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ALZHEIMER HASTALIGINDA PARPI VE DNA POL f mRNA
EKSPRESYONLARININ ARASTIRILMASI

Sercan KENANOGLU
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2017
Damisman: Prof. Dr. Munis DUNDAR

OZET

Norodejeneratif hastaliklar arasinda oldukca Onemli bir paya sahip olan Alzheimer
Hastaligi, yasl popiilasyonda en sik goriilen demans formudur. Biligsel aktivitelerin
azalmasiyla karakterize olan Alzheimer Hastaliginda Oncelikli olarak, hatirlama
kabiliyetinin ve bellegin zayifladig1 goriilmektedir. Bunun yam sira diisiinme, konusma
ve oryantasyon icin 6nemli olan beyin bolgelerindeki sinir hiicrelerinin yavas ve

progresif bir sekilde oldiigii goriilmektedir.

Ne yazik ki hastaligin ilerleyen donemlerinde hastalar yataga bagimli ve bakima muhtac
hale gelmektedir. Bu da hasta yakinlarina hem maddi hem de manevi yonden olduk¢a
agir bir yilkk getirmektedir. Bu yilizden Alzheimer Hastaliginin altinda yatan
mekanizmalarin anlagilmasi icin yapilan caligmalarla, hastaligin sosyo-ekonomik

yonden getirdigi dezavantajlarin ortadan kaldirilmast ama¢lanmaktadir.

Alzheimer Hastalig1 multifaktoriyel bir hastalik olup hastaligin etiyolojisinde genetik
faktorlerin oldukc¢a genis bir etkisi vardir. Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARPI)
geni, diferensiyasyon, proliferasyon ve timor transformasyonu gibi dnemli hiicresel
proseslerin regiilasyonlarmi igerir ve hiicreyi DNA hasarina karsi korur. DNA
POLIMERAZ p (DNA POL p) geni tarafindan kodlanan bir protein olan DNA Polimeraz

B ise baz ekzisyon ve tamirinde yer alarak bosluk doldurucu enzim olarak gorev alir.

Calismada Alzheimer Hastaliginda PARPI ve DNA POL f mRNA ekspresyonlari

arastirilmigtir. Goniilliillerden alinan periferik kanlardan RNA izolasyonu yapilmus,
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ardindan cDNA elde edilerek Real-Time PCR’da bu iki genin ekspresyon diizeylerine
bakilmaistir.

Sonu¢ olarak Alzheimer tipi demansi olan hastalarda azalmis PARPI ekspresyonu
goriilmiis ve kontrol grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmusken;

DNA POL p geni i¢in istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastali§i, PARP1, DNA POL S, mRNA ekspresyonu,
BER
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THE INVESTIGATION OF PARPI AND DNA POL f mRNA
EXPRESSIONS ON ALZHEIMER’S DISEASE
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Department of Medical Genetics
Master’s Thesis, July 2017
Supervisor: Prof. Munis DUNDAR

ABSTRACT

Alzheimer’s Disease, which has a significant share among neurodegenerative diseases,
is the most common form of dementia in the elderly population. In the case of illness it
is seen primarily in memory impairment and memory weakness which is characterized
by a decrease in cognitive activities. In addition, it seems that the nerve cells in the brain
regions, which are important for thinking, speaking and orientation, have died slowly

and progressively.

Unfortunately, in the later stages of the disease, the patients are dependent on the bed
and requires need of care. And this brings a rather heavy burden to the patients’
relatives both in the material and the moral side. Therefore, studies aiming to
understand the underlying mechanisms of the Alzheimer’s Disease are aimed at

removing the disadvantages brought by the socio-economic aspects of the disease.

Alzheimer’s disease is a multifactorial disease and there is a wide effect of genetic
factors in the etiology of the disease. Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARPI)
encompasses regulation of important cellular processes such as differentiation,
proliferation and tumor transformation, and protects the cell against DNA damage.
DNA Polymerase B, a protein encoded by the DNA POLYMERASE  (DNA POL p)

gene, functions as a spacer-flanking enzyme in base excision and repair.

In the study, PARPI and DNA POL  mRNA expressions in Alzheimer’s Disease were

investigated. First, RNA isolation was performed from the peripheral blood from the
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volunteers, then cDNA was obtained and the expression levels of these two genes were

examined in Real-Time PCR.

As a result, decreased PARP1 expression was observed in patients with Alzheimer type
dementia and there was a statistically significant difference with the control group;

however there was no statistically significant result for the DNA POL f gene.

Key words: Alzheimer’s Disease, PARPI, DNA POL f, mRNA expression, BER
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer Hastaligi, bilissel faaliyetlerin yikici bir sekilde azalmasiyla karakterize olan
ve diinya genelinde yaklasik 24-35 milyon insani etkileyen demansin en yaygin goriilen
bicimidir. 2050 y1ili itibariyle bu insidansin her 85 kiside bir goriilerek artmasi ve 130

milyon civarina ulagsacagi tahmin edilmektedir (1).

Alzheimer hastaligi tanis1 alan bireyler tipik olarak 3 — 9 yillik sagkalim siiresine
sahiptirler ve hastaligin son evrelerinde bakima muhta¢ hale gelmektedirler (1, 2).
Alzheimer Hastaliginin global olarak artan insidansmin yaninda erken teshis edilmesi,
hastaligin etiyolojisinin anlasilmasinda ve etkili tedavilerin gelistirilmesinde 6nem arz

etmektedir (1).

Alzheimer Hastaliginda baslica risk faktorii yas olmakla beraber; hastaligin insidansi 65
yasindan sonra her 5 yilda bir ikiye katlanmakta ve her yil 65 yas iizerindeki 100.000
kisi basma yilda 1275 yeni vaka tanisi konulmaktadir (3). Diger yandan yiiz yasini
asmis kisilerin dahil edildigi ¢caligmalara bakildiginda Alzheimer Hastaliginin yalmzca
yaslanmanin sonucu olmadiginin; yine de bununla birlikte 85 yasindan sonra Alzheimer

Hastalig1 tanist alma ihtimalinin {icte biri astig1 goriilmektedir (4).

Alzheimer hastaligmin yasa bagh olarak tanimlanan iki Oncii tipi vardir: 1) Erken
baslangicli Alzheimer Hastaligi, 2) Gec baslangicli Alzheimer Hastaligi. Bunlarin her
biri kendine 6zgii nedensel ve risk olusturan genetik faktorler barindirmaktadir. Erken

baslangicli olan tip Alzheimer Hastaligina neden olan mutasyonlar: icerirken; gec



baslangicli tipin genleri hastalik icin risk faktorleri icerdigi, ancak bilinen allellerin
hastaliga neden olmak i¢in yetersiz kaldig1 da goriilmektedir (1).

Erken baslangicli Alzheimer Hastalig1 65 yasindan Once baslar ve insidans araligi tiim
Alzheimer Hastalig1 vakalar1 arasinda %0-1 ila %6-7 araliginda degismektedir (5, 6).
Erken baslangicli Alzheimer Hastalig1 dominant olarak kalitilsa da tamamen penetrant
degildir. Erken baslangicli Alzheimer Hastalig1 vakalarinin %13’linden az bir kismi tam

penetrant otozomal dominant kalitim 6zelligi gostermektedir (6).

Gec baslangichi Alzheimer Hastaligi ise 65 yasindan sonra baglayan ve sporadik olarak
gelisen formdur. Geg¢ baslangicli Alzheimer Hastalig1 i¢in 6nemli sayida genetik risk
faktorleri ve biyomarkerlar tanimlanmis olsa da hastaliga sebep olan genler heniiz tam
aydimlatilamamistir. Ancak apolipoproteinler ve lipid homeostazisi, endositozla iligkili
genler gibi ortak fonksiyonlar1 ve yolaklar1 paylasan genler de hastaligim bu formuyla
iliskilendirilmistir (7).

Daha onceleri yapilan genetik, patolojik ve fonksiyonel ¢alismalar beyinde iiretilen ve
yikilamayan amiloid-f (Af) peptidlerinin akiimiilasyona yol acarak agregasyona neden
olduguni ortaya koymustur. Coziinebilir oligomer yapisindaki toksik AP agregatlari,
intrandronal AP ve amiloid plaklar sinapslara zarar vererek dejenerasyona ve

nihayetinde demans gelisimine sebep olur (8).

Alzheimer Hastaligiyla iligkin baglica noropatolojik lezyonlara ornek olarak senil
plaklar ve norofibriler yumrular gosterilir. Senil plaklar distrofik noritlerce ¢evrelenen
A amiloid’in ekstraselliiler ¢cekirdeginden olusurlar. Norofibriler yamrular ise secilmis
beyin bolgelerindeki néronlarda biriken ciftli sarmal filamentler adi verilen anormal
filament demetlerinden olusur. Bu c¢ift sarmal filamentler, mikrotiibiil-iliskili protein

olan tau’nun hiperfosforile formlarindan olusur (9).

Tau, bir mikrotiibiil iligkili protein olup direkt olarak mikrotiibiile baglanir ve
mikrotiibiiliin stabilitesinin regiilasyonunu ve fonksiyonunu saglar. Patolojik kosullar
altinda tau kendiliginden filament yapilara yerleserek norofibriler yumrular olusturur.

Bu belirgin norofibriler patoloji, toplu olarak “tauopatiler” olarak adlandirilir ve basta



Alzheimer Hastaligi ve diger norodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasmda oncii rol

tistlenir (9, 10).

PARPI1 (Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1) cesitli niikkleer proteinleri poli (ADP-ribozil)
transferaz ile modifiye eden bir kromatin ile iligskili enzim olan poli (ADP-ribozil)
transferazi kodlayan ve insanda 1. kromozom (1g42.12) bolgesinde lokalize bir gendir.
Bu gen tarafindan kodlanan PARP1 ise, DNA hasar1 ile aktive olabilen; DNA
tamirinde, genomik stabilitede ve hiicre apoptozisi gibi bir¢ok fizyolojik siirecte rol alan

niikleer bir enzimdir (11).

PARP1 bir DNA hasar sensOrii olarak islev gorebilir. Hasar goren DNA’ya
baglandiktan sonra, PARP1, homodimerler olusturarak niikleer alic1 proteine kovalent
olarak baglanir ve uzun dallandiric1 poli (ADP-riboz) polimerlerinin sentezlenmesi i¢in

NAD* nin nikotinamid ve ADP-riboza boliinmesini katalize eder (11-13).

DNA POL S (DNA Polymerase Beta) geni insanda 8. kromozom (8p11.21) bolgesinde
lokalize olan bir gen olup bu gen tarafindan kodlanan protein, bosluk dolduran DNA
sentezi olarak da adlandirilan baz ekzisyon ve onarimma katilan 6nemli bir DNA
Polimeraz c¢esididir. Kodlanmis protein normal olarak sitoplazmada bulunur ve bir

monomer olarak islev goriir, ancak DNA hasar1 karsisinda niikleusa yer degistirir (14).

Literatiir taramalarinda Alzheimer Hastalig1 iizerinde PARPI ve DNA POL [ genleri ile
ilgili ekspresyon diizeyinde bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Calismada, Ge¢ Baslangich
Alzheimer Hastalarinda PARPI ve DNA POL  mRNA ekspresyonlariin aragtirilmast
ile bu hastalik grubundaki iki genin ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmas: ve
ekspresyon farkliliklarmin belirlenerek hastaligin fizyopatolojisindeki olasi roliinii
tanimlamak; ve hastaligim  tani/prognozunun  kontroliinde yeni yOntemler

gelistirebilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. NORODEJENERATIF HASTALIKLAR BiYOLOJiSi

2.1.1. Norodejeneratif Hastaliklarin Biyolojisine Genel Bakis

Norodejeneratif hastaliklar geleneksel olarak, belirgin anatomik dagilimlar i¢inde
noronlarin ilerleyici bir sekilde kaybiyla karakterize olan hastaliklar olarak
tanimlanmaktadir. Klinik fenotiplerine gore farkli tiplerde norodejeneratif hastalik
mevcuttur. Ve bu hastaliklarda protein islenme siirecinde meydana gelen degisikliklerin
patojenik roliinii vurgulamak i¢in bunlar konformasyonel hastaliklar olarak da ifade

edilebilir (15).

Son 30 yilda bircok kalitsal norodejeneratif hastaliklardan sorumlu olan genler ve
karakteristik inkliizyonlarin ¢ogu belirlenmistir. Ancak yine de ndronal dejenerasyona
neden olan molekiiler mekanizmalar tam olarak aydimlatilabilmis degildir. Benzersiz
hiicre ozelliklerine gore ndronlarin savunmasizligim agiklayan konformasyonel hastalik
teorisi ve RNA hastalik teorisi gibi giincel yaklasgimlarla hastaligin molekiiler

patogenezini anlamak daha da miimkiin hale gelmektedir (16).

Norodejeneratif hastaliklar yasla iliskili ve olduk¢a kompleks mekanizmalara sahip,
etkilenen bireylere ve yakinlarina muazzam bir yiik getiren ve giiniimiizde artarak
devam eden Onemli bir saglik sorunu olarak nitelendirilmektedir. Yasam beklentisinin
ist noktalara c¢iktig1 endiistrilesmis iilkelerde hastaligin insidansmin artmasiyla bu
bozukluklarin ilerlemesini durdurmak ve/veya tersine ¢cevirmek i¢in yeni tedavilere olan
ihtiya¢ kaginilmaz hale gelmektedir. Daha etkili tedavilerin gelistirilmesinin merkezinde
son yirmi yildir bu bozukluklarla iligkili molekiiler biyoloji ve hiicre biyolojisi alaninda
kapsamli arastirmalar yapilmis ve biyolojik belirteclerin gelisimi ile mekanizmaya

dayali tedavilere baglanmistir. Boylece hastaligin heniiz erken evrelerinde olan hastalar1



tedavi etmek ya da hastaligin prognozunu kontrol altina almak miimkiin hale gelmistir

17).

Bugiine kadar ndrodejeneratif bozukluklarda pay1 olan ¢cok sayida molekiiler ve hiicresel
olaylar ortaya konmustur. Ornegin mitokondriyal disfonksiyon Parkinson Hastaliginda
belirgin olmasina ragmen, Alzheimer Hastaligi ve Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ile
de baglantis1 oldugu anlasilmistir. Yine proteinlerin yanlis katlanmasi da birgok
bozuklukta gosterilmis olsa da, yapilan son caligmalarda nérodejeneratif hastaliklarda
rol stlenen yanlis katlanmis proteinlerin  kendilerini nasil c¢ogaltabildikleri

gosterilmistir (17).

