCRT-O0,
ubikitinize olmus proteinleri baglayarak akiimulasyonunu saglarken, ESCRT-1 ve ESCRT-2
endozomal membranin tomurcuklanmasini baslatir. ESCRT-3 ise tomurcuklanmanin
tamamlanmasini saglayarak, vezikilin endozomal membrandan fisyonunu gerceklestirir. ESCRT alt
uniteleri ile iliskide olan Alix ve Tsg101 proteinleri de luminal kargo akiimulasyonunda rol oynar
[19].

Noronal sistemde ekzozomlar sinapslardaki nérotransmitter tasinimi, néronal destek ve korunum,
myelin membran proteinlerinin turnoveri gibi olaylarda gérev alir [24, 25]. Ote yandan,
norodejeneratif hastaliklarin progresyonu, bu hastaliklara bagli olusan agregasyon uriinlerinin
interselller yayilimi, patojenlerin hiicrelerarasi transferi gibi patolojik olaylarda da énemli rol
oynamaktadir [24]. Ekzozomlar kan beyin bariyerini gecebildigi icin patolojik stireclere ait biyolojik
belirtecler, ekzozom iginde dolasima katilirlar [26, 27]. Bu ekzozomlarin igeriginin incelenmesi ile
beyindeki patogenetik olaylara ait veriler elde edilebilir. Ustelik kan beyin bariyerini gecis 6zelligi




kullanilarak ilag veya tedavi materyali olabilecek sentetik trlinler ekzozom igerisine yerlestirilip
terap6tik amach kullanilabilir.

Ekzozomlarin Kklinik tani, biyomarker ve terapdtik calismalarda sagladigi avantajlar, calismamizda
ekzozomlarin tercih edilmesinin en énemli gerekceleridir. Bunlardan bazilari asagida siralanmistir:

1. Ekzozomlar hastalik ve patolojik sartlarda degisimler gdsteren nikleik asit, protein ve lipit
yapilar icerirler ve bunlarda meydana gelen degisimler hastalik tanisi koymada, bilinen hastaligin
izleminde, verilen tedavinin basarisinin degerlendirmesinde kullanilabilir.

2. Non-invaziv yollarla vicut sivilarindan elde edilebildikleri igin, tani ve izlem icin biyopsi
gibi invaziv yontemler gerektiren hastaliklarda kolaylik saglar.

3. Iceriklerini ekstraseliiler endoniikleazlardan koruduklari icin, RNAI sistemleri gibi
biyomuhendislik triinlerinin glvenilir bigimde spesifik hedeflere gonderilmesi icin essiz
tastyicidirlar. Ornedin Didiot ve arkadaslarinin galismasinda, Huntingtin mRNAsini hedefleyen
siRNAlar (small interference RNA) ekzozomlara yerlestirilerek primer kortikal noronlara
yonlendirilmis ve Huntingtin mRNA’sinda kismi ancak 6nemli diizeyde bir represyon saglanmistir
[28].

4, Yari dmdirleri uzundur, immun sistem tarafindan elimine edilmezler ve non-toksiktirler. Bu
ozellikleri ile terapotik molekdllerin tasinimi igin kolaylik saglarlar [29].

5. Kan beyin bariyerini kolayca gecebilmeleri nedeniyle Alzheimer, Parkinson, ALS, akut
beyin hasari gibi nérolojik hastaliklarin erken tani, tarama, izlem ve tedavilerinde ciddi umut
vadetmektedir.

6. Stabilitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle uzun sire laboratuar sartlarinda saklanilip,
analizler ve galismalar yapilabilir, biyobankalar kurulabilir [25].

MicroRNA’lar (miRNA) 17-24 niikleotit uzunlugunda evrimsel olarak iyi korunmus kigik
kodlamayan RNA’lardir [30, 31]. Post-transkripsiyonel gen ekspresyonunun regulasyonunda ¢ok
onemli rolleri olan miRNA’lar, hedef mMRNA’nin 3’-untranslated region (UTR) bdlgesindeki
komplementer dizilere baglanarak mRNA degradasyonu ve translasyon inhibisyonu yoluyla gen
ekspresyonunu baskilarlar [30]. miRNA’larin 6nemli bir kismi santral sinir sisteminde
bulunmaktadir. Beyin gelisimi, beyin stabilitesi ve homeostazisi Uzerine gen ekspresyon
degisiklikleri araciligiyla regulasyonda énemli rol oynarlar [32].

Ekzozomlarin RNA icerdigi ilk kez Valadi ve arkadaslari tarafindan kanitlanmistir [33]. Bu kesif,
oncesinde gorevi sadece atiklari tasima olarak bilinen ekzozomlara verilen dnemi artirmistir.
Ozellikle ekzozomal miRNA’lar (izerine birgok diagnostik marker calismasi yapiimistir. Bu
calismalarda miRNA’larin tercih edilmesinin nedeni kigik yapilari nedeni ile daha stabil olmasi ve
RNase bagimli degradasyondan kacabilmesidir. Bu 6zellikleri sayesinde ekzozomal miRNA’lar
hastaliklarin non-invaziv degerlendirilmesinde ideal biyolojik belirte¢ adaylarinin basinda
gelmektedir. Ayrica, sentetik miRNA’lar ekzozomlara yerlestirilerek terapotik amach kullanilabilme
potansiyeline sahiptir. Bu gerekceler nedeniyle, calismamizda ekzozomal miRNA’larin analiz
edilmesi tercih edilmistir.

Huntington hastaliginda transkripsiyonel disregtilasyonun ana nedeni olan REST represér kompleksi,
miRNA transkriptlerinin upstreamindeki RE1 dizilerine de baglanarak miRNA ekspresyonunu
etkileyebilir. Huntington hastalarinda REST-huntingtin iliskisinin bozulmasina bagl olarak gelisen
REST mislokalizasyonu nedeni ile bazi miRNA’larin sentezinde represyon gorilebilmektedir.
Bunlardan 6n plana ¢ikanlardan biri miR-124’tlir. miR124, yiiksek diizeyde ve spesifik olarak
noronlarda eksprese olur [32, 34]. Major olarak néronal kimligin korunumu, uzun dénem hafiza




gelisiminde altta yatan sinaptik plastisitenin saglanmasi gibi fonksiyonlarda, CREB [35], Egrl
(Zif268) [36] ve PTBP [37] gibi transkripsiyon faktorlerinin regilatori olarak rol oynamaktadir [32].
Malmevik ve arkadaslarinin yaptigi calismada, dogrudan miR124 inhibisyonun farelerde 6grenme ve
bellekte yetmezlige sebep oldugunun gézlenmesi, bu roli destekler niteliktedir [38]. miR-124’ln
Huntington hastalarinin ve transgenik hayvan modellerinin korteks dokusu ve striatumunda dustk
duzeylerde eksprese oldugu gosterilmistir [7, 9, 37, 39].