Bircok hastalikta oldugu gibi norodejeneratif hastaliklarin altinda da ortak hiicresel
yolaklarin rol oynadigi ve protein, mitokondriyal ve transkripsiyonel homeostazisin
degistigi bilinmektedir. Alzheimer Hastaliginda sinapslarin hasar1 ya da kayb: anlamina
gelen sinaptopatilerin gelisimi yaygin olarak kabul edilen sav arasmdadir (17).
Sinapslarda meydana gelen bu hasar néronal dongiiniin degismesine yol acar. Noron-
spesifik  post-sinaptik  bir protein olan Arc, hafiza konsolidasyonunun
diizenlenmesindeki katkist icin son zamanlarda dikkatleri lizerine cekmistir (18). Arc
proteininin Alzheimer hastalarinin ve olusturulan hayvan modellerinin beyinlerinde

sinaptik aktarimi nasil degistirdigi; ve bu hiicresel yolagin terapotik gelisimde nasil ilgi

cektigi yoniinde caligmalar yapilmistir (17, 18).

2.1.2. Norodejeneratif Hastaliklarin Siniflandirilmasi

Norodejeneratif hastaliklarin siniflandirilmas asagidaki gibidir:

Major Klinik Semptomlar: Bunlar noronal islev bozuklugu veya kaybi gosteren
anatomik bolge tarafindan belirlenir ve arka plandaki molekiiler degisiklikleri mutlaka
yansitmazlar. Bu smif icine konformasyonel degisimler ve biyokimyasal

modifikasyonlar gosteren proteinler de dahil olmaktadir.

Hiicresel ve hiicre alt1 patoloji: Bu, hiicrelerin kompartmanlarindan noronlarm ve glial
hiicrelerde (astro-oligodendroglia dahil) ya da ekstraseliiler alanda patolojik protein

depolanmasi olup olmadig1 anlamma gelir.



Buna gore bir norodejeneratif sendrom ile iligkili olarak anatomik, hiicresel ve protein
acig1 tammlanabilir. Bunun yaninda genetik degisiklikler de bu degisikliklere yol
acabilir veya bu hastaliklarmm gelismesinde yatkinhig1 etkileyebilir. Sekil 2.1°de
norodejeneratif hastaliklarda savunmasizlik paternleri gosterilmistir (19).

Genetik Savunmasuzll!( paternleri

- - Klinik
altyapi Anatomik Hiicresel Protein fenotip
Hastalik n?denl .. Fonksiyonel sistemler Yapisal degisiklikler
Hastalik dUZ.ef)IeV'C' Biyokimyasal modifikasyonlar
Yatkinlik etkisi Degismis fizyolojik fonksiyon

Noéronal gruplar
(6rn; norotransmitter,
néropeptid vb.)
Astroglia
Oligodendroglia

Sekil 2.1. Norodejeneratif hastaliklarda savunmasizlik paternlerinin 6zeti (19).

Gecen yiizyilda, farkli giimiis boyama tekniklerinin uygulanmasiyla, arjirofilik hiicre i¢i
ve hiicre dis1 (yani plaklar) yapilarin bir¢cok norodejeneratif hastalik formuyla iligkili
oldugu ortaya konmustur. Boylece nérodejeneratif hastaliklarda degisen fizikokimyasal

ozelliklere sahip proteinlerin insan beyninde ¢okeldigi anlasilmistir (20).

Biitiin bu tariflerden yola ¢ikarak fizyolojik bir proteinin yapisal konformasyonu degisir
ve bu da degismis bir fonksiyona veya potansiyel olarak toksik intraselliiler veya
ekstraselliiler akiimiilasyona neden olur. Ayrica protein kodlayan genlerdeki
mutasyonlar da kalitsal hastalik bi¢imiyle baglantilidir. Konformasyonel anlamda
proteinlerin yanlis katlanmasindaki temel etken endoplazmik retikulum (ER)’un

homeostazinin bozulmasidir (21).

Kapsamli deneysel ve noropatolojik bulgular, noérodejeneratif hastaliklarin,
mitokondriyal disfonksiyon, stres tepkileri, sinaptik yeniden diizenlenmeler ve degismis
protein ifadesi de dahil olmak iizere kompleks patojenik bir senaryonun ortak
yolaklarin1 paylastigim1  gostermektedir. Bununla ilgili giincel kavramlar ve

siniflandirma kriterleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir (20).



Tablo 2.1. Norodejeneratif hastaliklarin siniflandirmasindaki giincel kavramlar ve

oOlciitler (20).

Norodejeneratif hastahklar ile ilgili

biyolojik olciitler

Hedef etken

Norodejeneratif hastaliklarin protein

bazinda molekiiler siniflandirilmasi

Norodejeneratif hastahklarla iliskili

protein modifikasyonlari

Beynin anatomik bolgesindeki protein

kiimelerinin hiyerarsisi

Noronal kayip ile iliskili patojenik
yolaklar

Noronal zayifh@in hastah@in erken

evrelerindeki seciciligi

Katlanmamais protein cevabi

Ubiquitin — proteozom sistemi

Otofaji — lizozom yolagi

Fosforile form

Nitrath form

Oligomerler

Proteaz direncli formlar

Protein yikim iiriinleri

Yanlis katlanan proteinlerin prion benzeri
hiicre-hiicre yayilim teorisi

Protein birikiminin evrelerinin
tanimlanmasi

Apoptozis

Hiicre dongiisiinde bozukluk

Molekiiler hatalar (lipid peroksidasyonu,
DNA oksidasyonu gibi)

Enerjik disregiilasyon (oksidatif stres ve
mitokondriyal kararsizlik gibi)

Metabolik degisimler (kolesterol
metabolizmasindaki degisiklikler gibi)

Iyon homeostazisinin bozulmasi

Anti-inflamatuar ~ sitokinler, —mikroglial
aktivasyon ve  anti-apoptotik  veya
antioksidan siirecler gibi adaptasyon
diizensizligkleri
Fokal atrofi tespiti

Erken semptomatik tedavi i¢in temel



2.1.2.1. Klinik ve anatomik siniflandirma

Klinik semptomlar sistem tarafindan belirlenir ve molekiiler patolojik altyapiy1 acik bir
sekilde yansitmaz. Bircok vakada hastaligin semptomlar: arasinda iist iiste cakisma ve
yakmsaklik goriilmektedir. Bu yiizden klinik smiflandirma erken klinik semptomlarin
degerlendirilmesinde  ¢ogunlukla yardimcit bir parametredir. Norodejeneratif
hastaliklarin  Oonemli bulgular1 arasinda biligsel azalma, demans ve beyin
fonksiyonlarinda degisimler goriilmektedir. Etkilenen en Onemli anatomik bdlgeler
arasinda hipokampiis, entorhinal korteks, limbik sistem (amigdala, olfaktor korteks,
anterior singulat korteks, subkortikal yapilar) ve norokortikal bolgeler gosterilmektedir.
Bazal ganglia, talamus, beyin sapi niikleusu, serebellar korteks ve niikleusu, motor
kortikal bolgeler spinal kordun alt motor ndronlarinda goriilen degisiklikler de hareket
bozukluklariyla iligkilidir. Klinik olarak bu durumlar hipokinetik veya akinetik rijid
semptomlarla degerlendirilen Parkinson sendromu gibi hastaliklarla iliskilidir.
Hiperkinetik hareket bozukluklar1 arasinda Kore Hastaligi, distoni, ballismus, athetozis
ve tremor yer almaktadir. Ataksik hareket bozukluklari ise iist ve alt motor ndron
semptomlariyla iligkilidir. Biitiin bu semptomlarin kombinasyonu bazi hastaliklarin
klinik seyirlerinin erken asamalarinda ve bir¢cok vakada progresyon esnasinda

goriilebilmektedir (20).

2.1.2.2. Noropatolojik siniflandirma

Noropatolojik smiflandirma birtakim parametreler géz Oniinde bulundurarak yapilir.
Oncelikle néronal kaybin ve reaktif astrogliosis ile iliskili olan anatomik dagilimlar
degerlendirilir, daha sonra ise vaskiiler lezyonlarda ve prion hastaliginda oldugu gibi
spongiform degisimlerin  histolojik  bulgular1  degerlendirilir. Bu degisimler

konvensiyonel boyama teknikleriyle goriilebilmektedir (20).

Sinir  sistemindeki protein birikintilerinin  degerlendirilmesinde ise birtakim
immiinohistokimyasal analizler yapilarak bu birikmenin intraselliler mi yoksa
ekstraselliler alanda m1 olduguna karar verilir. Bu anatomik bdlgelerin
degerlendirilmesi hastaligin erken klinik semptomlarmni saptamada ve prognozunu

belirlemede 6nemli bir rol iistlenmektedir (20).



2.2. Ubiquitin — Proteozom Sistemleri ve Norodejenerasyon ile Iliskisi

Ubiquitin—proteozom sistemi (UPS)’nin norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde
merkez rol iistlenmesi gerceginden yola ¢ikarak, ubiquitin immiinohistokimyasinin
diagnostik noropatolojide ayrilmaz bir biitiin oldugu goriilmektedir. Ubiquitin, kisa
Omiirlii ve hasarli proteinlerin degredasyonuna katilan kiiciik, stresle indiiklenen bir
proteindir ve norodejeneratif hastaliklarin farkli filament6z inkliizyonlarinda

goriilmektedir (20).

Buna ek olarak ubiquitin-baglayan protein 62/sequestosome 1, 62 kDa agirliginda
sitozolik bir protein olup cesitli inkliizyonlarin ortak bilesenidir. inkliizyon olusumu
esnasida ubikiitinizasyon hiicre i¢inde gec¢ evrelerde goriiliir. Pre-agregatlar ve pre-
inkliizyonlar olarak da bilinen erken evredeki protein birikintileri spesifik bozuk

proteine kars1 spesifik antikorlar kullanilarak tespit edilir (20, 22).

Sekil 2.2°’de protein kalite kontroliinde rol iistlenen saperon, ubiquitin-proteozom
sistemi ve otofaji sistemlerinin intraselliller protein homeostazisini saglamada
birbirleriyle koordineli oldugu sema verilmistir. Bu sistem igerisinde Saperonlar, 1s1-sok
proteinlerini igeren proteinler olup, proteinlerin dogru katlanmasmi ve yeniden
katlanmasin1 saglayan ilk savunma hatlar1 olarak rol alirlar. Proteinler yanlis
katlandiklar1 zaman Saperon proteinleri tarafindan degredasyon i¢in proteozom
yolaklarina yoOnlendirilirler. Proteozom yolaklarina yonlendirilen proteinlere ise
birtakim enzim kombinasyonlariyla (Ubiquitin-Activating (E1), Ubiquitin-Conjugating
(E2), Ubiquitin-Ligating (E3)) wubiquitin zinciri eklenir. Daha sonra poly-
ubiquitinlenmis substrat 26S proteozom kompleksi tarafindan tanmir ve degredasyon
stirecini baglatir. Baz1 durumlarda proteinler K-63 bagli poly-ubiquitinizasyon birimi
tarafindan modifiye edilebilirler ve agregasyonlarini inkliizyon cisimlerine doniistiirerek
bir sonraki adim olan otofaji ile yikimi tesvik edebilirler. Otofaji siireci, substratlari
yutan otofagozom adi verilen iki membranli bir yapiya genisleyen bir fagofor ile
substratlarin  ayristirilmasmi icerir. Otofagazom daha sonra asidik lizozomal
hidrolazlarla i¢ membraninin dagildig1 ve kargonun degrede oldugu otolizozomlarla
kaynagir. Otofajinin diger bir formu ise katlanmamis substrat proteinlerin lizozomal
membrana ge¢gmesini saglayan Saperon-aracili otofaji (Chaperone-mediated autophagy

(CMA)) ile gerceklesir. hsc70 ve integral lizozomal membran reseptorii olan
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LACMP2A (lysosome-associated membrane protein type 2A) bu gecise yardimci olan
proteinlerdir (23).

o = oA

Newly synthesized

protein CHAPERONE SYSTEM
i Chaperone

Chaperone-mediated - > Misfolded
Autophagy protein

LAMP 2A g{] 3 i? N
— S Functional .“ K45 Rolyub
Lysosome :
y g \ Protein 1‘
{ @ ! *e
Macro- . e K63 Poly-Ub 4 L]
Autophagy Nt ; FE A
Proteasome
Auto- Degradation
AUTOPHAGY  Lysosome
¢ 1C3 Aggregated §p UPS

Proteins

Sekil 2.2. Proteinlerin ubiquitinizasyon siirecindeki kalite kontrol sistemleri (23).

2.3. Norodejeneratif hastaliklarin siniflandirilmasindaki proteinler
Birtakim proteinler norodejeneratif hastaliklarin sporadik ve genetik olarak ortaya

cikmasiyla iligkilidir. Bunlar arasinda baslica asagidaki proteinler siralanabilir:

Mikrotiibiil-iliskili protein tau (MAPT), mikrotiibiillerin bir araya gelmesinden ve
stabilizasyonundan sorumludur. Tau (MAPT) geni 17q21.2 bolgesinde lokalizedir(20).
Amiloid-f precursor protein (ABPP)’den koken alan AP ise 770 amino asit uzunlugunda

bir proteindir. APPP geni 21g21.3’{in sentromerik bolgesinde bulunmaktadir(20).

140 amino asit uzunlugunda bir protein olan a-Synuclein ise  ve y formlar1 da mevcut
olan ve beyinde bol miktarda bulunan proteinler arasmndadir. o-Synuclein proteinini

kodlayan gen 4. kromozom iizerinde yer almaktadir(20).
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253 amino asit uzunlugunda bir protein olan PrP, prion hastaliklarmin veya bulasici
spongiform ensefalopatiler gibi hastaliklarda merkezi rol tistlenmektedir. PrP proteinini

kodlayan PRNP geni 20. Kromozom iizerindedir (20).

414 amino asit uzunlugunda niikleer bir protein olan TDP-43, ¢evresel sinir sisteminde
korunmus bir sekilde ve yiiksek oranda eksprese olmaktadir. TDP-43, TARDBP geni
tarafindan kodlanir ve 1p36.22 bolgesinde yer almaktadir (20).

Literatiirde anormal protein inkliizyonlariyla seyreden ve norolojik trintikleotid
tekrarlar1 barindiran cok sayida genetik norodejeneratif hastalik mevcuttur. Bu
hastaliklarin temeli Huntington Hastalig1 ve kalitsal ataksiler gibi gelisimsel cocukluk
hastaliklarindan gec-baslangichh hastaliklara kadar genisleyen kararsiz triniikleotid
tekrarlarma dayanmaktadir. NoOroserpinopati gibi daha nadir goriilen kalitsal
bozukluklar, c¢ogunlukla merkezi sinir sisteminde eksprese olan serin proteaz

inhibitorleriyle iligkilidir ve bunu kodlayan gen 3. Kromozomda yer almaktadir (20).

Ozetle, norodejeneratif hastaliklarm gelisiminde rol iistlenen protein birikmeleri;
taupatiler, a-synucleinopatiler, prion hastaliklari, triniikleotid tekrar bozukluklar1 ve
TDP-43, FUS proteinopatileri olarak siniflandirilir. En sik goriilen norodejeneratif
hastaliklar arasinda Alzheimer Hastaligi, bu gruplara dahil edilmez ancak, AP plaklar1
ve intraselliiler alanda norofibriler yumaklar seklinde tau proteinlerinin birikmesiyle bir
cesit proteinopatilere dahil edilebilir. Buna ek olarak bu kategorilere tam anlamiyla
dahil edilemeyen birka¢ hastalik formu daha mevcut olmakla birlikte, hastaliklarin

kendi major molekiiler patolojilerine gore incelenmesi gerekmektedir (20).

Belirli hastaliklarla baglantili bir sekilde adi1 gecen bu proteinlere ilaveten, bir¢ok
proteinin daha inkliizyonlar ve protein ¢okeltileri seklinde bulunacag: asikardir. Ancak
bunlar anormal fibrillerin yapisal elementleri olmaktan ziyade bunlara baglanan

proteinler olarak goze carpmaktadir (20).

2.4. Yaslanma ve Yashhkla Tlgili Norolojik Hastahklar
Yaslanma, oldukca karmasik bir altyapisi olan biyolojik, psikolojik ve sosyal siiregler

olup tiire 0zgii bir olay olarak degerlendirilmektedir. Her tiiriin ortalama ve maksimum
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yasam siireleri belli olmakla birlikte, yaslanma, olgunlagsma siirecini tamamladiktan
sonra canlinin fizyolojik kapasitelerinin azalmasi ve giderek yipranmasina baglh olarak

yasam fonksiyonlarinda meydana gelen aksamalar1 ifade etmektedir (24).

Yashlik smir1 genellikle 65 yas olarak kabul edilse de giiniimiizde biyolojik yasin
kronolojik yastan daha fazla 6nem kazandig1 goriilmektedir. Boylelikle kronolojik yas
tedavi ve sag kalimin degerlendirilmesinde mutlak bir endikasyon niteligi olmaktan

styrilmstir (25).

2.4.1. Yashhk ve sinir sisteminde meydana gelen degisiklikler

Yaslanma ile birlikte beyinde ateroskleroza olan yatkinliklar artmaktadir. Ayrica
oksidatif hasar, vaskiiler endotel disfonksiyonuna, inflamatuar yanitla birlikte ise
birtakim vaskiiler degisiklikler meydana gelir. Bu siirecte beyin kan akiminda %?20’ye
varan oranda azalmalar meydana gelir ve bu da inme riskinde ciddi artiglara neden olur.
Bunlara ek olarak beyin perfiizyonunda meydana gelen azalmalar biligsel

fonksiyonlarda diisiise neden olabilmektedir (24).

Yashlikla beraber beyindeki noronlarda lipofuksin birikimi, gliozis ve noronal
dejenerasyon goriilir. Tau, amiloid ve a-synuclein gibi ¢oziilemeyen proteinlerin
ekstraselliiler alanda birikmesiyle dentritlerde retraksiyon ve ekspansiyon, buna paralel
olarak da sinaps kayb1 ve reorganizasyonu ile glial hiicre reaktivasyonu meydana gelir.

Ayrica 60’11 yaslardan itibaren beyin hacminde azalmalar meydana gelmektedir (24).

Yaslanma ile beraber goriillen diger fizyolojik degisimler arasinda norotransmitter
sistemlerde degisiklikler ve noroendokrin sistem iizerindeki degisiklikler sayilabilir.
Norotransmitter sistemlerdeki degisiklikler arasinda monoaminerjik ve dopaminerjik
transmiyonlarda diisiisler goriilebilmektedir. Bu nedenle yaslilarda depresyon ve
ekstrapiramidal yan etkilerin goriilme siklig1 artmaktadir. Noroendokrin sistem
tizerindeki degisiklikler arasinda ise en belirgin olarak glukokortikoid diizeylerindeki
artiy goze carpmaktadir. Bu artisin  hippokampal noron hasarina, iskemi ve
ekzotoksisiteye yatkinlik olusturmasinin yami swra, inme ve Alzheimer Hastaligi

sikliginda artisa yol actig1 da belirlenmistir (24).
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2.4.2. Yaslanma ve norolojik hastaliklar

Yaslanma ile birlikte baz1 norolojik hastaliklarin goriilme sikliginda belirgin bir sekilde
artig goriilmektedir. Bu hastaliklarin basinda inme ve norodejeneratif hastaliklar ilk
sirada yer almaktadir. Alzheimer Hastalig1 i¢in yas en Onemli risk faktorii olup
hastaligin prevalanst 65 yasindan sonra her 5 yilda bir katlanarak artmaktadir (24).
Tiirkiye’de yapilan bir calismada 70 yas iizerinde Alzheimer Hastalig1 prevalans1 %10
olarak bulunmustur (26). Diger norodejeneratif hastaliklardan Parkinson Hastalig: icin
ortalama baslangic yas1 50-60 yas araligi olup prevalansin yagla birlikte arttigi
goriilmektedir. Multi sistem atrofi (MSA), progresif supraniikleer palsi (PSP), Lewy
cisimcikli demans (LCD), frontotemporal demans (FTD), amyotrofik lateral skleroz
(ALS) gibi diger bir¢ok norodejeneratif hastaligin prevalansmin yasla birlikte arttigi
gosterilmistir (24, 26).

Yash popiilasyonda goriilen bir diger dnemli saglik sorunlarindan birisi de inmedir.
Yasin onemli bir risk faktorii oldugu inmede, inme gecirenlerin %70’1 65 yas lizerinde

olup inme insidansi 55 yasindan sonra her 10 y1l i¢inde iki kat artmaktadir (24).

Epilepsi hastaligina bakildiginda ise, Epilepsi insidansinmn yiiksek oldugu iki donem
goriilmektedir. Bunlar; yasamin ilk yili ve 60 yas sonrasi olarak ele alinir. Yashlarda
ayrica goriilen metastatik beyin tiimorleri ve serebrovaskiiler olaylar ile dejeneratif
beyin hastaliklarmin daha sik goriiliiyor olmasi1 epilepsi insidansinin artmasiyla
iliskilendirilmektedir. Myastenia Gravis (MG) daha cok gen¢ hastaligi olarak
bilinmekle birlikte, MG’nin kadinlarda en sik 20-30 yas arasi veya 50 yas ilizerinde
olmak {iizere bimodal, erkeklerde ise en sik olarak 50 yas iizerinde basladig1 rapor

edilmistir (24).

2.4.3. Demans

Etimolojik olarak demans kelimesi, Latincede zihin anlamina gelen “mens” kelimesinin
Oniine -de olumsuzluk ekinin getirilmesiyle olusturulmus olup edinilmis zihinsel
fonksiyonlarin sonradan yitirilmesi anlaminda kullanilmaktadir. Giiniimiizde genel
kabul goren kavramlar temelinde demans “merkezi sinir sisteminin hasarlanmast
sonucu, biling bulamikligi, deliriyum olmaksizin, birden fazla bilissel alanmin

bozulmasryla giinliik yasam aktivitelerinin etkilendigi ve eski diizeyde siirdiiriilemedigi,
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dogal seyri agisindan kalict ve siklikla da ilerleyici bir klinik tablo” olarak

tanimlanmaktadir (24).

Demans etiyolojisinde bircok farkli neden tanimlanmis olsa da en sik goriilen demans
nedeni olan Alzheimer Hastaligi, tiim demanslarin iigte ikisinden fazlasii
olusturmaktadir. Yaslanan niifusla birlikte Alzheimer Hastaligimmin goriilme siklig1 ve
hastaligin yarattig1 yiik her gecen giin artmaktadir. Yeni tedavilerin de gelismesiyle
Alzheimer Hastaliginin ve diger demans alt tiplerinin erken bulgularinin tanimmasi

giderek onem kazanacaktir (24).

Pratikte demans: saptamak ve degerlendirebilmek olduk¢a zordur. Yapilan bir
calismada demans tanisinin hastalarm %?21’inde atlandigi, demans tanis1 konan
hastalarin ise %20’sinin demansh olmadig1 gosterilmistir (27). Demansh hastalarin
cogunun yakindig1 sey genellikle unutkanlik degildir ve kisilerin kendi bildirdikleri
unutkanliktan yakinmalar1 genellikle demansla iligkili degildir. Ancak yakmlarinin
kisinin bellek problemi yasadigim bildirmesiyle demans tanisi ile korelasyonunun daha
yilksek oldugu da gosterilmistir (28). Bununla birlikte, hasta yakinlar1 demans
semptomlarmi farketmekte gecikebilirler ve bu semptomlar1 yasliligim normal bir
sonucuymus gibi algilayabilirler. Demanshi hastalar, genellikle birden fazla bilissel
alanda sorun yasamakla birlikte yeni bilgileri 6grenmede, olaylar arasinda sebep sonug
iliskisi kurmakta, dil islevlerinde ve spasyal becerilerde birtakim sorunlarla
kargilasabilmektedirler. Demansin ayrica, deliriyum ve depresyondan da ayirt edilmesi
Onemli bir husustur. Deliriyum akut veya subakut bir sekilde baslarken, demans daha
cok sinsi baglama egilimindedir. Hatta zaman zaman demans ile depresyon
karigsabilmektedir. Depresyonlu hastalarda psikomotor yavaslama gozlenebilir ve bu
bireylerin biligsel testlerde gosterdikleri ¢aba azalirken, demansli hastalarda ise
bireylerin testlerde basarili olmak icin caba sarf ettikleri goriiliir, ancak bu testlerde

basarili olamazlar (24).

Demans hastaliginda motor, otonom ve uyku bozukluklarina iligkin belirti ve bulgularin
olmas1 bazi demans sendromlarmin tani ve aywrici tanisinda beraber degerlendirilen
Olciitler arasindadir. Demans sendromlarmin semptomolojisine dayali biligsel,

davranigsal ve iglevsel bozukluklar Tablo 2.2’de aciklanmistir (24).
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Tablo 2.2. Demans sendromlarinda kardinal ve sekonder alanlarin sorgulanmasi (24).

Bilissel bozukluklar

Davramssal bozukluklar

Islevsel bozukluklar
Motor noron
bozukluklar

Otonom bozukluklar

Uyku bozukluklar:

Bellek

Dikkat

Dil

Gorsel-mekansal

islevler

Yiiriitiicii islevler

Kisilik degisiklikleri

Alg1 bozukluklar1

Diistince
bozukluklar1
Sokakta giinliik
yasam aktiviteleri
Evde giinliik yasam

aktiviteleri

Kendine bakim

Yakin: Yakin gecmise ait kisisel
ve aktiiel olaylar

Uzak: Ilkokul 6gretmeni, okudugu
okullar, evlilik tarihleri, vb.
Dalgalanma, konsantrasyon,
celinebilirlik

Kelime bulma, anlama, okuma,
yazma, hesaplamada giicliikler
Yabancy/tanidik mekanlarda
dolasabilme, yaz1 karakterinde
(ortografik) degisiklik

Problem ¢Ozme, yargilama,
soyutlama bozukluklar1

Apati,  disinhibisyon, sosyal
uygunsuzluk

Gorsel ve diger haliisinasyonlar

Hirsizlik, sadakatsizlik, Capgras
ve diger tiirden hezeyanlar

Is yasam, yolculuk, mali isler,
aligveris, sosyal iliskiler

Hobiler, ev aygitlarini kullanma,
yemek pisirme, diger ev isleri,
kiigiik tamirat

Yemek yeme, yikanma, giyinme,
makyaj, trag olma, tuvalet

mekanigi, sfinkter kontrolii

Yiirtiylis bozuklugu, diismeler, donmalar, dengesizlik,

hareket yavashgi, giigsiizliik, erime, seyirme

Inkontinans, empotans, ortostatizm, konstipasyon, terleme

REM-davranis bozuklugu, aswr1 giindiiz uykusu, uyku

apne sendromu
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2.4.3.1. Demans tanisina yaklasim ve norolojik testlerin duyarhhg

Demans tanisindan siiphelenilen bir hastada ilk odaklanilmasi gereken sey hastadan ve
hastanin yakin g¢evresinden almacak detayli oykiidiir. Oncelikli olarak hastanin
davraniglarinda ve biligsel fonksiyonlarinda zaman icerisinde meydana gelen
degisiklikler sorgulanmalidir. Tam bir demans muayenesi i¢in 30 dakikalik bir muayene
sliresinin yeterli olmamasiyla birlikte, hastanin norolojik, fizik ve kognitif muayenesinin
yapilmasi, biyokimya incelemelerinin ve goriintillemelerinin degerlendirilmesi de
gerekenler arasindadir. Hatta bazi hastalar i¢in ayrintili noropsikolojik testler de
gerekebilmektedir. Bunlarin yaninda hastanin bilincini etkileyecek ilag tedavisi
(antikolonerjik, sedatif, hipnotik, antipsikotik, narkotik analjezik gibi) alip almadig1 da

sorgulanmasi gerekenler arasindadir (24).

DSM-V tam kriterlerine gore demans yerine “major norokognitif bozukluk™ terimi
kullamilmistir. Hastanin ~ Oykiisiine dayanarak yapilan klinik degerlendirmeler
sonucunda, biligsel alanlardan en az bir tanesinde belirgin bir bi¢cimde etkilenme
olmalidir. Bunlar; 6grenme ve hafiza kaybi, dil ve kendini ifade edebilmede yasanan
zorluklar, yiriitiicii ve algisal-motor islevlerde kayiplar olarak ©ne ¢ikabilmektedir.
Degerlendirme esnasinda biitiin bu parametrelerdeki kayiplarin, kisinin onceki islevsel

durumuna gore belirgin bir kayip icermesi gerektigi unutulmamalidir (24).

Daha Onceleri yapilan bir meta-analizde Mini Mental Test (MMT) ve diger demans
tarama testleri degerlendirilmis ve bu tarama testlerinin sensitivitesi %75-92,
spesifisitesi ise %81-91 olarak bulunmustur (29). Bu testler degerlendirilirken hastanin
egitim durumu ve normal biling diizeyi gz Oniinde bulundurulmalidir. MMT
maksimum skoru 30 puan olup 24 puan alti demans i¢in anlamli olarak kabul
edilmektedir. MMT testlerinin degerlendirilmesinde egitim Onemli bir etkendir. Bir
popiilasyon caligmasinda ortalama MMT skorlar1 5-8 yillik egitim almis kisilerde 26
bulunurken, 4 yil ve daha az egitim almis kisilerde bu skor 22 olarak kaydedilmistir
(Sekil 2.3) (30).

Mini-Cog testi, saat ¢izme testi ve 3 kelime hatirlamanin beraber yapildigi bir tarama
testidir. Bu testin sensitivite ve spesifisitesi MMT ile benzer 6zellik tagimaktadir. Saat

cizme testi ile MMT skorlar1 arasinda korelasyon bulunmustur (31). Klinik demans
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derecelendirme 0Olgegi (Clinical Dementia Rating-CDR) ise Alzheimer Hastaliginin
evrelendirilmesinde kullanilmaktadir. Bunlarm haricinde hayvan isimlendirme testi,
Modifiye Boston Adlandirma testi, MMT, kelime listesi 0grenme testleri Alzheimer
Hastaligi ve normal yaslanma ile iliskili biligsel degisiklikleri ayirt etmede

kullanilabilmektedir (24).