Azalan miR-124’0in ¢esitli tasiyici sistemlerle, 6zellikle de ekzozomlar araciligiyla néronlara
ulastirilmasi terapotik potansiyel tasimaktadir. Lee ve arkadagslarinin yaptiklari calismada, R6/2 HD
transgenik fare modelinin striatum dokusuna enjeksiyon ile miR-124 iceren ekzozomlar verilmistir.
Istatistiksel olarak anlamli bir klinik diizelme saglanamasa da striatum dokusunda anormal artan
REST duzeyinde anlamli bir diisus tespit edilmistir. Bu ¢calisma, ekzozom tabanli teslim yontemi
kullanilarak terapotik stratejiler gelistirilmesinde 6nem tasimaktadir [40].

GLT-1 (glutamate transporter-1) astroglial hiicrelerden eksprese olan bir proteindir. Fonksiyonu
sinaptik yariktaki ekstraselller glutamati geri alarak ortadan kaldirmaktir. Huntington fare
modellerinde yapilan calismalarda, striatum ve beyin korteksinde ekspresyonlarinin distiigu
g6zlenmistir. Bunun sonucu olarak, sinaptik aralikta glutamat geri alimi defekti oldugu ve bu
durumun glutamat eksitotoksisitesi ile iligkili oldugu dustinalmustir [41]. Bu durumla iliskili olarak,
Morel ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada, néronlardan kaynaklanan, icinde miR-124a bulunan
ekzozomlarin hedef olarak astrositlere gecisi ve burada yaptigi regtlatuar degisiklikler irdelenmistir.
Noron kaynakli ekzozomal miR-124a’nin astrositlere gecerek burada tam tanimlanamayan indirekt
mekanizmalarla GLT1’in astroglial hiicrelerdeki ekspresyonunu artirdigi gésterilmistir. Buna paralel
olarak, miR-124a’y1 bloke eden antisense oligonukleotitler, farelere intrastriatal yoldan verilince
astroglial GLT1 protein ekspresyonunun dstiigt gérilmiistir [42]. Ozet olarak, miR-124 down-
regulasyonunun indirekt yollarla GLT1 seviyesinin dislsine neden olmasi, Huntington hastaligi
mekanizmalarindan olan glutamat eksitotoksisitesi ile 6rtismektedir.

MDR-1 (ABCB1)(multidrug-resistance protein-1); toksik proteinlerin ve ksenobiyotiklerin hiicre
icinden disari atilmasinda rol oynayan ATP bagimli bir P-glikoprotein pompa sistemidir [43]. Bircok
kanserde, ila¢ direnci nedeniyle tedavi basarisizliginin nedeni oldugu [44, 45] ve santral sinir sistemi
hlcrelerinde biriken agregatlarin temizlenmesi ile iliskili oldugu bilinmektedir [46, 47]. Yaslanmayla
birlikte ortaya ¢ikan ndrodejeneratif hastaliklarda MDR1 azalmasinin etkisi oldugu distinilmektedir
[48]. MDR-1 ndronal hiicrelerde belirgin olarak eksprese olmaktadir. Ayrica mutant huntingtinin
poliglutamin bolgesi ile iliski halindedir [11, 43]. Bu nedenle, Huntington hastaliginda mutant
huntingtin agregatlarinin klirensinde énemli bir etkendir ve fenotipin siddetini azaltmaya yardimci
olur [11, 43]. Ancak mutant huntingtinin protein-protein iliskilerindeki bozukluklar ve
transkripsiyonel defektler nedeni ile MDR1 ekspresyonunda azalma gortlmektedir. Im ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, MDR-1’in R6/2 HD fare modelinin néronal hiicrelerinde
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Bu hiicrelerde plazmit araciligiyla MDR-1 overekspresyonu
saglandiginda ise mutant huntingtin agregatlarinin akiimulasyonunda énemli bir azalma
gerceklesmistir [43].

miR-27a’nin, R6/2 HD transgenik fare modellerinin beyinlerinde ekspresyonunun normale gore
azaldigi yapilan miRNA ekspresyon profil ¢calismalarindan bilinmektedir [49]. Ban ve arkadaslarinin
R6/2 HD farelerin ndronal hiicrelerinden yaptiklari calismada, miR-27a ekspresyonunun azalmasinin
MDR-1 seviyelerini dustrdigu goralmastir. Buna cevaben mutant huntingtin (mHtt)
agregasyonunun arttigi ortaya cikariimistir. miR-27a’nin bu hicrelere transfeksiyonu ile MDR-1
ekspresyonunun artmasi ve hiicre ici agregat azalmasinin gértlmesi aradaki iliskiyi saglamlastirmistir
[50]. Sonug olarak, miR-27a induksiyonu ile MDR-1 artisi saglanarak huntingtin agregatlarinin
Klirensinin uyariimasi terap0tik potansiyel tasimaktadir.

Huntington hastali§i patogenezinde yer alan 6nemli mekanizmalardan biri de mitokondriyal
disfonksiyondur [51]. Mitokondrinin néronlarda ATP jenerasyonu, kalsiyum homeostazisi,




antioksidan etki gibi cok 6nemli fonksiyonlari bulunmaktadir. Bu fonksiyonlarin devamlihgi icin
mitokondri homeostazisi ve dinamikleri saglam olmalidir [51]. Mutant huntingtin proteini varhiginda
bu dengede bozulmalar meydana gelmektedir [52-54]. Sonuc olarak ATP eldesinde diisme, reaktif
oksijen radikallerinin seviyesinde artma, apoptoza yatkinlk gértlmektedir [51].

Mitokondriyal homeostazisin kontroliinde transportasyon, flizyon ve fisyon mekanizmalari rol
oynamaktadir. Noronlar bu mekanizmalarin yolunda gitmesi sayesinde enerji ihtiyaclarini
karsilamakta ve yapisal bitunluklerini korumaktadirlar. Flizyon esnasinda bir mitokondri diger bir
mitokondri ile birlesip icerik ahisverisi yapmaktadir. Bu yolla hasar gérmus bir mitokondri, normal
bir mitokondri ile fliizyon yaparak kendini tamir etmeye yarayacak iceriklere sahip olabilmektedir
[51]. Aksine fisyon olayinda ise mitokondriyal icerik par¢alanma sonucu sitoplazmaya
birakilmaktadir ve bu durumda sitokrom c gibi apoptozu indikleyen etkenler agiga ¢ikmaktadir [55] .
Bu olaylarin tumtne mitokondriyal dinamikler denilmektedir. Mitokondriyal dinamikler; mitofusinl
(MFN1), MFN2, mitochondrial fission factor (MFF), dynamin-related protein 1 (DRP1),
mitochondrial fission-1, mitochondrial dynamics 51, optic atrophy protein-1 (OPA1) gibi kor
proteinler tarafindan yonetilmektedir [56-60]. Mitokondriyal dinamiklerin regllasyonu ile elektron
transport sisteminin aktivitesi, mitokondri metabolizmasi ve mitokondriyal DNA’nin hasarlardan
korunumu saglanmaktadir [61, 62]. Mitokondri dis zarinda lokalize olan huntingtin proteini [63],
normal sartlarda huntingtin interacting protein 1 (HIP1), dinamin, klatrin gibi proteinlerle
interaksiyona girerek, flizyon-fisyon dongdilerinin -bir baska deyisle mitokondriyal dinamiklerin-
kontrol altinda tutulmasini saglamaktadir [64]. Ayrica, mekanizmalari tam olarak agiklanamasa da
normal huntingtinin, mitokondriyal transportun ve mitokondriyal membran potansiyelinin
regllasyonunda énemli rolleri oldugu vurgulanmaktadir [65, 66]. Huntington hastaliginda mutant
huntingtin varhigi nedeniyle bu kontrol mekanizmalarinda disfonksiyon gelismektedir. Calismamizda
incelenecek olan miRNAlardan miR-27’nin mitokondriyal dinamikler tizerine dogrudan etkisinin
oldugu gosterilmistir. Tak ve arkadaslarinin yaptigi calismada miR-27’nin MFF (Mitochondrial
Fission Factor) mRNA’sinin 3’'UTR (untranslated region) bolgesine badlanarak ekspresyonunu
azalttigi ve boylelikle mitokondriyal fisyonu baskilayip, flizyonu destekledigi gosterilmistir. Ek
olarak, ektopik verilen miR-27’nin mitokondriyal membran potansiyelini ve ATP seviyesini artirdig!
g6zlenmistir [67]. Huntington hastalarinda, miR-27 azalmasinin yukarida anlatilan mekanizmalari
bozmasi sonucu mitokondriyal disfonksiyona neden oldugu dustinilmektedir.