Amerikan Noroloji Akademisi (AAN), demanslhi hastalarda B12 eksikligi ve
hipotirodizm taramas1 yapilmasmi tavsiye etmektedir. Hizli ilerleyen ve erken
baslangicli demanslh hastalarda beyin omurilik sivis1 (BOS) incelemelerinin ve serolojik
testlerin  yapilmast ile ayrica norogoriintileme ve EEG incelemelerinin
degerlendirilmesi tanida yararli olabilmektedir. Alzheimer Hastalig1 i¢in rutin genetik
degerlendirme pek Onerilmemektedir. Ciinkii homozigot apolipoprotein E4
tastyicilarinda bile Alzheimer Hastaliginin gelisecegi kesin degildir. Bu yiizden yanlis
pozitif ve yanlis negatif sonuglarin sik olmast nedeniyle ¢ok saglikli sonuglar alinmasi

ne yazik ki miimkiin degildir (32).

Demans tanisiyla gelen her hastaya bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik rezonans
goriintiileme (MRG) incelemelerinin yapilmas: tavsiye edilmektedir. Goriintiileme,
erken baslangicli (<60 yas) fokal norolojik bulgularm oldugu hizli ilerleyen
demanslarda ozellikle 6nem arz etmektedir. Alzheimer Hastaliginda hipokampal atrofi
belirgin olmakla birlikte; hipokampal atrofinin kognitif etkilenme ile birlikte seyrettigi

de rapor edilmistir (33).

Pozitron emisyon tomografi (PET) demansl hastalarda son yillarda hem giinliik pratikte
hem de arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Florodeoksiglukoz-PET (FDG-PET) ile
farkli demans sendromlarinin ayirici tanisi yapilabilmekte ve demans tanisi icin
destekleyici bulgular elde edilebilmektedir. Amiloid PET ile hafif biligsel bozuklugu
olan kisilerde Alzheimer Hastaliginda progresyon ac¢isindan Onemli bilgiler elde

edilebilmektedir (33).

Demans tanisinda son zamanlarda tizerinde durulan bir 6nemli nokta da BOS’ta tau ve
fosfo-tau proteinlerinin diizeylerindeki artis ve B-amiloid42 diizeylerindeki diigmedir.

Bunlar yiiksek sensitivite ve spesifisite ile Alzheimer Hastaliginin tanisinda kabul géren
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en ileri yontemler arasindadir. Ayrica bu belirteclerin hafif biligsel bozuklugu olan
hastalarin Alzheimer Hastaligina doniisiimiinde 6nemli olduklar1 da son zamanlarda

diistiniilenler arasindadir (34).
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Sekil 2.3. MMT testlerinin egitim diizeyi ile olan korelasyonu (30).

2.5. ALZHEIMER HASTALIGI

Alzheimer Hastaligi, biligsel faaliyetlerin yikici bir sekilde azalmasiyla karakterize ve
diinya genelinde 24-35 milyon kisiyi etkiledigi tahmin edilen ve yash popiilasyonda en
sik goriilen demans formudur. 2050 yil1 itibariyle hastaligim insidansinm her 85 kisiden

birinde goriilecek sekilde artacagi ongoriilmektedir (1).

Demansin klinik belirtileri ile birlikte beyinde ndropatolojik, dejeneratif degisikliklere
yol acan bir hastalik olarak Alzheimer Hastaligi, ilk kez Alman bir psikiyatrist ve

noropatolog olan Alois Alzheimer tarafindan 1907 yilinda, 55 yasm lizerinde, ilerleyen



19

demansa sahip bir vakada tamimlanmistir. Bu vakanin beyin otopsisinde, su anda tani
kriterleri olarak kullanilan ekstraseliiler amiloid plaklar ve intandronal norofibriler

yumaklar gézlemlenmistir (35, 36).

Alzheimer Hastaliginda beynin 6zel bolgelerinde sinir hiicrelerinin kaybiyla birlikte AP
yiginlarindan olusan ndritik plaklar ve tau’dan olusan norofibriler yumaklar goriiliir. Bu
degisikliklerin varlig1 hastaligin patolojik karakteristiklerini olusturur ve kesin tani
ancak bu yolla konulabilir. Hastaligin klinik tanist i¢in gerekli olan kriterler ana
hatlariyla sinsi baslangic, hafizada ve diger biligsel fonksiyonlarda ilerleyici bozulmalar:

icerirler (37).

Alzheimer hastaligimin prevalansini ve insidansini etkileyen en 6nemli risk faktorii yas
olmakla birlikte, 65 yas Oncesindeki d urumda  hastalk  erken  baslangichi
Alzheimer Hastahigi (Early Onset AD (EOAD)) veya “presenilin” olarak
adlandirilirken; 65 yas ve ilizerindeki durumunda ise gec baslangichh Alzheimer Hastaligi

(Late Onset AD (LOAD)) veya “senilin” olarak adlandirilir (38, 39).

Erken baslangiclhi Alzheimer Hastaligi vakalarimin cogu tek gene bagli otozomal
dominant kalitim paternine gore aktarilirken, ge¢ baslangicli Alzheimer Hastalig:
vakalarinda bir¢cok genin belirli oranlarla katildigi, ayrica cevresel faktorlerin de yer

aldig1 kompleks bir kalitim paterni goriiliir (35, 39, 40).

2.5.1. Alzheimer Hastaliginin Molekiiler Patolojisi

Alzheimer Hastalig ile ilgili temel olarak iki patolojik bulgu tanimlanmistir. Bunlar;
senil (amiloid) plaklar ve norofibriler yumaklar olmak iizere ikiye ayrilir. Oncelikle
sunu belirtmek gerekir ki; kantitatif MRI (Magnetic Resonance Imaging-Magnetik
Rezonans Goriintiileme) ile Alzheimer Hastaligr gibi zamanla ilerleyen nérodejeneratif
hastaliklarda  beynin  hipokampus ve  neokorteks  bolgesindeki  atrofiler
goriilebilmektedir. Dahasi, amiloid proteinlerin lokalizasyonlarmi belirlemede pozitron
emisyon tomografisi caligmalar1 yapilarak amiloid proteinler icin ligandlar
gelistirilmektedir. Noropatolojik caligmalarla AP ve tau gibi Onemli proteinlerin
birikimleri ile sinaps kayiplar1 yiiksek spesifisiteye sahip antikorlar kullanilarak

gosterilebilmektedir (15).
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Sekil 2.4’te Alzheimer Hastaliginin progresyonunun noropatolojisine dayali yapisal
MRI goriintiisii ile amiloid ve tau-spesifik ligandlar kullanilarak yapilan PET
goriintiileri  verilmistir. Norofibriler yumaklar Alzheimer Hastaliginin en Onemli
belirtecleri arasinda yer almakta olup beyindeki yayilimi hastaligm karakteristigini
olusturmaktadir. Post-mortem materyalin histolojik boyanmalar1 esas aliarak koyu
kirmizi bolgeler yumak birikiminin en yogun oldugu yerleri temsil etmektedir. MRI
goriintiisiinde hafif seyirli Alzheimer Hastaliginda gri madde atrofi bdlgelerinin
temporal loblar1 icerdigi; orta seyirli Alzheimer Hastaliginda ise frontal korteksin
tamamina yayildigi goriilmektedir. Son olarak yapilan in vivo ¢aligsmalarda serebral
amiloid ve norofibriler yumak birikiminin FDDNP PET ligandinin kullanilarak kontrol
bireylerinde diisiik, bilissel bozuklugu olan hastalarda da yiiksek oldugu goriilmiistiir

(15).

Postmortem Patoloji

PET: Amiloid birikme

Yuksek

Sekil 2.4. Alzheimer Hastaliginin ilerlemesindeki néropatoloji (15).
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Alzheimer Hastalig1 olan bireylerin merkezi sinir sisteminde (temelde serebral korteks,
aynt zamanda bazal gangliyon, talamus gibi derin santral gri yapilar) biriken
mikroskobik lezyonlar, rutinde kullanilan (hematoksilen-eozin boyama; H&E) 6zel
boyama ve immiinohistokimyasal tekniklerin kullanilmasiyla kolaylikla gdsterilebilir.
Sekil 2.5’te Hematoksilen-Eozin boyamasi yapilmis bir beyin kesitine ait norotik senil
plaklar ve amiloid c¢ekirdekler gosterilmistir (15). Ayrica Alzheimer Hastaligindaki
lezyonlarin antijenik yapis1 aydinlatildigindan, senil plaklarin ve norofibriler
yumaklarm bilesenlerine kars1t monoklonal ya da poliklonal yiiksek spesifisiteye sahip
antikorlar kullanilarak merkezi sinir sisteminde bu lezyonlar1 gostermek ve miktarlarini

tayin etmek de kolaylasmistir (15).

o s

Sekil 2.5. Alzheimer Hastalikl1 bir beyne ait Hematoksilen-Eozin boyali boliim (15).
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Amiloid plaklar, Alzheimer Hastaliginda goriilen patolojik bulgularin baginda gelmekle
birlikte, Amiloid Prekiirsor Proteinin (APP) proteolitik yikimi sonucunda olusan ve
Alzheimer Hastalig1 ile iliskilendirilmis Amiloid B peptidleri tanimlanmigtir. APP
transmembran proteini 3 proteotilitik enzim tarafindan metabolize edilir. Bunlar; a, B ve
v sekretaz ad1 verilen enzimlerdir. APP ilk etapta norotoksik olmayan ve normal kesim
sekli olan a-sekretaz veya norotoksik olan ve anormal kesim sekli olan B-sekretaz
enzimlerinden biri ile kesilir. a-sekretaz ile kesim sonucunda SAPPa fragmani
ekstraselliiler bosluga salinirken, C83 fragmani hiicre membraninda kalir. -sekretaz ile
gerceklesen kesim sonucunda ise SAPPJ ekstraselliiler bosluga salinirken, C99 fragmani
hiicre membraninda kalir. Ikinci etapta ise y-sekretaz enzimi devreye girerek B-sekretaz
ile kesim sonucu olusan C99°dan AP ve AICD (APP intracellular domain-APP
intraselliiller domain) fragmanlarmi olusturur. Sekil 2.6’da bu kesim paterni

gosterilmistir (41).

y-sekretaz ile gerceklesen kesim heterojendir. Bu siirecte AP40 olusumu, AP42
olusumuna gore daha sik goriilmektedir. AB42 fibriler forma doniismeye daha yatkin
olup daha uzun ve hidrofobik oOzellikte bir peptiddir. Bu yilizden Ap42, amiloid
plaklarda tespit edilen ve ¢cokme egilimi olan bir amiloid proteindir (39, 41).

a-sekretaz

y-sekretaz

B-sekretaz\ l TMD/

APP

I . oo

sAPP] ‘ y-sekretaz

AP o
aco TR

Sekil 2.6. Amiloid prekiirsor protein (APP)’in proteolitik yikimi ve amiloid 3 olusumu (41).
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Alzheimer Hastaliginda en sik goriilen diger bir patolojik bulgu ise norofibriler
yumaklardir. Mikrotiibiillerin stabilizasyonundan sorumlu olan ve mikrotiibiillerin temel
bileseni olan tau proteinleri, Alzheimer Hastalig1 olan bireylerin beyninde hiperfosforile
durumdadir. Bu hiperfosforillenme sonucunda mikrotiibiiler sistem pargalanarak tau
acisindan zengin norofibriler yumaklara doniisiir. Bu norofibriler yumaklarin, amiloid
plaklara gore hastaligin siddetinin arttigi donemdeki daha fazla on plana ciktigi
goriilmiistiir (41).

2.5.2. Alzheimer Hastaliginin Genetigi
Genetik faktorler kisinin Alzheimer Hastaligimi gelistirme riskini belirlemede 6nemli bir

rol oynamaktadir.

Alzheimer Hastaligi baslica iki grup altinda incelenir. Bunlar; Erken Baslangich

Alzheimer Hastalig1 ve Geg¢ Baslangicli Alzheimer Hastaligidir.

Giintimiizde Alzheimer Hastaliginin genetik etiyolojisinde yer aldig: diisiiniilen 4 lokus
tanimlanmigtir. Ailesel otozomal dominant Alzheimer Hastalig: ile iligkili olarak 21.
kromozom iizerinde yer alan APP (amiloid prekiirsor protein); 14. kromozom
tizerindeki Presenilin 1 (PS1); ve 1. kromozom iizerinde yer alan Presenilin 2 (PS2)
genleri bilinirken; ileri yaslarda goriilen Alzheimer Hastaligindan sorumlu bir risk
faktorii olan ve 19. Kromozom iizerinde yer alan APOE €4 alleli tanimlanmistir (39).

Alzheimer ile iligkisi bilinen genler ve 6zellikleri Tablo 2.3’te verilmistir (41).

Tablo 2.3. Alzheimer Hastalig ile iliskisi bilinen genler ve 6zellikleri (41).

Gen Kromozomal Protein Kahtim Tipi  Yas Kahtilma
Sembolii Lokus Oram
APP 21g21.2 Amiloid Beta A4  Otozomal 40-60 < %5
dominant

PSENI 14924.3 Presenilin-1 Otozomal 30-58 | = %50-75
dominant

PSEN2 1q31-q42 Presenilin-2 Otozomal 45-88 <%l
dominant

APOE 19q13.2 Apolipoprotein E = Risk Faktorii = 40-90 = Risk Faktorii
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Bircok norodejeneratif hastalikta oldugu gibi, Alzheimer Hastaliginda da ailesel gegis,
hastaligin altinda yatan molekiiler genetik ve biyokimyasal 6zelliklerin bilinmesinden
yillar 6nce belirgin bir sekilde fark edilmistir (42). Nitekim, molekiiler biyologlarin
ilgisini cesitli hastaliklarin gelisiminde onemli olarak kabul edilen bazi proteinlere ve
yolaklara yonlendiren ve daha Once bilinmeyen genlerdeki spesifik mutasyonlarin
tanimlanmasiyla hastaliklarin bir¢ok farklh disiplinin bir araya gelerek degerlendirilmesi
miimkiin hale gelmistir. Bu mutasyona ugramis proteinler arasinda Alzheimer
Hastaligina neden olan amiloid B proteini, Parkinson Hastaligina neden olan o-
synuclein veya Parkinsonizm ile frontotemporal demanstan sorumlu olan mikrotiibiil-
iligkili bir protein olan tau’daki mutasyonlar gosterilebilir. Alzheimer Hastaliginda ve
baska ortak norodejeneratif hastaliklarda gozlenen diger bir bulgu ise hastaliklarin
ailesel (nadir, Mendelyen kalitimi takip eden) ve ailesel olmayan (sik, Mendelyen
olmayan kalitimi takip eden) formlar olmak iizere iki farkli bicimde goriilmesidir.
Bunlar, sporadik vakalarin cogunlukla genetik faktorler tarafindan etkilendigini
belirlemek i¢in “sporadik” ve “idiyopatik” formlar olarak tanimlanirlar (15).