Disfonksiyonel mitokondri varligi néronun apoptoza gidisini indikleyici potansiyele sahip oldugu
icin, néron hiicresi yasamini strdirebilmek adina defektif mitokondriyi mitofaji denilen yolla elimine
etmektedir. Mitofaji, otofagozom-lizozom kompleksi araciligiyla gergeklesen mitokondriyal
otofajidir [68]. Huntington hayvan modellerinde mitokondri ile otofagozom kompleksi
bitlinlesmesinde defekt oldugu ve mutant huntingtinin mitofaji iliskili reseptérleri bloke ettigi
gosterilmistir [69]. Kim ve arkadaslarinin yaptigi calismada miR-27’nin mitofaji baslangicinda
anahtar rolii olan PINK2’i (PTEN induced putative kinase 1) hedefleyerek mitofajiyi regule ettigi
gosterilmistir. PINK1 normal fizyolojide ¢ok distk eksprese olan bir proteindir. Ancak
mitokondriyal hasar varhginda gicli bir sekilde aktive olarak mitofajik strecleri hizlandirmaktadir.
Bu durumda, miR-27 ise PINKZ1’i suprese ederek kontrol altinda tutmaktadir ve gereginden fazla
mitofajik etkinin olusmasini ve mitokondriyal deplesyonu 6nlemeye ¢alismaktadir [70]. Huntington
hastaliginda miR-27 azalmasi ile kontrolstiz mitofajik aktivasyona bagli olarak istenmeyen
mitokondriyal kayiplar olusabilecedi ve bu durumun mitokondriyal disfonksiyona neden olabilecegi
dustnilmektedir.

Huntington hastaligindaki mitokondriyal disfonksiyonun en 6nemli faktorlerinden biri PGCla
(Peroxisome proliferator-activated receptor y co-activator- 1 alpha) proteininin ekspresyonunda,
mutant huntingtinin neden oldugu transkripsiyonel disregilasyonla ilgili oldugu dustinllen, azalma
ve fonksiyonlarinda bozulmadir [71-73]. PGC1a, mitokondri biyogenezinde, metabolik siireclerde,
mitokondriyal DNAnin replikasyon ve transkripsiyonunun regilasyonunda rol oynayan major
transkripsiyonel ko-aktivatorlerden biridir [71, 73-75]. Liu ve arkadaslarinin yaptigi calismada, miR-
124’tn PGC1la ekspresyonu Uzerine olan etkisi incelenmistir. R6/2 Huntington fare modelinde




yaptlan bu calismada, miR-124’Un intrastriatal enjeksiyon yoluyla verilmesi sonucunda farelerde
gorilen davranissal problemlerin iyilesme gosterdigi ve PGCla ekspresyonunda artis saglayarak
noronal yasam suresini ve diferansiasyon yetenegini artirdigi gozlenmistir [76]. miR-124’(in PGCla
tzerine olan bu etkisi nedeniyle Huntington hastalijinda gorulen miR-124 azalmasinin mitokondriyal
disfonksiyonla iliskisi olabilecegi disuntlmektedir.

Huntington hastaligi gibi poliglutamin hastaliklarinda protein agregasyon ve akiimiilasyonu sonucu
hiicresel oksidatif streste artis goriilmektedir. Bu durum, zamanla mitokondriyal DNA’ya hasar
vererek miktarlarinda degisime neden olmaktadir ve en sonunda mitokondriyal DNA deplesyonu ile
sonuglanmaktadir [77]. Liu ve arkadaslari Huntington Hastaliginin klinik manifestasyonlarinin
siddetini tahmin etmede mitokondriyal DNA iceriginin élcimiinin biyolojik belirte¢ olabilecegini
dustinmaslerdir ve l16kositlerde yaptiklari 6l¢imlerde Huntington hastaliginda mitokondriyal
DNA’nin azaldigini gostermislerdir [77]. Basta l6kositlerde olmak (izere bir¢ok ¢alismada farkl
dokularda mitokondriyal DNA kopya sayisi 6l¢tlmastur. Bunlardan bir kisminda mitokondriyal
DNA kopya sayisi azalmis olarak bulunurken [78, 79]; diger kisminda artmis olarak bulunmustur
[77, 78, 80, 81]. Bu sonuglar birbirleriyle celisiyor gibi gérinse de genel gorus, hiicreler oksidatif
hasara girdiklerinde erken molekiiler degisiklik olarak mitokondriyal DNA kopya sayisinda
kompansasyon amacli bir artis oldugu, uzun dénemde ise oksidatif stresin antagonize edilmesinin
kronik progresif kaybina bagli olarak DNA hasari gelistigi ve mitokondriyal DNA kopya sayisinda
azalma ile sonuclandigr yonindedir [75, 81-83].

Sonug olarak, yukaridaki literatlr bilgileri 1siginda, Huntington hastalarina ait néron kékenli
ekzozomlarda miR-124 ve miR-27a’nin ekspresyonunun ve mitokondriyal DNA miktarinin

Olctlmesi tarafimizca dustnilmastir. Bu parametrelerin hastalarin izleminde kullanilabilecegi,
herhangi bir invaziv girisime gerek kalmadan sadece basit bir periferik kan alimi ile néronlardaki
hastalikla iliskili patogenetik siireclerin degerlendirilebilecegi 6ngérulmustir. Ayrica, hastaligin
farkli evrelerindeki hasta gruplarinda bu parametrelerin 6lcimsel farkliliklarinin olup olmadigi ortaya
konularak, hastaligin progresyon durumu hakkinda bilgi sahibi olunabilecektir. Ek olarak, bu
parametrelerde saptanan degisimlerin biyomuhendislik yontemleri ile manipllasyonu terapétik bir
potansiyel tasimaktadir.




I11. Materyal ve Yontem

I11.1. Calisma Grubu

Calismaya 35 hasta birey dahil edilmistir. Huntington Hastahg ile iliskilendirilebilecek herhangi bir
motor, ndropsikiyatrik, kognitif 6zelligi ve ailede Huntington Hastaligi 6ykusi olmayan 20 saglikl
gonilli birey de kontrol grubu olarak calismaya alinmistir. Calisma igin Ankara Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurul karari alinmis ve her birey, szel bilgilendirme yapilip gonuallt olur formu
alindiktan sonra arastirmaya dahil edilmistir.

Hastalar, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ve N6roloji Anabilim Dali
ile Ankara Sehir Hastanesi Noroloji Poliklinigine bagvuran, bu branslarda tani, takip ve tedavi
sureclerini gecirmekte olan hasta bireylerden secilmistir. Hastalarin hepsi, daha énce genetik test
yapilarak Huntington hastaligi tanisi almis Kisilerdir.

Hastalarin klinik degerlendirmesinde Huntington Study Group tarafindan hazirlanmis UHDRS
(Unified Huntington’s Disease Rating Scale) skorlamasi ve bu skorun motor DCL (Diagnostik
confidence level) puanlamasi uygulanmistir. Buradan ¢ikan sonuglara gore hasta grubundaki bireyler
alt gruplara ayrilmistir.

[11.2. YOntem

[11.2.1. Serum Eldesi

. Her katihmcidan 20 ml steril enjektor ile 15 ml periferik kan alinmistir.

. Alinan kan, 15 ml steril santrif(ij tlpine aktariimistir.

. Oda sicakhginda 30-45 dk pihtilasmasina izin verilmistir.

. Pihtilasma sonrasi 2500 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

. Supernatan kismindan 5 ml serum pastor pipeti ile alinmistir.

. Alinan serum 1 ml kisimlara bélintp kullanilana kadar -80°C’de saklanmistir.

111.2.2. Serumdan Ekzozom izolasyonu

. Serumdan ekzozom izolasyonu i¢in Total Exosome Isolation (from serum) Kit (Thermo
Fisher, Cat. No: 4478360) kullantimistir.

. 1 ml serum 6rnegi stoktan c¢ikarilip 25°C su banyosunda eritilmistir. Tamamen sivi hale
gelince hemen buz Gzerine alinmistir.

. Rezidl hucre ve debris kalmamasi icin 2000xg’de 30 dk santriftlj edilmistir.

. Supernatan pelet kaldiriimadan dikkatlice temiz bir 1.5 ml mikrosantrifuj tiptine
aktarilmistir. Sonrasinda hemen buz (izerine aktariimistir.

. Temizlenmis serum (izerine 200 pl “Total Exosome Isolation’ solusyonundan (Thermo

Fisher) eklenmistir.

. Vorteksleyerek veya pipetaj ile homojenize olana kadar karistiriimistir.

. Sonrasinda 2-8°C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

. inkiibasyon sonrasi 10.000xg’de 10 dk oda sicakliinda santrifiij edilmistir.

. Stpernatan kismi atilmistir. Ekzozomlar tupin dibindeki pelette bulunmaktadir.

. Peletin Gzerine 300 pl 1X PBS (phosphate buffered saline) eklenerek resuspanse edilmistir.
. Bu asamada total serum ekzozomlari sonraki analizler ve daha ileri purifikasyonlar igin
kullanima hazirdir.

. 2-8°C’de bir hafta, -20°C ve daha dustik sicakhklarda uzun donem saklanmistir.

I11.2.3. Noronal ekzozom zenginlestirme

. Elde edilen ekzozomlarin tizerine 2 pg (4uL) Mouse anti-human CD171 (L1CAM)
biotinize antikor (Thermo Fisher, Cat. No: 13-1719-82) ve 100 ul %3 Blocker BSA (Thermo Fisher,
Cat. No: 37525) eklenmistir.

. 4°C’de 60 dk rotator mikser tzerinde inkiibe edilmistir.

. Inkilbasyon sonrasi iizerine 15 pl Streptavidin UltraLink Resin (Thermo Fisher, Cat.
N0:53114), 40 pl %3 Blocker BSA ile birlikte eklenmistir.

. 30 dk boyunca 20°C’de inkiibe edilmistir.




. inkiibasyon sonrasi 300 xg’de 10 dk boyunca 4°C sicaklikta santrifiij edilmistir.

. Stpernatan kismi atilmistir. Pelette recine iginde hapsolmus néronal ekzozomlar
bulunmaktadir.

. Ekzozomlarin recineden ayrilmasi icin pelet tizerine 200 pyl 0.05M Glisin-HCI (pH:3)
eklenmistir ve 30 saniye vorteksle karistiriimistir.

. 4500 xg’de 10 dk boyunca 4°C sicaklikta santriflij edilmistir.

. Supernatan kismi alinmistir ve 15 pl 1M TRIS-HCI(pH:8) eklenerek nétralize edilmistir.
. Bu asamada néronal ekzozomlar ileri testler icin kullanima hazirdir.

Elde edilen suspansiyon 300 pl hacime gelene kadar tzerine PBS eklenmistir.

111.2.4. Néronal Ekzozomdan DNA izolasyonu

. Noronal ekzozomdan DNA izolasyonu QIAMP DNA Mini Kit (QIAGEN, Cat. No: 51304)
kullanilarak gergeklestirilmistir.

* 20 uL QIAGEN Protease (ya da Proteinase K) 1,5 ml mikrosantriflyj tiptne pipetlenmistir.

* 200 pL 6rnek (noronal ekzozom) (100 pL noronal ekzozom alinip 100 pL PBS eklenerek baslangig
ornek hacmi QIAGEN Protease hacminin 10 kati olacak sekilde 200 pL’ye tamamlanmistir)
mikrosantrifuj tiplne eklenmistir.

« Uzerine 200 pL Buffer AL ve 1 pL Carrier RNA eklenmis ve 15 saniye vorteksle karistiriimistir.

* 56°C’de 10 dakika inkibe edilmistir.

» Mikrosantrifuj tlpd kisa spinlenmistir.

* 230 pL %100 etanol eklenmis ve 15 saniye vorteksle karistiriimistir. Mikrosantrif(j tipi kisa
spinlenmistir.

* Karisim *QlAamp Mini Spin Kolon’a (2 ml toplama tuptyle) aktarilmistir. Tam hizda 1 dakika
santrifiij edilmistir. Toplama tlpdne gegen sivi kisim ile birlikte tip atilmistir.

* ‘QlAamp Mini Spin Kolon’ yeni bir 2 ml toplama tiiptne aktariimis ve tzerine 500 uL Buffer AW1
eklenmistir. 6.000 x g (8.000 rpm)’de 1 dakika santrif(lj edilmistir. Toplama tlplne gecen sivi kisim
ile birlikte tip atilmistir.

* ‘QlAamp Mini Spin Kolon’ yeni bir 2 ml toplama tiipiine aktariimis ve tizerine 500 pL Buffer AW2
eklenmistir. Tam hizda 20.000 x g (14.000 rpm)’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tlpune
gecen sivi kisim ile birlikte tup atiimistir.

* ‘QlAamp Mini Spin Kolon’ yeni bir 2 ml toplama tuptne (kit haricinde) aktariimis ve tam hizda
20.000 x g (14.000 rpm)’de 1 dakika santriftlj edilmistir. Toplama tipine gecen sivi kisim ile birlikte
tip atilmistir.