Alzheimer Hastalig: ile ilgili olarak ikiz caliymalar: da literatiire tanimlanmistir. Ancak
bu c¢alismalarda gozlenen bireylerin ge¢ baslangichh Alzheimer Hastaligina sahip olmasi
sebebiyle ve uzun siireli takip gerektirmesi bakimindan ¢alismanin gerceklestirilmesi
diger tiplere gore daha zor olmustur. Ancak bu caligmalarda monozigotik ikizlerde
9%40-50 oraninda konkordans bulunurken, dizigotik ikizlerde bu uyumun %10-50

civarinda seyrettigi kaydedilmistir (35).

Molekiiler genetigin gelismesiyle Alzheimer Hastaliginin otozomal dominant tipinden
sorumlu olan genlerin arastirilmasi icin genetik baglanti caligmalarma agirlikli olarak
yer verilmeye baslanmistir. Daha sonralar1 ise Down sendromlu bireylerde gozlenen
noropatolojik degisiklikler Alzheimer tipi demans olustugu bildirilmis ve bu da

dikkatlerin 21. kromozom iizerine odaklanmasini saglamistir (43).

2.5.2.1. Alzheimer Hastahig icin yeni genlerin arastirilmasi
Her ne kadar daha onceki caligmalarla molekiiler ve analitik tekniklerde biiyiik capta
ilerlemeler katedilmis olsa da Alzheimer Hastaligi i¢in gergcek risk faktorlerinin

tammlanmas1 komplikedir. ilk olarak Alzheimer Hastaligmin kesin tanisi igin
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noropatolojik muayenenin yapilmasinin yani sira birtakim tani kriterleri daha onerilmis
ve revize edilmistir. Alzheimer Hastaligr i¢in otopsi, klinik kesinligi artiran bir kriter
olup, otopsi olmaksizin yapilan tanilar ancak ‘“olasi” bir Alzheimer Hastaligini
gosterebilir. Bu yiizden bdyle bir 6rnegin aslinda agirlikli olarak Alzheimer Hastaliginin
birlesimi olmasinin yaninda Lewy-body demans1 veya frontotemporal demans gibi diger

demans formlarmin farkl: tiplerini de yansitmasi miimkiindiir (15).

Ikinci ve ilgili bir sorun ise Alzheimer Hastaliginin cogunlukla 60-70 yas gibi ileri
yaslarda ortaya ¢ikmasidir. Bu da genetik analizler i¢in 6nceden gerekli olan giivenilir
aile Oykiilerinin degerlendirilmesini zorlastiran bir husus olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ciinkii bu durumda hastaligin ortaya ¢iktig1 yasta birlikte yasamamis olabilir veya
bireyler ilgili fenotipi maskeleyen bagka bir durumla kars:1 karsiya olabilmektedir (15).

Uciincii  olarak ise Alzheimer Hastaig1 yiiksek derecede genetik ve fenotipik
heterojenite sergiler. Yalniz ayni gendeki ya da alleldeki modifikasyonlarm ayni
fenotipik etkiyle sonuclanacagi anlamina gelmez. Ayni gendeki mutasyon ya da
polimorfizmler klinik olarak farkli sendromlara da yol acabilir. Diger yandan, genetik
ve genetik olmayan risk faktorleri de hastaligin belirli cografyalarda ve birtakim etnik

gruplarda hastalik gelistirme riskini artirmaktadir (15).

Biitiin bu faktorlerin bir araya getirilmesi Alzheimer Hastaligi ile ilgili yatkinlik
genlerinin ve gevresel risk faktorlerinin degerlendirilmesine olanak tanimistir. Bugiine
kadar bu genlerin ve risk faktorlerin Onemini agiklayan Onemli sayida bilimsel
caligmalar gerceklestirilmistir. Bu durum, masif paralel genotipleme tekniklerinin
(giiniimiizde daha ¢ok masif paralel sekanslama olarak gecmekte) gelismesinden bu
yana farkli derecelerdeki rezoliisyonlarda bircok genomun arastirilmasma imkén
tanimigtir. Son zamanlarda 1 milyon genetik belirtecin simultane bir sekilde
genotiplendigi, buna bagli olarak hastalik riski ve diger fenotipik cesitliliklerle olan
potansiyel korelasyonu ortaya koyan en popiiler yaklasim olan genom c¢apl-
iliskilendirme c¢alismalarma (GWAS-Genome-wide association studies) siklikla yer
verilmektedir. 2005 yilindan beri genetik camiast GWAS ile bircok gen tanimlamis ve
bunlarin iizerinde yogunlasmistir. Tablo 2.4’te Alzheimer Hastaligina iliskin genlerin

GWAS verileri verilmistir. Caligmadaki basar1 oran1 calismadan ¢alismaya fark ediyor
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olsa da iyi replike olan lokuslar ortaya c¢ikarilmis ve gelecekte de yeni projelerle bu

saymin artirilacagi diistiniilmektedir (15)

Biitiin basarilara ragmen GWAS yaklagimi genetik varyasyon veya polimorfizm
tipleriyle, yani genel popiilasyonda %]1’in lizerinde bir frekansla goriilenlerle sinirli
kalmaktadir. Bununla birlikte genel poligenik bozukluklarin altinda yatan genetik riskin
Onemli bir boliimiiniin genel popiilasyonda %1’den daha az frekansta ortaya ¢ikan nadir
dizi varyantlar1 tarafindan verilecegi de muhtemeldir. Bu nadir varyantlarin de novo
olarak tanimlanmasi, yeni yiiksek verimli masif paralel sekanslama teknolojilerinin
kullanilarak etkilenen hastalarda yeniden dizilenmesini gerektirir. Bu teknoloji
sayesinde bilimsel tarihte ilk defa tiim genomlarm her bir baz-cifti rezoliisyonunda
incelenmesine olanak taninmis ve boylece yaygin veya nadir olarak goriillen herhangi
bir dizi degisikliginin giivenilir bir sekilde saptanmasi saglanmistir. Bu yaklasim 2009
ve 2010 yillarinda c¢igir acan bir kesif olarak nitelendirilmis olup, 2020 yilina kadar
insan genetigi arastirmalarinin ana dayanagi haline gelmesi beklenmektedir. Mevcut
olan biitiin bu zorluk ve kisitlamalara ragmen, genetik analizler Alzheimer Hastalig1 ve
diger norodejeneratif bozukluklarda norodejenerasyon ve demansa katkida bulunan ¢ok

cesitli patolojik mekanizmalar: anlamanin temelini olusturmustur (15, 44, 45).

Tablo 2.4. Alzheimer Hastaliginda yaymlanan genom-caph iligkilendirme arastirmalarina
genel bakis (15).
Calisma Popiilasyon SNP Hasta Kontrol One cikan

Dizaym Sayisi Grubu Grubu genler
APOE*, ACAN,
BCR, CTSS,
EBF3,
FAMG63A**,
GALP,
ABD, GWA_14¢32.13,

Grupe Olgu Birlesik 17,343 380 396 GWA_7pl5.2,

(2007) kontrol  Krallik LMNA,
LOC651924,
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Tablo 2.4. Alzheimer Hastaliginda yayinlanan genom-caph iligkilendirme arastirmalarina
genel bakis (15).
Calisma Popiilasyon SNP Hasta Kontrol One cikan

Dizaym Sayisi Grubu Grubu genler
MYHI3, PCKI,
PGBDI, TNK],
TRAK2, UBD
Coon (2007) Olgu ABD, 502,627 446 290 APOE*, GAB2
kontrol | Hollanda
Li (2008) Kanada, 469,438 753 736 APOE¥,
Olgu Birlesik GOLM1,
kontrol | Krallik GWA_15q21.2,
GWA_9p24.3
Beecham Olgu ABD 532,000 | 492 496 APOE?¥,
(2009) kontrol FAMI113B
Carrasquillo Olgu ABD 313,504 844 1255 APOE?¥,
(2009) kontrol PCDHIIX
Lambert Olgu Avrupa ~540,00 2035 5328 APOE*,  CLU
(2009) kontrol 0 (APOJ), CRI
22,604 APOE*  BINI,
Seshadri Olgu Avrupa, ~2,540,0 3006 CLU
(2010) kontrol  ABD 00 (APOJ),
EXOC3L2,
PICALM
Naj (2010) Olgu ABD, 483,399 | 931 1104 APOE?¥,
kontrol | Avrupa MTHFDIL
Wijsman Olgu ABD 565,336 1848 1991 APOE, CELF2
(2011) kontrol
Sherva Olgu Israil 2,540,00 | 124 142 AGPATI,
(2011) kontrol 0 ATP6V0AA4,
GLOD4, RGS6,

TMEM132C
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2.5.3. Erken Baslangich Otozomal Dominant Ailesel Alzheimer Hastalhig

Alzheimer Hastaligi vakalarinin yalnizca %5°lik kismi erken baslangicli olarak
nitelendirilebilir. Nadir goriiliiyor olmasina ragmen Alzheimer Hastaligmin bu formuyla
yapilan genetik calismalar ve genis multijenerasyonel pedigrilerin degerlendirilmesiyle
genetik baglanti analizleri yapmak miimkiin hale gelmistir. Ortaya ¢ikis yasmin ileri
olmast ve ailedeki bireylerin hastaliktan ge¢ farkina varmalarindan dolay1r gec
baslangicli Alzheimer Hastaliginda bunlar1 saptamak daha zordur. Masif paralel
sekanslama teknolojilerinin gelismesi ile tek bir deneyde tiim genomun dizilenmesi
miimkiin hale gelebilmis, boylece hastaliktan sorumlu olan mutasyonlar rahatlikla teshis
edilebilmektedir (46). Hastaliktan sorumlu olan Amiloid B proteini (AB)’ nin B-sekretaz
ve v-sekretaz adlhi iki endoproteinazin ardigik aktiviteleri sonucunda iiretildigi

bilinmektedir (15).

2.5.3.1. Erken Baslangich Alzheimer Hastalg ile Iliskili Genler

2.5.3.1.1. APP (Amiloid Prekiirsor Protein)

APP, 1984 yilinda Glenner ve Wong tarafindan Alzheimer Hastalig: ile iliskili amiloid
plaklardan ve serebrovaskiiler amiloidaz fibrillerinden izole edilmis olan ve 4.2 kDa
agirliginda bir integral membran proteinidir (35). 21. Kromozomun uzun kolu iizerinde
(21g21) yer alan ve primer transkripti 18 ekzondan olusan APP’nin tam fonksiyonu
bilinmemekle birlikte noronal gogte ve sinaptik formasyonda islevi oldugu
diisiiniilmektedir. Genin 21. kromozom iizerinde yer almasi ve ekstra kromozom
kopyasinin APP ekspresyon diizeyinde artmaya yol acmasi bakimindan, Down
Sendromlu hastalarin 40’11 yaslara geldigi zaman beyinlerinde amiloid birikmeler (Af)
gibi ndropatolojik bulgulara rastlanmaktadir (43).

1987 yilinda genin ilk defa klonlanmasiyla AP peptidinin biiyiik bir prekiirsor protein
(B-amiloid prekiirsor protein ya da APP) seklinde sentezlendigi ortaya c¢ikarimis; 1991
yilinda ise Goate ve ark. Alzheimer Hastalig1 olan ailelerde APP genindeki yanlis

anlaml1 bir mutasyonun segregasyona yol actigini bildirmislerdir (47).

APP proteininin alternatif kesimi sonucu, biiylikliigii 365-770 aminoasit arasinda
degisen en az 10 farkli izoformu olusmaktadir. APP’nin B-sekretaz ve y-sekretaz

tarafindan proteolitik yikimi sonucunda olusan § amiloid (A), hastaligin patogenezi ile
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iliskili olmakla birlikte, hastalikla iliskili 40-42 aminoasit uzunlugunda amiloid beta
(AB) peptitleri tanimlanmistir. APP ile ilgili olarak ise 30’dan fazla mutasyon
tanimlanmis olup bunlardan en az 25 patojenik olarak degerlendirilmistir. Ayrica

bunlarm biiyiik bir kism1 AP domaininde ya da A domaninin yakininda yer alir (1).

APP mutasyonlarmin ¢ogu y-sekretaz bolgesindeki 714-717. amino asitler arasinda
meydana gelir. Bunun yaninda yabanil-tip protein diizeyini artirarak Alzheimer
Hastaligma neden olan iki ek APP varyant1 daha tammlannmustir. Ik varyantta APP-
iceren kromozomal segmentte duplikasyon varligi ve bunun sonucu olarak serebral
amiloid anjiyopati ile Alzheimer Hastaligina yol actig1 gosterilmistir. Ikinci varyant ise
APP mRNA diizeylerini artirdig: diisiiniilen promotdr mutasyonlaridir. Her iki varyant
da otozomal dominant kalitim paterniyle uyusmakta olup varyantlarin genel olarak nasil

dagildigin1 tahmin edebilmek i¢in ek ¢aligmalara ihtiya¢c duyulmaktadir (48, 49).

Erken baslangicli Alzheimer Hastaligina sahip hastalarm %13-16’sinimn APP
mutasyonuna sahip oldugu bulunmus ve bu hastalarda APP sekans varyasyonundan
dolay1 6nemli oranda fenotipik heterojenite gdzlenmistir. Mutasyonlar tipik bir sekilde
AP domaininden 6nce, AP domaininde veya AP domaininden sonra olacak sekilde 3
siif altinda gruplandirilir. Meydana gelen mutasyona bagli olarak AB42 seviyesinin, ya
da hem AB40 hem de AP42 seviyelerinin artmasi goriilebilirken; toplam A seviyesinin
azalmasi da goriilenler arasindadir. APP’nin en popiiler varyant tipleri arasinda Isvec,
Artrik ve Londra mutasyonu olarak isimlendirilen varyantlar gosterilebilir. Bu
varyantlar farkli APP domainlerinde yer alirlar ve ¢esitli hiicre ici yolaklarm da aktive
olmas ile Erken Baslangichi Alzheimer Hastaligima sebep olurlar. Artrik mutasyonunun
baslangi¢ yasi ortalama 57’dir ve dominant olarak kalitilir. Bu durumda AB40 ve AB42
toplam seviyeleri azalarak protofibril formasyonuna sebep olur. Protofibril yapis1 hiicre
ici dengeyi ve sinaptik fonksiyonu bozarak sinir hiicrelerinin Oliimiine neden
olmaktadir. Protofibril yapismin olusum mekanizmast Sekil 2.7°de verilmistir (50).
Isve¢ ve Londra mutasyonlari ise Artrik mutasyonunun aksine AP domaininin yakininda
yer almaktadir. Isve¢ mutasyonunda AP iiretimini ve hiicreler arasi lokalizasyonunu
degistiren, A domaininden 6nce 2 mutasyon meydana gelirken; Londra mutasyonu ise,

AP domaininden sonra meydana gelerek A seviyesinde artiga yol agmaktadir (1, 41).
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Sekil 2.7. Amiloid bozukluklarda protein agregasyonunun sematik gosterimi (50).