* ‘QlAamp Mini Spin Kolon’ yeni bir 1,5 ml toplama tliplne (kit haricinde) aktariimis ve kolona 60
UL Buffer AE veya distile su eklenmis, oda sicakliginda (15-25 °C) 5 dakika inkiibe edilmis ve
takiben 6.000 x g (8.000 rpm)’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine gecen DNA
soluisyonu temiz bir tlipe aktarilip -200C’de saklanmistir.

[11.2.5. Mitokondriyal DNA Kopya Sayisinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

. Mitokondriyal DNA kopya sayisinin tespiti icin QuantiTech SYBR Green PCR Kit
(QIAGEN, Cat. No: 204143) kullaniimistir.

. Mitokondriyal gen olan MT-ND1 ve nukleer gen olan B2M (beta-2-mikroglobulin) genleri
icin uygun primer ciftleri (forward ve reverse primerler) tasarlanmistir.

0 MT-ND1- geni Forward Primeri: 5’-CCCTAAAACCCGCCACATCT-3’

0 MT-ND1- geni Reverse Primeri: 5’-GAGCGATGGTGAGAGCTAAGGT-3’

0 B2M- geni Forward Primeri: 5-TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT-3’

0 B2M- geni Reverse Primeri: 5-TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT -3

Reaksiyon karisimi asagidaki oranlarda hazirlanmis ve real-time PCR tliplerine
dagitiimistir:

Komponent Reaksiyon Basina Konulan Hacim
2x QuantiTech SYBR Green PCR Master Mix 10 pl
Forward Primer 0.50 pl

Reverse Primer 0.50 pl




DNA 4yl

H20 5yl

Toplam 20 pl

. Her 6rnek duplike olarak calisiimis ve her reaksiyon NTC (no-template control) esliginde
cahisiimistir.

. Real-time PCR (Bio-RADx CFX96) cihazina tupler yerlestirilmis ve asagidaki sicaklik ve
strelerde reaksiyon gerceklestirilmistir:

0 95°C’de 15 dakika

0 45 dongu

94°C’de 15 saniye
52°C’de 30 saniye
72°C’de 30 saniye
0 Melting curve analizi igin 60-95°C

. Real-time PCR sonuglarinda her bir drnek icin duplike reaksiyonlarin Ct (cycle of
threshold) degerlerinin ortalamasi alinmistir. Bu islem hem mitokondriyal gen olan MT-ND1 (hedef
gen) hem de nukleer gen olan B2M (housekeeping gen) icin ayri ayri hesaplanmistir. Her bir érnegin
MT-ND1 geninin ortalama Ct degerinden B2M geninin ortalama Ct degeri ¢ikariimis ve boylece her
ornek icin “ACt” degerleri hesaplanmistir.

ACt= MT-ND1 Ortalama Ct Degeri — B2M Ortalama Ct Degeri

. Daha sonra kontrol grubunun ortalama ACt degeri hesaplanmis, her bir 6rnegin ACt
degerinden kontrol grubu ortalama ACt degeri ¢ikarilarak her bir 6rnege ait AACt degerleri
hesaplanmistir. Son olarak her bir 6rnek igin 2-AACt degerleri hesaplanarak mitokondriyal DNA
duzeyleri belirlenmistir.

AACt= Ornege Ait ACt Degeri — Kontrol Grubu Ortalama ACt Degeri
Mitokondriyal DNA kopya sayisi= 2-AACt

111.2.6. Ekzozomal RNA izolasyonu
Ekzozomal RNA izolasyonu, 200ul néronal ekzozom suspansiyonundan Total Exosome RNA and
Protein Isolation Kit (Thermo Scientific) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Total Exosome RNA and Protein Isolation Kit icerigi

Komponent Miktar Saklama Kosullari
miRNA Wash Solution 1

(Kullanimdan 6nce 21 mL 100% etanol eklenir) 9 mL Oda sicakligi
Wash Solution 2/3

(Kullanimdan 6nce 40 mL 100% etanol eklenir) 10 mL Oda sicakligi
Toplama Tupleri 2x40 adet Oda sicakhgi
Filtreli Kolonlar 2x40 adet Oda sicakligi
Exosome Resuspension Buffer 25ml 4°C

2X Denaturing Solution

(Kullanimdan 6nce 375 pL 2-mercaptoethanol eklenir) 25ml 4°C
Acid-Phenol:Chloroform 2x25ml 4°C

Elution Solution 5ml 4°C

Solisyonlarin Hazirlanisi
. 2X Denaturing Solution icine 375 pL 2-mercaptoethanol eklenmistir. Kullanim 6ncesi 37
°C’ye getirilmistir.




. miRNA Wash Solution 1 igine 21 ml 100% etanol eklenmistir.

. Wash Solution 2/3 i¢ine 40 ml 100% etanol eklenmistir.

RNA izolasyonunun Organik Ekstraksiyon Asamasi

. 200 pL ekzozom suspansiyonu dzerine 200 pL 2X denaturing solution eklenmis ve iyice
karistirtimistir.

. Karisim 5 dakika boyunca buz tzerinde inkilbe edilmistir.

. Uzerine 400 pL Acid-Phenol:Chloroform eklenmis ve 30-60 saniye vorteksle
karistiriimistir.

. 12.000 xg’de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmistir.

. Dikkatli bir sekilde Ustte kalan akoz faz, altta kalan organik fazla karismadan alinmis ve

temiz bir mikrosantrifij tiptne aktarilmistir. Akdz fazin hacmi olgtlmustur.

RNA Pirifikasyon Asamasi

a-RNA’nin Baglanmasi

. Eldeki hacmin 1.25 kati kadar %100 etanol aktéz faz Uzerine eklenmis ve iyice
karistiriimistir.

. Karisimin 700 pL kismi filtreli kolon icine alinmistir. Karisimin 700 pyL’den fazlasi icin bu
basamak ayni filtreden ardisik olarak gegirilerek tekrarlanmistir.

. 10.000 xg’de 15 saniye santrifuj edilmistir. Toplama tipine gecen sivi kisim atiimis ve

filtre ayni toplama tlpune yerlestirilmistir.
b-RNA’nin Yikanmasi

. 700 pL ‘miRNA Wash Solution 1’ filtreye eklenmistir.

. 10.000 xg’de 15 saniye santrifuj edilmistir. Toplama tipine gecen sivi kisim atiimis ve
filtre ayni toplama tlpune yerlestirilmistir.

. Filtreye 500 uL Wash Solution 2/3 eklenmistir.

. 10.000 xg’de 15 saniye santrif(ij edilmistir. Toplama tlpine gegen sivi kisim atilmis ve
filtre ayni toplama tupune yerlestirilmistir.

. Filtreye tekrar 500 uL Wash Solution 2/3 eklenmistir.

. 10.000xg’de 60 saniye santriflj edilmistir. Toplama tiipine gegen sivi kisim atilmis ve filtre

yeni bir toplama tliptine aktariimistir.
c- RNA’nin Elisyonu

. Filtrenin tam ortasina 6nceden 95°C sicaklikta isitilmis olan Elution Solution’dan veya
nuclease-free sudan 50 pL eklenmistir.

. 10000 xg’de 30 saniye santrifuj edilmistir. Toplama tiplne gegen kisimda RNA
bulunmaktadir.

. Elution Solution’dan 50 pyL daha filtreye konulmustur.