APP geninde hastaliga neden oldugu bilinen iki resesif mutasyon daha mevcuttur.
Bunlar, kismen azalmis AB40 ve AP42 diizeyleriyle bir Japon ailede tanimlanmig ve
E693A triniikleotid delesyonunu (Osaka mutasyonu) icermektedir. Bu mutasyonu
barindiran hastalarda amiloid plak olusumu gozlenmez ancak transfekte edilen
hiicrelerde ve transgenik farelerde yiiriitillen ¢aligmalarda yaygin intrandronal Af

birikintilerine rastlanmustir (51).

Izlanda’da yapilan bir baska calismada APP genindeki A673T mutasyonunun
Alzheimer Hastaliina ve yasa baglh biligsel azalmaya karsi koruyucu etkisi oldugu
saptanmustir. Bu mutasyon Alzheimer Hastas1 grubuna gore yasli kontrol grubunda daha
anlamli bulunmustur. Bu yer degistirme APP proteinindeki aspartil proteaz B-bolgesine
bagli olup, in vitro’da amiloidojenik peptid olusumunda %40 azalmayla sonu¢lanmustir.
Ve bu sonu¢ APP’deki B-yikiminin azalmasinin hastaliga karsi koruyucu etkisi

oldugunu savunan bir kanit niteligindedir (52).
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2.5.3.1.2. PSEN 1 (Presenilin 1)

[k APP mutasyonunun tanimlanmasindan 1 yil sonra Alzheimer Hastalig: ile iliskin
ikinci bir baglant1 bolgesinin 14q24 iizerinde yer aldigi birbirinden bagimsiz calisan
dort laboratuvarda yapilan calismalarla bildirilmistir (53, 54). Ancak hastaliktan
sorumlu olan PSEN I geninin klonlanmasi ve hastaliga yol acan ilk mutasyonlarin
tanimlanmasi 3 yil daha siirmiistiir. Glinimiizde PSENI’in APP’nin A olusumunda v-
sekretaz islenme siirecinde ve intramembrandz yerlesimde temel rol oynadig: ve yiiksek
derecede korunmus bir politopik membran proteini olan Presenilin 1 (PS1)’1 kodladig:
bilinmektedir. PSENI, y-sekretaz kompleksinin katalitik ¢ekirdegini olusturmaktadir; -
sekretaz ise hiicre yiizeyinde bulunan bir integral membran proteini olup; golgi,
endoplazmik retikulum ve mitokondride bulunmaktadir. 12 ekzondan olusan ve 467
amino asitlik proteini kodlayan PSENI geninin farkli izoformlar1 mevcuttur (55).

Presenilin 1’in sematik gosterimi Sekil 2.8’de verilmistir (56).

Alzheimer Hastaliginda gozlemlenen PSENI geni ile ilgili en az 185 farkli mutasyon
tanimlanmistir. Otozomal dominant olarak kalitilan Erken Baslangicli Alzheimer
Hastaligma sebep olan PSENI mutasyonlar1 tek basma hastalik sebebi olarak kabul
edilmez. Ancak erken baslangicli Alzheimer Hastalig1 olgularinin %18-50’sinde PSEN1
mutasyonu bulundugu rapor edilmistir. Hastaligin ortaya cikis yasindaki farkliliklar
hastaligin gelisimini ve hastalik siddetini degistiren Olgiitler arasindadir. PSENI’de

goriilen baz1 varyasyonlar spesifik mutasyonlara karsilik gelmektedir (1, 41).

PSENI genindeki mutasyonlar cogunlukla tam penetrans gostererek hastaligin 30 yas
gibi erken bir yasta ortaya ¢ikmasina ve agir bir sekilde seyretmesine neden olur. Ancak
baz1 durumlarda eksik penetrans varligi da gosterilmistir. Hastaligi klinik seyri basta
ilerleyici demans ve parkinsonizm ile karakterize olmakla birlikte, PSENI iliskili dil
bozuklugu, miyoklonus, yiiriime disfonksiyonu ve refleks degisiklikleri de hastalardaki
diger fenotipik degisiklikler arasinda yer almaktadir. Baz1 hastalarda spastik paraparezi
ve ataksi gibi atipik Alzheimer Hastaligi semptomlar1 gelisirken, diger olgularda ise
epilepsi ve frontotemporal atrofi ile birlikte Ge¢ Baslangicli Alzheimer Hastaligi
gelismektedir (35, 57).
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PSENI geninde goriilen bir bagka mutasyon tipi olan L166P mutasyonu alisilmadik bir
sekilde adolesan doneminde ortaya ¢ikmaktadir. In vitro calismalar bu mutasyonun hem
Notch sinyal yolaginda bozulmaya yol actigini hem de AP42 iiretiminin son derece

yiiksek diizeylerde oldugunu ortaya cikarmustir (58).

2.5.3.1.3. PSEN2 (Presenilin 2)
PSENI’in kesfinden kisa bir siire sonra 1995 yilinda mevcut veritabanlarini arayarak
presenilin ailesinden ikinci bir iliye tespit edilmistir. PSEN/ ile yiiksek oranda homoloji

gosteren bu gen PSEN2 olarak isimlendirilmistir (59, 60).

I numarali kromozomun uzun kolunda bulunan PSEN2 lokusundaki yanlis anlamli
mutasyonlarin Erken Baslangicli Alzheimer Hastalig i¢in nadir bir sebep oldugu ortaya
cikarilmistir. PSEN2 mutasyonuna sahip ailelerde hastaligin basladig1 yas araligi 45-88
olarak bildirilmis ve PSENI mutasyonu tasiyan ailelerle kiyaslandiginda hastaligin
ortaya c¢ikis yasmin daha yiiksek oldugu bulunmustur (39). Ayrica aym ailedeki farkli
bireyler arasinda da PSEN2 mutasyonu tasiyan bireylerde hastaligm baslangic yasinin
oldukca farklilik gosterdigi de goriilmiistiir. Ancak PSENI mutasyonu tasiyan ayni
ailedeki etkilenen bireylere bakildiginda, baslangic yasmnin birbirine yakin oldugu
goriilmiistiir. PSEN2 genindeki yanlis anlamli mutasyonlar, PSENI genine gore daha
diisiik penetransta olup meydana getirdigi klinik tablo da degiskenlik gosterebilmektedir
(61, 62).

PSEN2, 12 ekzondan olusur ve 448 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. Proteinin 9
transmembran domainden olustugu, 6. ve 7. domainler arasinda loop yapis1 bulundugu
ve doku spesifik alternatif splayzing ile meydana geldigi diisiiniilmektedir. Sekil 2.9’da

Presenilin 2’ nin sematik gosterimi verilmistir (35, 39, 56).

PSEN2 v-sekretaz denilen atipik bir aspartil proteazin komponentidir ve Ap’nin
kesiminden sorumludur. Insanlarda ve farelerde yapilan calismalarda, PSEN2
mutasyonlarinin AB40 ve AP42 oranlarmi arttirdigi rapor edilmis olup, APP’nin v-
sekretaz ile islendigi bolgenin, spesifik presenilin mutasyonlar: tarafindan fakl

sekillerde etkilendigi bulunmustur (63).
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Exon 5

PS1 mutations

J B -

Sekil 2.8. Presenilin 1’in sematik gosterimi (56).
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Exon 3

| PS2-NTF

Sekil 2.9. Presenilin 2’ nin sematik gosterimi (56).
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Alzheimer Hastalarinin beyinlerindeki AP olusumunu artiran PSEN2 ekspresyonunun
mekanizmasi tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Yapilan bir caligmada arastirmacilar,
mutant Presenilin 2’nin hiicre dis1 sinyalleri diizenleyen kinazin reaktif oksijen tiirlerine

bagimli aktivasyonu yoluyla sekretaz aktivitesini arttirdigini bulmuslardir (64).

Ailesel Alzheimer Hastaliginin nedenleri olan APP, PSENI ve PSEN2 genlerindeki
mutasyonlarin tamimlanmasi, transgenik modeller gelistirmek icin gerekli genetik
lezyonlar1 saglamistir. Ancak yine de farkli organizmalarda Alzheimer Hastaliginin
modellenmesi icin farkli stratejiler kullanilmalidir. Hastaliga neden olan mutasyonlar
kesfedildikten sonra, Alzheimer Hastaliginin molekiiler patogenezi iizerine ¢aliymalara

izin veren transgenik fare modelleri gelistirilmistir (65).

Gelistirilen buy hayvan modellerinin bircogu norotik plaklar, mikroglial aktivasyon,
astrositoz, oksidatif hasar ve tau da dahil olmak iizere noronal hiicre iskeleti
proteinlerinde degisiklikler gelistirir. Bu farelerde belirgin ndronal kayip veya tipik
norofibriler yumrular gelismez, ancak A birikimi ilerledikce ve bu A plaklarmi
cevreleyen hipokampus ile neokortekste gelisen ©Onemli fonksiyonel sinaptik

anormalliklere sahip olduklar1 gosterilmistir (66).

Ozetle, Erken Baslangich Alzheimer Hastahma neden olan mutasyonlar ii¢ farkli
kromozom iizerinde bulunan ii¢ farkli gende ortaya ¢ikmaktadir. Ve bunlarin hepsi
AP42 iiretiminin artigia yol acan ortak bir biyokimyasal yolagi paylagmaktadir. Sonug
olarak hastada noronal hiicre 6limii ve bunu takiben demans gelismekte olup; ayrica
otopsi uygulanan Alzheimer Hastalarinin beyinlerinde gozlenen ve uzun zamandir
bilinen ailesel agregasyon ile AP iiretimindeki artis arasindaki baglantiyr saglayarak

Alzheimer Hastaliginin amiloid kaskad hipotezi ortaya ¢ikarilmistir (35).

2.5.4. Ge¢ Baslangich Alzheimer Hastahi

Ge¢ baslangicli  Alzheimer Hastaliginin genetigi erken baslangichh ~Alzheimer
Hastaligina gore ¢ok daha karmasik olup, hastaliga neden oldugu diisiiniilen bir¢ok
genin ve bu genlerin birbirleriyle olan etkilesimi ile birlikte hastaligin etiyolojisi

belirlenmektedir. Ge¢ baslangicli Alzheimer Hastaligi ileri yaslarda baslayip (65 yas ve
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sonrasi) olgularmin cogu ailesel gecis goOstermekten ziyade sporadik olarak

gozlenmektedir (35).

Farkli popiilasyonlarda yapilan calismalarda ortak olarak bulunan ve gec baslangicli
Alzheimer Hastaliginda risk faktorii olarak tanimlanan en 6nemli gen Apolipoprotein E
(APOE) geninin €4 allelidir. 1993 yilinda APOE’nin AP amiloid’e katilmada yiiksek
afiniteye sahip oldugu ve gec baslangichh Alzheimer Hastaligi olan bireylerde €4
allelinin sikhiginin yiiksek oldugu bulunmustur (67-69).

APOQOE, en ¢ok karacigerde ve beyinde olmak iizere bir¢ok organda eksprese edilen 229
amino asitten olusan bir lipoproteindir (70). Lipid metabolizmasini lipid aktarim ve
lipoliz ile iligskili APOE reseptorleri ve proteinleri vasitasiyla bir doku veya hiicre
tipinden digerine nakledip dagitmak suretiyle lipoprotein komplekslerinde bulunan
anahtar lipoproteinlerden biri olan APOE, esasen astrositler tarafindan ve daha az

Olciide mikroglia ve belirli kosullar altindaki néronlar tarafindan iiretilir (68).

19. kromozomun uzun kolu (19q13.32) iizerinde lokalize olan APOE geninin 299 amino
asit kodlayan 4 ekzonu ve 3 intronu mevcuttur. Ug protein izoformu olan E2, E3 ve
E4’ii kodlayan ii¢ APOE alleli olan €1, €2 ve €3 iki tek niikleotid polimorfizmi (T2060C
ve C2198T) tarafindan tamimlanir. En sik gorillen APOE izoformu, amino asit
pozisyonu 112 ve 158’de sirasiyla Sistein ve Arjinin iceren APOE3’tiir. Buna karsilik
olarak bu pozisyonlar APOE?2 yalnizca Sistein kalintilari, APOE4 ise sadece bir Arjinin
kalintis1 igerir. APOE genindeki polimorfizmler ve olusan alleller Sekil 2.10°da
gosterilmistir (41, 71).

Ekzon1 Ekzon2 Ekzon 3 Elcmon 4
429358 rs7412
T2060C C21987T
Cys112Arg Arg158Cys

NH I I ]coon

l Reseptor I Lipat
baglanma baglanma
112 polgesi 158 bolgest
ApoE2 Cys v Cys |
ApoE3l Cys Arg
ApoEa Arg Arg

Sekil 2.10. APOE genindeki polimorfizmler ve olusan alleller (41).
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APOE €3 alleli tiim popiilasyonun %50-90’1nda bulunurken, buna karsilik APOE €3/e4
alleli popiilasyonun %3,35’inde, APOE ¢€2 alleli ise %1-5’inde bulunur. Ge¢ baslangicli
Alzheimer Hastalig1 i¢cin APOE €4 allelinin bir risk faktorii oldugu yapilan ¢alismalarla
dogrulanmus, ayrica farkli popiilasyonlarda ailesel otozomal dominant Alzheimer
Hastalig1 ile de baglantili oldugu kanitlanmistir. Yine APOE €4 alleli ge¢ baslangich
Alzheimer hastalarinin yaklasik %350’sinde, kontrol grubunun ise %20-25’inde
bulunmustur. Ge¢ Baslangicli Alzheimer Hastalig: riskinin APOE €4 allelinden 1 kopya
bulunmas: halinde 3 kat, 2 kopya bulunmas: halinde ise 12 kat arttig1 yapilan
caligmalarla dogrulanmistir. Ayn1 zamanda APOE €4 allelini tasiyan kisilerin, bu alleli
bulundurmayanlara gore yaklasik 10-20 yil 6nce bu hastaliga yakalandiklar1 da
goriilmiistiir (35).

Diger yandan Kolombiya popiilasyonunda yapilan bir calismaya gore, APOE €4 allelini
tastyan ailelerde ayn1 anda APP ve PSENI geni mutasyonlariin da olmas: halinde,
demansmn daha erken yaslarda basladigi tespit edilmistir. APOE €2 alleli tasiyan
bireylerde, APOE ¢4 allelinin tam tersine ge¢ baslangicli Alzheimer Hastaligi APOE €2
allelini tasiyan bireylerde Gec¢ Baslangichi Alzheimer Hastaligi gelistirme riskinin

azaldig: bildirilmistir (72).

Ayrica APOE ¢4 allelinin frekansi farkli etnik gruplar arasinda farklilik gostermektedir.
APOE €4, Alzheimer Hastaligmin ortaya c¢ikmasinda tek basina yeterli bir etken
olmadig: i¢cin hastaligin teshis edilmesinde APOE polimorfizmleri tani kriteri olarak

kullanilmamaktadir (35).