. 10000 xg’de 30 saniye santriftij edilmistir. Toplama tupine gecen kisimda RNA mevcuttur

ve kullanima hazirdir.
[11.2.7. miR-124 Ekspresyonunun Real Time PCR ile Kantifikasyonu

Ekspresyon analizi igin ‘hsa-miR-124 Real-time RT-PCR Detection Kit’ (Cohesion Biosciences)
kullantimustir.

hsa-miR-124 Real-time RT-PCR Detection Kit icerigi

Komponent 200 reaksiyonluk miktar Saklama
kosullar

RT Buffer (5X) 800 pL 4°C

dNTP (10 mM) 160 pL -20°C
M-MLYV Reverse Transcriptase (200 U/ul) 40 pL -20°C

Real-time PCR Master Mix (2X) Iml x2 4°C karanhkta

hsa-mir-124 RT Primer (10uM) 40 pL 4°C




hsa-mir-124 Specific Primer Set (10 pM) 80 pL 4°C

ROX Reference Dye (50X) 400 pL 4°C karanhkta
Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 40 pL -20°C

PCR enhancer 400 pL 4°C karanhkta
Synthetic hsa-mir-124 Standard 1 pmol -20°C

RNase Free H20 1.5 ml x2 4°C

Steril H20 iml 4°C

RNA Dilution Buffer iml 4°C

Sentetik miRNA Standardi Hazirlama

. Sentetik miR-124 standardi igeren tup 10.000 x rpm’de 1 dakika santriftij edilmistir.

. Uzerine 1 ml RNA Dilution Buffer eklenmistir. Boylece 1nM stok soliisyonu
hazirlanmistir.

. 1.5 ml bos mikrosantrifiij tlipiinde 1nM stok soltisyonundan yeteri kadari 1:10 oraninda

RNase-free su ile diliie edilmistir (Ornegin, 100 pL stok soliisyonu tizerine 900 pL su). Boylece 0.1
nM calisma soltisyonu elde edilmistir.

. 0.1 nM soliisyondan 1:10 oraninda RNase-free su kullanilarak 5-7 kez ardisik diliisyonlar
yaptimistir.

miRNA RT Primer Hazirlama

. 10uM RT primer 1:10 oraninda gereken miktarda diliie edilerek 1uM calisma soliisyonu
elde edilmistir.

RT Reaksiyon Miksi Hazirlama (cDNA Sentezi)

Komponent Reaksiyon Basina Konulan Volim
5X RT Master Mix 4 ul

dNTP (10 mM) 0.75 pl

MiR-RT Primers (1 uM) 1.20 pl

MMLYV Reverse Transcriptase (200 U/ul) 0.2 pl

RNase inhibitor (20 U/ul) 0.25 pl

Toplam 6.40 pl

Hazirlanan miks 6rnek basina 6.40 pl olacak sekilde 0.2 ml PCR tiplerine dagitiimistir.
Uzerlerine 13.60 ul RNA o6rnegi konularak final hacim 20 pl’ye tamamlanmistir.
Termal cycler ile asagida belirtilen kosullarda cDNA sentezi gerceklestirilmistir.

25 °C’de 30 dk

42 °C’de 30 dk

85 °C’de 5 dk
Real Time PCR Miksi Hazirlama
Komponent Reaksiyon Basina Konulan Volim
2X Real-time PCR Master Mix 10 pl
miR Specific Primer Set (10 uM) 0.4 pl
PCR enhancer 1l
Tag DNA Polymerase (5 U/ul) 0.2 ul
cDNA 2 ul
dH20 6.4 pl
Toplam 20 pl

Asagidaki sicaklik ve surelerde Real-time PCR uygulanmistir.
- 95°C’de 30 dk
- 95°C’de 12 sn
- 62°C’de 40 sn




Standart Curve Olusturma

. Hazirlanan sentetik miRNA standartlarindan ikiser pl alinip 20 pl final hacimde cDNA
sentez reaksiyonu gergeklestirilmistir.

. Elde edilen cDNA urinlerinden 4’er ul alinip 40 pl final hacimde real-time PCR
gerceklestirilmistir.

. Buradan cikan sonuclara gore standart curve olusturulmustur. Asagidaki tablo hangi
standart sollisyonunda ne kadar kopya sayisi oldugunu gostermektedir.

Standart Solusyonu Kopya Sayisi
0.1 nM 6x107

10-2 nM 6x106

10-3 nM 6x105

10-4 nM 6x104

10-5 nM 6x103

10-6 nM 600

10-7 nM 60

I11.2.8. miR-27a Ekspresyonunun Real Time PCR ile Kantifikasyonu

Ekspresyon analizi icin “hsa-miR-27a Real-time RT-PCR Detection Kit’ (Cohesion Biosciences)
kullantimistir.

hsa-miR-27a Real-time RT-PCR Detection Kit igerigi

Komponent 200 reaksiyonluk miktar Saklama
kosullari

RT Buffer (5X) 800 pL 4°C

dNTP (10 mM) 160 pL -20°C
M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/ul) 40 pL -20°C

Real-time PCR Master Mix (2X) Iml x2 4 °C karanlikta
hsa-mir-27a RT Primer (10uM) 40 pL 4°C

hsa-mir-27a Specific Primer Set (10 uM) 80 uL 4°C

ROX Reference Dye (50X) 400 pL 4°C karanhkta
rTaq DNA Polymerase (5 U/ul) 40 pL -20°C

PCR enhancer 400 pL 4°C karanhkta
Synthetic hsa-mir-27a Standard 1 pmol -20°C

RNase Free H20 1.5 ml x2 4°C

Steril H20 Iml 4°C

RNA Dilution Buffer 1ml 4°C

Sentetik miRNA Standardi Hazirlama

. Sentetik miR-27a standardi igeren tiip 10.000 x rpm’de 1 dakika santrifuj edilmistir.

. Uzerine 1 ml RNA Dilution Buffer eklenmistir. Béylece 1nM stok soliisyonu
hazirlanmistir.

. 1.5 ml bos mikrofuj tipunde 1nM stok soliisyonundan yeteri kadari 1:10 oraninda RNase-

free su ile dilte edilmistir (Ornegin, 100 pL stok soliisyonu tizerine 900 pL su). Boylece 0.1 nM
calisma soliisyonu elde edilmistir.

. 0.1 nM soliisyondan 1:10 oraninda RNase-free su kullanilarak 5-7 kez ardisik dillisyonlar
yaptimistir.

miRNA RT Primer Hazirlama
. 10 uM RT primer 1:10 oraninda gereken miktarda diltie edilerek 1uM calisma soliisyonu
elde edilmistir.




RT Reaksiyon Miksi Hazirlama (cDNA Sentezi)

Komponent Reaksiyon Basina Konulan Hacim
5X RT Master Mix 4 ul

dNTP (10 mM) 0.75 pl

MiR-RT Primers (1 pM) 1.20 pl

MMLYV Reverse Transcriptase (200 U/ul) 0.2 pl

RNase inhibitér (20 U/ul) 0.25 pl

Toplam 6.40 pl

Hazirlanan miks 6rnek basina 6.40 pl olacak sekilde 0.2 ml PCR tuplerine dagitiimistir.
Uzerlerine 13.60 pl RNA 6rnegi konularak final hacim 20 pl’ye tamamlanmistir.
Termal cycler ile asagida belirtilen kosullarda cDNA sentezi yapiimistir.