Yapilan bir bagka arastirmada, biligsel olarak normal bireylerin 50'li yaslarin basindan
itibaren yasla iligkili hafiza azaliginin, tasiyict olmayanlara kiyasla APOE €4 alleli
tastyicilarinda daha yiliksek oldugu gosterilmistir. Bu durum da Alzheimer
Hastaligindaki patolojik degisikliklerin etkilerinin yasamm altinc1 dekadma kadar
ortaya c¢ikabilecegini diisiindiirmektedir (73).

APOE ¢4 allelinin yayginlig: ile ilgili olarak 1 Ocak 1985 — 31 Mayis 2010 tarihleri
arasinda yapilmis yaymlarin sistematik incelemesi yapilmis ve bir meta-analiz sonucu

elde edilmistir. Bunun sonucunda e4/e4 prevalansmin en yiiksek goriildiigii yer olarak
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Kuzey Avrupa; en diisiik goriildiigii yer olarak ise Asya ve Giiney Avrupa oldugu
goriilmiistiir. Bu prevalanslarin heterojenitesi de gdz Oniinde bulundurulmustur. Bir
baska olgu-kontrol calismasinda da APOE €4 allelinin, ge¢ baslangichi Alzheimer
Hastalig1 icin Meksika popiilasyonunda da risk faktorii oldugu onaylanmistir (74).

2.5.4.1. APOE izoformlarinin Etkisi ve Mekanizmasi

APOE izoformlarmin Alzheimer Hastalig: riskini nasil etkilediginin mekanizmasi heniiz
tam olarak anlasilamamistir. Ancak APOE izoformlarinin amiloid-f metabolizmasini ve
birikimini farkh sekilde modiile ettigine dair gii¢lii kanitlar mevcuttur. In vitro’da ve
deney hayvanlarinda yapilan in vivo ¢alismalarda, APOE’nin amiloid B’nin monomerik,
toksik olmayan oligomerler ve fibriller gibi yiiksek molekiil agirlikli formlara nasil ve
ne zaman doniistiigiinii belirlemede Onemli bir role sahip oldugu ortaya konmustur.
Ancak yine de bunun bazi formlariin toksik etkilere aracilik ettigi diisiiniilmektedir

(75, 76).

Calismalarda APOE €4 icin homozigot olan Alzheimer hastalarinda senil ve noritik
plaklarda APOE €3 icin homozigot olanlara kiyasla artis oldugunu bildirilmistir. APOE
e4/e3 genotipindeki hastalarda allel tasimayan APOE €4 genotipindeki hastalara gore
daha fazla plak goriildiigii de not edilmistir (77).

APOFE’nin  Alzheimer Hastaligmin ilerlemesinde mekanik bir rol oynayip
oynamayacagini anlamak gelecekte ele alinmasi gereken 6nemli bir sorundur ve bu da
Alzheimer Hastaligindaki patofizyolojik rolii hakkinda daha fazla bilgi saglayacaktir.
Buna ek olarak, €4 allel durumuna dayanan hastalik ilerlemesinin daha dogru bir
tahmini, daha iyi klinik denemelerin tasarimi ile saglanabilir. Eger €4 alleli, tedaviye
olan yanit1 ve tedavinin ilerlemesini farklh sekilde etkiliyorsa, APOE genotipine gore
biligsel diisiis hizim1 ayr1 ayr1 analiz etmek ve konu gruplarini alt boliimlere ayirmak bu

degerlendirme icin kritik bir rol iistlenecektir (67).

Her ne kadar Alzheimer Hastalig1 gelistirme riski iizerinde APOE’nin izoform spesifik
etkileri var olsa da son kanitlar APOE’nin AP ile fiziksel etkilesiminin hastalik
patogenezinde 6nemli bir rol oynadiginmi diisiindiirmektedir. APOE ile beyindeki Af
arasindaki giiclii iliskiyi baz alarak, APOE’nin Af’nin patolojik B-kivriml
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konformasyonuna olan degisimini indiiklemede gorev iistlendigi hipotezi ortaya

atilmistir (76).

Amiloid plaklar ile APOE izoformlar1 arasindaki iliskiyi arastiran ilk histopatolojik
caligsmalar plak yogunlugu ve APOE €4 allel dozu arasimnda pozitif bir korelasyon
oldugunu ortaya koymustur (78). Ancak daha sonraki birka¢ calisma bu konuda celiskili
bulgular cikarmis olsa da baska calismalar APOE alleli dozajinin Alzheimer
Hastaliginda artmis norotik plaklar ile iligkili oldugunu siddetle 6nermektedir. Burada
onemli olarak eger APOE4’lin genel etkisi, AP birikiminin amiloid plaklara donmesini
hizlandirmak ise, APOE4’iin, biligsel acidan normal olan ancak ileride hastalik
gelistirme riski olan kisilerde ge¢ orta yas doneminde beyin amiloid birikimi iizerinde

en biiyiik etkisini gormek beklenebilir (67).

APOE izoformlarmin Alzheimer Hastalig1 patogenezi iizerindeki farkli etkilerini
anlamak icin ¢esitli mekanizmalar onerilmistir. Kanitlar, APOE izoformlarinin hastalik
gelistirme riski iizerindeki major etkisinin, AP agregasyon ve yikim iizerindeki etkisi
yoluyla AP depolanmasmin baslangicin1 etkiledigini diistindiirmektedir. Sinaptik
fonksiyon, nérotoksisite, tau hiperfosforilasyonu ve noroinflamasyon gibi APOE
izoform etkileri de dahil olmak iizere diger mekanizmalar da hastalik siirecine katkida
bulunabilir (Sekil 2.11). APOE genotipinden bagimsiz olarak, APOE diizeyleri ve
lipidasyon durumundaki farkliliklar, hastalik patogenezinde rol alan siireglere aracilik

edebilir (67).

[ APOE izoformlari, Diizeyleri ve Lipidasyon ]

Sinaptik plastisite

Norotoksisite

AB

Agregasyonu

Tau foforilasyonu

Noroinflamasyon

[ Alzheimer Hastalig1 Patogenezi ]

Sekil 2.11. Alzheimer Hastaliginda APOE’nin patojenik mekanizmasi (67).
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2.5.4.2. APOE’nin Ap Yikimm Uzerine Olan Etkisi

Fibrilogenez tizerindeki etkilere ek olarak, APOE’nin beyindeki AB’nin taginmasini ve
metabolizmasimi degistirdigine dair kanitlar vardir. APOE izoformlarinin APP islenme
ve AP {iretimine olan etkileri, hiicre kiiltiirii sistemlerinde arastirilmistir. Ap
tiretimindeki etkisine bakilmaksizin, APOE Af’nin c¢esitli mekanizmalar yoluyla
temizlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. APOE iceren lipoprotein parcaciklari,
AP’y1 smmsiki tutabilir ve bir APOE-AB kompleksinin reseptor aracili endositoz ile
hiicresel alimi1 modiile edebilir. Alternatif olarak, APOE, kan-beyin bariyeri iizerinden
taginmay1 saglayarak beyinden sistemik dolasima olan AP yikimini modiile edebilir.
Bununla ilgili yapilan cesitli in vitro calismalar, insan APOE’sinin, cesitli ndronal

hiicreler tarafindan ¢oziiniir AR nin baglanmasini kolaylastirdigini géstermistir (67).

APOE hem astrositler hem de mikroglia tarafindan iiretilerek lipoprotein parcaciklari
olusturmak i¢in ABCAI ile lipidlenmektedir. Ekstraselliiler boslukta lipidlenen APOE,
coziiniir Af’nin izoform-bagimli paternlerine (E1, E2, E3) baglanir ve parankimal plak
olusumu mekanizmasi ile AR nin merkezi sinir sistemi iizerinde taginmasi iizerine etki
eder. APOE daha sonra, LDL reseptor ailesinin farkl tiyeleri olan LDLR (low-density
lipoprotein receptor) ve LRP1(LDL-Related Protein 1) tarafindan beyindeki cesitli
hiicre tiplerine endositozla alinir. APOE ayrica AB’ya baglanmis bir APOE igeren
lipoprotein partikiilleri kompleksinin endositozu yoluyla, APB’nin hiicresel alimini
izoformlara ve lipidasyon seviyesine bagl olacak sekilde kolaylastirabilir. Ayrica,
APOE’nin hem mikroglial hiicrelerdeki AB’nin degredasyonunu hem de astrositlerin
diffiz AP birikimlerini temizleme kabiliyetini dogrudan arttirdigi da gosterilmistir.
APOE igeren lipoprotein partikiilleri ile baglantili AP, ekstraselliiler boslukta bulunan
heparin siilfat proteoglikan (HSPG) parcalarina baglanarak MSS i¢inde tutulabilir. Kan-
Beyin Bariyeri (KBB)’nde coziiniir Ap cogunlukla interstisyel sividan LRP1 ve P-
glikoprotein aracili@iyla kan dolagimina tasinir. Ayrica, APOE4’tin, APOE3’e kiyasla
vaskiiler plaklari miktarim arttirdig1 ve olusturulan bir APP-transgenik fare modelinde
Serebral Amiloid Anjiyopati (SAA) patogenezini etkiledigi gosterilmistir. Sekil 2.12°de

APOE’nin AP metabolizmas iizerine olan etkisi gosterilmistir (67).
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Blood vessel

Sekil 2.8. APOE’nin A} metabolizmasi ve birikmesi iizerine olan etkisi (67).

2.6. PARPI GEN YAPISI

Poli(ADP-Riboz) Polimeraz 1 olarak bilinen PARPI geni 1. kromozomun uzun kolunda
(1g42.12’de) lokalize olan ve protein kodlayan bir gendir (Sekil 2.13). PARPI geni
kromatin iligkili bir enzim olan poly(ADP-ribosyl) transferase’: kodlar ve poly(ADP-
ribozil)asyon denilen post-translasyonel bir modifikasyon ile cesitli niikleer proteinleri
modifiye eder. Bu modifikasyon DNA-bagimli olup; diferensiyasyon, proliferasyon ve
timor transformasyonu gibi 6nemli hiicresel proseslerin regiilasyonlarint icerir ve

hiicreyi DNA hasarina kars1 korur (79, 80).

Poly(ADP-ribosyl)ation olay1 ilk defa 1960’larda tanimlanmis olup proteinlerin post-
translasyonel modifikasyonlaridir. Maya hari¢ bir¢ok dkaryotik tiirde bulunmus olan bu
modifikasyon hiicre icinde poly (ADP-Riboz) polimerazlar (PARPs) tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bircok hiicresel kosullarda poly (ADP-ribozil)asyon genelikle
PARP ailesinin bir iiyesi olan 113 kD agirligindaki PARP1 isimli polipeptid tarafindan
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katalizlenir. PARPI, DNA’daki tek ya da cift zincir kiriklarma yiiksek afiniteyle
baglanmaya aracilik eden DNA-baglanma domaini (DBD)’ni icinde bulundurarak iki
cinko parmak modelini meydana getirir. Reaksiyonun substran NAD® olup,
nikotinamid’in parg¢alanmasiyla ADP-ribozil parcasi hedef (“alic1”) proteinin glutamat
ya da aspartat yan zincirlerine transfer olur. Poly(ADP-ribozil)asyon i¢in ana hedef
protein PARP1’in kendisidir; ancak polimer ayni zamanda hiicredeki histonlar1 ve
topoizomerazlar1 iceren birtakim ek proteinlere de bagli durumdadir (Sekil 2.14).
Poly(ADP-Riboz) zincirleri hizlica poly(ADP-riboz) glikohidrolaz (PARG) tarafindan
degrede olur ve DNA hasar1 karsisinda ADP-riboz polimerinin dmriiniin yarilanmasiyla
sonuglanir. Biitiin bu sayilanlardan hareketle hiicre niikleusunda poly (ADP-riboz)

varhigmin DNA zincir kiriklar1 durumunda sikica kisitlanmis oldugu sonucuna

varilabilir (79, 81).
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Sekil 2.9. PARPI geninin kromozomal lokalizasyonu (100).
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Sekil 2.14. Poly (ADP-Ribose)’un yapis1 ve poly(ADP-ribozil)asyon mekanizmasi (81).
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2.6.1. Poly (ADP-Riboz) Polimeraz’in Fonksiyonu

Poly (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1), cok hiicreli dkaryot organizmalarinin tiim
niikleus hiicrelerinde bol miktarda bulunan bir niikleer protein olup, bir N-terminal
DNA-baglayan domaininden, bir otomodifikasyon domaininden ve bir de C-terminal
katalitik domaini olmak iizere 3 ana domainden olusur (Sekil 2.15) (82). PARP-1 DNA
iplik¢igindeki kiriklar veya kivrimlar vasitasiyla katalitik olarak aktif duruma gecger.
Aktive olan enzim, DNA ligazlari, DNA polimerazlari, histonlar1 ve PARP-1’1 iceren
niikleer alict proteinler iizerinde dallanmig ADP-riboz polimerleri olusturmak iizere
nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD") tiiketir. Histonlarmn poli (ADP-ribozil)asyonu
kromatin gevsemesine neden olur ve bu nedenle DNA onarmm ve transkripsiyonel
diizenlenmeyi kolaylastirmaktadir. Boylece DNA tamirinde rol alan proteinler
arasindaki iliskileri koordine ettigi diisiiniilmektedir. Poly (ADP-riboz) polimerleri poly
(ADP-riboz) glikohidrolaz enzimleri ile degrede olmaktadir. PARP-1 maksimum
hiicresel PARP aktivitesinin en az %85’ini olusturur. Geri kalan aktivite ise fizyolojik
fonksiyonlarin daha az karakterize oldugu diger PARP tiirlerinden kaynaklanmaktadir
(82).

DNA binding domain Automodification Catalytic domain
$372 domain
1373 l
I
I
FI Fll NLS BRCT :
Zn fingers 372 524 656 859 908 1014

Sekil 2.10. PARP-1 protein yapis1 ve katalitik domainleri (82).

Son zamanlarda yiiksek potansiyele sahip birkagc PARP inhibitorii gelistirilmis ve
bunlarin bazilar1 kemoterapi duyarlastirict madde olarak ve akut kardiyak iskeminin
tedavisinde kullanlarak klinik arastirmalara girmistir. PARP inhibitorleri, normal bir
PARP substrati olan NAD" gibi bir aromatik halkaya tutturulmus bir karboksamit
grubunu veya bir poliaromatik heterosiklik iskelette yerlesik bir karbamoil grubunu
paylasirlar. Ancak bu ajanlardan bazilarmnin hedef dis1 etkilerinin oldugu da
goriilmiistiir. Ornegin 3-aminobenzamit, 1,5-dihidroksisokinolin ve 1,11b-dihidro-[2H]
benzopirano[4,3,2-de]izokuinolin-3-on (GPI 6150) serbest radikal temizleyicileri olarak

gorev alabilmektedir. Ancak bu etki yalmizca milimolar konsantrasyonlarda
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gosterilebilmektedir. Ayrica GPI 6150 belirsiz bir mekanizma ile hipotermiye de neden

olmaktadir (82).