25°C’de 30 dk

42°C’de 30 dk

85°C’de 5 dk

Real Time PCR Miksi Hazirlama

Komponent Reaksiyon Basina Konulacak Volum
2X Real-time PCR Master Mix 10 pl

miR Specific Primer Set (10 uM) 0.4 pl

PCR enhancer 1l

Tag DNA Polymerase (5 U/ul) 0.2 ul

cDNA 2 ul

dH20 6.4 pl

Toplam 20 pl

Asagidaki sicaklik ve surelerde Real-time PCR gerceklestirilmistir.
- 95°C’de 30 dk
- 95°C’de 12 sn
- 62°C’de 40 sn

Standart Curve Olusturma

. Hazirlanan sentetik miRNA standartlarindan ikiser pl alinip 20 pl final hacimdecDNA
sentezi gerceklestirilmistir.

. Elde edilen cDNA drlnlerinden 4’er ul alinip 40 pl final hacimde real-time PCR
gerceklestirilmistir.

. Buradan ¢ikan sonuglara gore standart curve olusturulur. Asagidaki tablo hangi standart
soliisyonunda ne kadar kopya sayisi oldugunu géstermektedir.

Standart Soliisyonu Kopya Sayisi
0.1 nM 6x107

10-2 nM 6x106

10-3 nM 6x105

10-4 nM 6x104

10-5 nM 6x103

10-6 nM 600

10-7 nM 60

111.2.9. istatistiksel Analiz
Hasta ve kontrol grubu arasindaki kiyaslamalarda Mann Whitney U, hasta grubu icindeki
kiyaslamalarda da Kruskal Wallis VVaryans Analizi yontemi kullaniimistir.




V. Analiz ve Bulgular

IV.l. Hastalara Ait UHDRS Skorlari

Hastalarin klinik degerlendirilmesi sonunda elde edilen UHDRS skorlari Tablo 1V.1’de verilmistir.
80 ve uzeri UHDRS skoru olan 17 hasta bulunurken (tam bagimsiz hastalar)18 hastanin 79 ve altl
skora sahip oldugu (bagiml hastalar) saptanmistir. Bagiml grupta yer alan 5 hastanin 30 ve alti skora
sahip oldugu (tam bagimli hastalar) belirlenmistir.

IV.2. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Mitokondriyal DNA Duzeyleri
IV.2.1. Real-time PCR Uygulamalari

Hasta ve kontrol grubuna ait 6rnek real-time PCR amplifikasyon egrileri ve melting curve analizi
gorintdleri Sekil 1V.2.1, 1V.2.2, 1V.2.3 ve 1V.2.4°de verilmistir.

A B
Sekil 1V.2.1. Kontrol grubundaki bireylere ait érnek MT-ND1 geni amplifikasyon egrileri (A) ve
melting curve analizi goruntisu (B)

A B
Sekil 1V.2.2. Hasta grubundaki bireylere ait 6rnek MT-ND1 geni amplifikasyon egrileri (A) ve
melting curve analizi gorintusi (B)

A B
Sekil 1V.2.3. Kontrol grubundaki bireylere ait 6rnek B2M geni amplifikasyon egrileri (A) ve melting
curve analizi goruntisi (B)

A B
Sekil 1V.2.4. Hasta grubundaki bireylere ait drnek B2M geni amplifikasyon egrileri (A) ve melting
curve analizi goruntusi (B)

IV.2.2. Mitokondriyal DNA Diizeyleri

Hasta ve kontrol grubuna ait ACt, AACt ve 2-AACt (mitokondriyal DNA diizeyi) degerleri sirasiyla
Tablo V.1 ve 1V.2’de verilmistir.

Tablo IV.1. Hasta grubuna ait UHDRS skorlari, ACt, AACt ve 2-AACt (mitokondriyal DNA dlzeyi)
degerleri

Hasta Grubu UHDRS skoru MT-ND1 B2M
ACt AACt 2-AACt (Mitokondriyal DNA duzeyi)
Ctl Ct2 Ortalama Ct Ctl Ct2
Ortalama Ct
H1 100 21,04 20,84 20,94 36,65 36,23
36,44 -15,50 -4,65 25,11
H2 100 22,36 2227 22,32 33,03 33,22
33,13 -10,81 0,04 0,97

H3 100 22,58 22,28 22,43 35,79 35,01




H4
H5
36,66
H6
H7
H8
H9
H10
H1l
H12
H13
H14
38,20
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
34,42
H27
H28
H29

H30

35,40

33,87

28,90
35,52
33,07
33,39
31,47
33,28
35,86

31,90

35,04
31,40
30,52
33,32
36,89
37,27
33,68
32,54
35,39
37,12
36,21
34,01
33,35
33,49

31,95

100
34,36
100
-9,61
100
100
100
33,23
90
90
90
90
90
90
-18,38
80
80
80
76
76
72
72
70
64
35,55
60
37,18
60
35,76
56
52
33,69
52
50

48

-1297 -2,12 435
22,29
-12,07  -1,22
27,05
1,24 0,42
22,13
-6,92 3,94
20,68
-14,64 -3,79 13,83
19,29
-13,93  -3,08
21,43
-11,92  -1,07 2,10
21,31
-10,18 0,67 0,63
22,59
-1101 -0,16 111
23,42
-1251  -166 3,15
23,12
-8,83 2,03
19,9
-7,53 184,82
23,14
-11,83  -0,98 1,97
22,52
-8,61 2,24
24,82
-5,80 5,05
21,53
-11,84 -0,99 1,99
23,13
-13,77  -2,92 7,54
20,21
-17,13  -6,28 77,44
22,36
-11,44  -0,59 1,50
23,21
-9,39 1,46
24,39
-11,26  -0,40
22,36
-14,70  -3,85
20,55
-15,34  -4,49
26,29
-7,83 3,02
20,78
-12,90 -2,05
23,31
-10,14 0,71 0,61
22,4
-9,69 1,17
22,05

22,3
2,32
27,04

21,84
0,07
21,07

19,3
8,46
21,51

21,27
21,95
23,29

23,02
0,25
19,74

23,28

23,05
0,21

24,62
0,03

21,43

23,12
20,07
22,13

23,08
0,36
24,2
1,32
22,6
14,37
20,3
22,39
26,08
0,12
20,8
4,13
23,39

22,12
0,45
21,94

22,30
27,05
21,99
20,88

19,30
21,47
21,29
22,27
23,36
23,07
19,82
23,21
22,79
24,72
21,48
23,13
20,14
22,25
23,15

24,30

22,48

20,43
26,19

20,79
23,35
22,26

22,00

37,12
28,99

35,02

33,25
32,92
33,74
35,76
32,16
38,2

34,95
31,55
31,31
33,19
36,03
37,36
33,53

33,13

33,6

33,99
32,11

33,33

34,85
36,2
28,81
36,01

33,38
33,53
30,01
32,81
35,96

31,63

35,13
31,24
29,73
33,45
37,75
37,17
33,83
31,94
35,71
37,23

35,31

34,02
32,99
31,78

32,61




32,97

H31

32,95
H32

32,86
H33

32,70
H34

32,31
H35

35,57
Ortalama
33,98

30
30
30

28

-11,48

-10,98
-10,07
-8,62
-9,50
-9,97
-11,67

-0,63

-0,12 1,09
22,91

0,78 0,58

24,37

2,23
23,27

1,36
22,28

0,88
24,13
-0,82 1,76

11,05

22,86

24,11

0,21

23,14

0,39

22,39

0,54

23,67

22,89
24,24
23,21
22,34

23,90

31,89
32,78
33,08
32,37
34,81

22,50

34,01
32,94
32,32
32,24

36,32

Tablo IV.2. Kontrol grubuna ait ACt, AACt ve 2-AACt (mitokondriyal DNA diizeyi) degerleri

Kontrol grubu

ACt ANACt
Ortalama Ct
K1

34,39
K2

34,96
K3
34,51 -9,52
K4
35,45 -14,00
K5
34,02 -12,94
K6

34,52
K7

31,04
K8

32,41
K9

32,50
K10
32,56 32,68
K11

32,34
K12

31,46
K13

33,59
K14

35,26
K15

34,59
K16

20,25

MT-ND1

2-AACt (Mitokondriyal DNA duzeyi)
Ortalama Ct Ctl

-10,55

-12,47

1,34

-3,15
-2,09
-14,48
112,22
-11,45
9,75
-8,60
9,21
8,13
-11,44
-15,20
-12,35

1,99

Ctl Ct2

23,91

0,30 0,81

22,55
-1,62 3,06
25,04

0,40

21,49
8,88
21,08
4,26
20,24
-3,63 12,38
18,56
-1,37 2,58
21,69
-0,60 1,52
22,67
1,10
24,09
2,26
23,19
1,64
23,37
2,12
22,32
-059 151
20,02
-435 20,39
22,31
-1,50 2,83
22,2
12,84

23,77
22,43
24,95
21,41
21,08
19,84
19,09
20,22

22,83

0,47

24,08

0,21

23,08

0,32

23,28

0,15

21,98
20,09
22,17

22,28
0,00

23,84
22,49
25,00
21,45
21,08
20,04
18,83
20,96
22,75
24,09
23,14
23,33
22,15
20,06
22,24

22,24

33,79
34,34
34,22
35,7

34,64
35,32
30,63
32,69
33,19
32,8

32,35
31,13
33,26
35,33
34,15

20,36

B2M

34,99
35,57
34,8
35,2

33,4

33,72
31,45
32,12

31,81

32,33
31,78
33,92
35,18
35,03

20,14




K17 22,15 20,68 21,42 32,24 33,9
33,07 -1166 -0,81 1,75

K18 22,34 22,4 22,37 32,62
34,18 33,40 -11,03 -0,18 1,13

K19 22,35 22 22,18 35,37
33,27 34,32 -12,15 -1,30 2,45

K20 21,69 21,7 21,70 33,63
33,67 33,65 -11,96 -1,11 2,15

Ortalama 22,07

32,92 -10,85 0,00 3,36

IV.2.3. miR-27a ve miR-124 duzeyleri

Farkli kitlerle defalarca tekrarlanan denemelere ragmen hasta ve kontrol grubunda miR-27a ve miR-
124 duzeylerine ait real-time PCR reaksiyonlarindan sonug alinamamistir.

IV.2.4. istatistiksel Analiz

Mitokondriyal DNA diizeyleri arasindaki istatistiksel analiz igin hasta grubunda iki farkli sekilde
siniflandirma yapilmistir:

- UHDRS skoru 80 ve lizeri olanlar (tam bagimsiz olanlar) — UHDRS skoru 79 ve alti olanlar
(bagimli olanlar)

- UHDRS skoru 80 ve lzeri olanlar (tam bagimsiz olanlar) — UHDRS skoru 30 ve alti olanlar
(tam bagimli olanlar)

Kontrol grubu ile birlikte yukarida belirtildigi sekilde siniflandirilan hasta gruplarina ait
mitokondriyal DNA duzeyleri arasinda istatistiksel analizler gergeklestirilmistir.

. Kontrol grubu ile tim hasta grubu arasinda yapilan analizde fark bulunamamistir (Mann
Whitney U testi).
. UHDRS skoru 80 ve Uzeri olanlar ile UHDRS skoru 79 ve alti olanlar arasinda fark

bulunamamistir. Yine bu gruplarla kontrol grubu arasinda yapilan analizlerde de fark bulunamamistir
(Kruskal Wallis Varyans Analizi).

. UHDRS skoru 80 ve uzeri olanlar ile UHDRS skoru 30 ve alti olanlar arasinda fark
bulunamamistir. Yine bu gruplarla kontrol grubu arasinda yapilan analizlerde de fark bulunamamistir
(Kruskal Wallis Varyans Analizi).

V. Sonug ve Oneriler

Calismamizda hasta ve kontrol grubu arasinda mitokondriyal DNA diizeyleri arasinda fark
bulunamamistir. Hasta grubunun kendi icinde yapilan kiyaslamalarda da fark bulunamamistir.

Huntington hastaliginda mitokondriyal harabiyet oldugu bilinen bir gercektir. Bu nedenle saglikli
bireylere kiyasla hasta bireylerde mitokondriyal DNA diizeylerinde azalma ya da artma, her iki
yonde de olabilecek bir farkin, kolaylikla 6ngérilebilecek bir durum oldugu disuntlmektedir. Buna
ragmen gerek hasta-kontrol gruplari arasinda, gerekse hastaligin erken ve ileri donemleri arasinda
fark bulunamamasinin nedeninin olgu sayilarinin azhgr oldugu dustinilmustir. Calismanin daha
yuksek olgu sayilari ile gerceklestirilmesi halinde bu farkin gosterilebilecedi éngdrulmektedir.

VI. Gelecege iliskin Ongoriilen Katkilar

Literattirde ekzozomal mitokondriyal DNA ile yapilan ¢alismalar bulunmakla birlikte néron kdkenli
ekzozomlarda mitokondriyal DNA ile yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu
calismamiz, néron kdkenli ekzozomlarda mitokondriyal DNA’nin varhgini gostermekle birlikte
mitokondriyal disfonksiyon/harabiyetle seyreden ¢ok sayida hastalik grubunda da bu konuda
calismalarin yapilabilecegini gostermistir.




VII. Saglanan Altyapi Olanaklari ile Varsa Gerceklestirilen Projeler

Proje kapsaminda sadece sarf malzemesi alimi yapiimistir.

VII1. Saglanan Altyapi Olanaklarinin Varsa Bilim/Hizmet ve Egitim Alanlarindaki Katkilari

Proje kapsaminda sadece sarf malzemesi alimi yapiimistir.
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X. Ekler

a) Mali Bilanco ve Aciklamalari:

Proje kapsaminda sadece sarf malzemesi alimi yapiimistir.

b) Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimina Dair Aciklamalar:

Proje kapsaminda makine / teghizat alimi yapiimamistir.

c) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar :

d) Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyapi ve Yénlendirilmis Projeler icin uygulanmaz):

e) Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyapi ve Yonlendirilmis Projeler icin uygulanmaz):