Oksidatif DNA hasari, aerobik organizmalarda siirekli ve normal bir olay olup, siirekli
genomik siirveyansit ve onarimi gerektirmektedir. Oksidatif stres ve DNA hasari,
iskemi-reperfiizyon, eksitotoksisite, inflamasyon ve rotenon ve 1-metil 4-fenil 1,2,3,6-
tetrahidropiridin (MPTP) toksinlerine maruz kalma gibi cesitli hastalik durumlarinda
belirgin sekilde artmaktadir. PARP-1 aktivitesi, bu kosullar altinda giderek artmakla
birlikte bu artisin merkezi sinir sistemi hastaliklariyla iligskin; kolaylastirilmis DNA
onarimi, hiicre 6limii ve inflamasyon gibi en az ii¢ etkiye sahip oldugu goriilebilir

(Sekil 2.16) (82).

Iskemi

~

Ekzitotoksisite { DNA Hasari

N
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Sekil 2.11. PARP-1 aktivasyonunun hiyerarsik sonuclar1 (82).

2.6.2. DNA Hasan Karsisinda PARP-1

Bazal kosullar altinda PARP-1’in primer fonksiyonu DNA hasarinin saptanmasi ve
kromatid degisiminin 6nlenmesidir. PARPI gen eksikligi durumunda sitogenetik olarak
ring/disentrik kromozom, Robertson tipi translokasyonlar gibi cesitli kromozomal
anomalileri tespit edilmistir (83). Histonlarin poly(ADP-ribozil)asyonu, kromatin
yapisinin bolgesel olarak gevsemesine neden olur; bu da onarimda rol iistlenen

proteinlerin hasarli DNA’ya girmesini kolaylastirir. Bunun haricinde, p53, p21, DNA-
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PK, XPA, XRCC1, DNA ligaz III ve DNA polimeraz epsilon gibi diger proteinlerin de
poly(ADP-riboz) icin baglayici domainlere sahip oldugu saptanmistir. Bu baglayici
domainlerin, bu proteinlerin DNA hasar bolgelerine girmesini kolaylastirabilecegi 6ne

stiriilmiis olmakla birlikte, pratikte bu husus heniiz tespit edilmemistir (82).

DNA kiriklarmin varhiginda PARP-1, (i) baslatma, (ii) uzama ve (iii) dallanma gibi
PARP-1’in farkli enzimatik aktiviteleri ile sentezlenen PAR’larin olusumunu katalize
eder. Enzimatik reaksiyon, NAD" nin nikotinamid ve ADP-riboza boliinmesi ve sonugta
ester baglar1 vasitasityla PARP-1 kendisi ve histonlar1 gibi hedef proteinler iizerindeki
glutamat veya aspartat kalintilarma ADP-riboz birimleri eklenmesinden olusur. PAR
polimerindeki ADP-riboz birimleri, uzun bir dogrusal zincir olusturmak i¢in glikozidik
riboz-riboz 1’— 2’ baglar: ile baglanir ve her 20-50 kalmtida bir, PAR polimerlerin
dallanmas: i¢in 2 — 1 glikozidik bag yoluyla olusur. Tek bir fosfat grubu yerine
pirofosfat, riboz sekerleri arasindaki baglant1 kurulmasin ve hiicre sinyal yolaginda 6zel

bir ek rolii olan PAR kopriisiine 6zel hacim saglar (84).

2.6.3. Baz Ekzisyon Tamiri ve PARP’larn Tlgisi

BER mekanizmasmin ilk adimlar1 (i) spesifik DNA glikozilazlarla hasarli bazlarin
taninmasi, (ii) baz ile deoksiriboz arasinda glikozidik bagin hidrolizi ve (iii) etkilenen
DNA zincirinin AP endoniikleaz ile kesilmesi ile DNA tek-zincir kirigi olusumu olarak
siralanabilir. PARP-1 ve PARP-2’nin her ikisinin de DNA zincir kiriklariyla aktive
oldugu bilinmektedir. Parp-1 ve Parp-2 knock-out edilmis farelerde iyonize radyasyon
ve alkilasyon muamelesi sonucunda duyarliligin arttigt ve DNA onariminda agir
hasarlar oldugu goriilmiistiir. Poly(ADP-ribozil)asyon mekanizmasma c¢ok benzer
olarak BER, histonlarin hem kovalent modifikasyonuyla lokal kromatin gevsemesini
hem de non-kovalent etkilesimlerle PARP-1 ve PARP-2’nin modifiye olmasin saglar.
Sonu¢ olarak BER ve diger tamir yolaklarinda hiicresel PARP-1 aktivitesinin
kaldirilmas: hiicreyi y 1sinlar1 veya alkilleyici ajanlarla indiiklenen DNA hasarina karsi
duyarli hale getirmektedir. Ancak su da unutulmamalidir ki; agir DNA hasar1 altindaki
bir hiicrede PARP-1’in over-aktivasyonu agwr NAD" tiiketimine yol acacak ve
nihayetinde NAD" ile ATP azalacak, bunu miiteakiben de hiicre dliime gidecektir (81,
85, 86).
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DNA hasar tamiri aktivitesinde dort enzim gorev almaktadir. Bunlar; DNA glikozilaz,
AP-endoniikleaz I (APE1), DNA Polimeraz § (POL B) ve DNA Ligaz’dir (Sekil 2.17)
(86). Hasarli bazin DNA glikozilaz tarafindan cikarilmasmndan sonra (6rnegin; 8-
okzoguanin (G*)’in 8-okzoguanin-DNA glikozilaz (OGG) tarafindan ¢ikartilir) ortaya
cikan AP bolgesi, 3> OH ve 5’ deoksiriboz fosfat (dRP) iiretmek tizere APE ile boliiniir.
POL B, DNA polimeraz aktivitesinin yani sira intrensek bir dRPaz aktivitesine de
sahiptir ve bu DRPaz aktivitesi, 3’-OH ve 5°-P ile bir niikleotid boslugu olusturan dRP
kalintisin1 keser. POL 3 daha sonra tek niikleotid boslugunu doldurur ve son olarak
DNA zinciri lizerinde olusan kesik de DNA ligaz tarafindan kapatilir (86).
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Sekil 2.12. Memeli hiicrelerinde DNA baz ekzisyon
tamirinin temel adimlarinin sematik gosterimi (86).
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2.6.4. Norodejenerasyonda Mitokondriyal Disfonksiyonlarin Etkisi

Mitokondri, hiicresel enerji ve metabolik talepleri karsilamak i¢in fizyolojik ve ¢evresel
degisikliklere tepki veren, hiicrede bulunan en karmasik ve metabolik olarak oldukca
aktif olan bir organeldir. Cesitli norodejeneratif hastaliklarda yanhs katlanan
proteinlerin mitokondri iizerinde birikmesi ve birtakim biyoenerjetik kusurlar, apoptoz
veya otofaji ile bu organellerin fonksiyonel gerilemesine neden oldugu iyi bilinmektedir

(87).

Bircok ¢alisma, mitokondriyal disfonksiyonun Alzheimer Hastaliginin baslangicinda ve
ilerlemesinde 6nemli bir faktér oldugunu One stirmiistiir. Nitekim, “mitokondriyal
kaskad hipotezi’ne gore, mitokondriyal disfonksiyon Alzheimer Hastali1
patogenezinde primer bir olaydir. Ailesel Alzheimer Hastaligi (APP isve¢, MAPT
P301L ve PSENI M146V) ile iliskili iic mutasyonu tasiyan 3xTG transgenik fare
modelinde, daha diisiik sitokrom C oksidaz ve piruvat dehidrogenaz aktivitesi oldugu
gosterilmistir. APP ve / veya presenilin (PSEN)’in ailesel Alzheimer Hastaliginin
mutant formlarmi overekspprese eden transgenik Alzheimer fare modellerinde, 6zellikle
sinaptik ve hipokampal bolgelerde ciddi mitokondriyal disfonksiyon ile karakterize
oldugu tespit edilmistir. Yapilan proteomik caligmalarda, iiclii transgenik farelerde
birtakim proteinlerin down-regiile oldugu ve bunun 1/3’liniin solunum zinciri

kompleksleriyle ilgili oldugu gosterilmistir (88).

Son yayinlar, bir¢ok patolojide ortak bir mekanizmanin altinda yatan biyoenerjetik
metabolizmanin kontroliinde PARPI’in Kkilit rol istlendigini gostermistir. Burada
PARPI susturulmus hiicrelerin baslangicta ve oksidatif stres kosullarinda belirgin

sekilde artmig bir hiicre metabolik fenotipi sergiledigi gosterilmistir (89).

Ayrica, metabolik homeostazda PARPI’in roliinii daha iyi arastirmak i¢cin PARPI
knock-out fare modelleri gelistirilmistir. PARPI " fareler (C57BL/6J) azaltilmus yag
birikimi ve yiiksek enerji harcamasi ile iliskili olarak artan gida alimi gibi cesitli
metabolik sonuglar alir. Buna ek olarak, bu fareler, yabanil tip farelere gore, kahverengi
yag dokusunda gen ifadesine bagli olarak yiikseltgenmis oksidasyon ve solunum ile

zengin mitokondriyal igerige sahiptir (90).
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PARPI aktivasyonu mitokondriyal yetmezlik ve gen ekspresyon modiilasyonu yoluyla
hiicre 6liimiine yol acar. Bu nedenle, PARP! inhibitorleri, noronal hiicre 6limiinii
inhibe edebilir ve oksidatif stresle iliskili hastaliklarda terapotik ajanlar olarak gorev

yapabilmektedir (Sekil 2.18) (84).
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Sekil 2.13. PARP1 aktivasyonunun hiicre icinde neden oldugu olaylar (84).

2.7. DNA POL p GEN YAPISI

DNA Polimeraz B geni, 8. kromozomun kisa kolunda (8p11.2) lokalize olan ve protein
kodlayan bir gendir. Bu gen tarafindan kodlanan protein olan DNA Polimeraz, baz
ekzisyonu ve tamirinde yer alir ve bosluk dolduran enzim olarak bilinir. Kodlanan bu
protein normalde sitoplazmada bulunur ve bir monomer olarak davranirken, DNA
hasar1 durumunda niikleusa transloke olarak fonksiyonunu gergeklestirir. POL B, 39
kDa agirhiginda olup 335 amino asit uzunlugundadir ve 2 domainden meydana
gelmektedir. Bunlar; dRP (deoxyribosephoshate) lyase domaini (8 kDa) ve polimeraz
domaini (31 kDa)’dir. Bu iki domain dRP liyaz ve polimeraz aktivitesine karsilik
gelmekle birlikte seker fosfat grubunun koparilmasindan ve ardindan yeni

deoksiriboniikleotidlerin birlestirilmesinden sorumludur (Sekil 2.19) (90).
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Sekil 2.14. DNA Polimeraz f’ nin gen ve protein yapilar1 arasindaki iliski (90).

POL p’nin domainleri kristalografik yapilarina gore avuc¢ ici ve bagparmak alt
domainleri olmak iizere iki kisimda incelenebilir. Bu alt domainler dsDNA’nin
baglanmasindan niikleotidil transferaz ve dANTP seleksiyonu gibi farkli gorevleri

istlenmektedirler (91, 92).

Buna ek olarak POL  APE1, PCNA ve FENI1 gibi bircok proteinle etkilesime girebilir.
Bu etkilesimler DNA onarim bdlgesinde resiprokal olarak enzim aktivitelerini stimiile
ederek son derece diizenli bir sekilde BER kimyasal reaksiyonlarmi koordine eder. POL
p eksikligi BER mekanizmasinin verimliligini bozarak alkilleyici ve oksidatif ajanlara

kars1 olan duyarliligi artirir (93).

DNA POL f’nin Alzheimer Hastalig1 patogenezindeki rold, tiretilen transgenik hayvan
modellerinde gosterilmistir. Kritikk DNA baz ekzisyon tamir enzimi olan DNA
Polimeraz f igin heterozigot olan bir farede, bu enzimin baskilanmasi sonucu
norodejenerasyon gozlenmis ve noronal disfonksiyon, hiicre 6liimii, hafizada zayiflama

ve sinaptik plastisite gibi Alzheimer Hastaligi’na ait 6zellikler goriilmiistiir (93).

Sekil 2.20’de DNA POL f geninin kromozomal lokalizasyonu verilmistir.
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Sekil 2.20. DNA POL p geninin kromozomal lokalizasyonu (101).

2.7.1. DNA POL p’nin Fonksiyonlar

DNA POL f’nin DNA onariminda Oncelikli olarak yer aldigi gosterilmistir. Memeli
hiicrelerinde BER’in iki biyokimyasal yolu vardir. Bunlar; kisa yama (tek niikleotid
degisimi) ve uzun yama BER (¢oklu niikleotid degisimi) olarak incelenir. Deneysel
kanitlar DNA POL B’nin kisa aralikli BER’de rol oynadigini gostermistir. Buna ek
olarak, DNA POL ¢ veya DNA POL & nun muhtemelen 2-13 niikleotid bosluklar1 olan
PCNA’ya bagiml olarak BER’de rol oynadigi bilinmektedir. Bu yolakta bosluk
doldurma islemi smrasinda kalip iplik¢ik yer degistirmesi tarafindan iiretilen bir
reaksiyon ara maddesini par¢alamak icin flap endoniikleaz 1 (Fenl) denilen bir enzime

ithtiya¢ duyulmaktadir (94).

Memeli hiicrelerinde, 2-6 niikleotid bosluk uzunluguna sahip uzun yamali BER
yolaginin bir varyasyonu da ayrica karakterize edilmistir. Bu Fenl ve PCNA’ya bagimli
olan yolak, DNA POL 6 ve DNA pol ¢ ile yeniden olusturulabilir. Ancak bununla
birlikte, DNA POL p eksikligi olan hiicrelerde veya notralize edici antikor varliginda,
DNA POL p eksikligi DNA onarim aktivitesinde bir azalmaya neden olur. Yapilan in
vivo calismalarda da DNA POL f’nin bu yolakta aktif bir rol oynadig: ispatlanmigtir
(93).

DNA POL p’nin bir bagka gorevi, mayoz boliinme ve cift zincir kiriklarinin tamirinde
yer almasidir. Bu hususta DNA POL p, sinapsis ve rekombinasyon ile iligkili mayotik
olaylarla iliskilendirilmistir. Ayrica, 67 kDa agirligindaki ve memelilerdeki DNA POL
p’nin homologu olan POL4 geninin de S. cerevisiae’de son zamanlarda homolog
olmayan bir u¢ birlestirme mekanizmas1 yoluyla ¢ift zincir kiriklarmin tamirinde rol

aldig1 gosterilmistir (91, 96).
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2.7.2. DNA POL p ve BER (liskisi

Son yillardaki arastirmalarda memeli hiicrelerindeki AP bolgelerinde DNA POL S’ nin
aktif bir sekilde rol aldigi kanitlanmistir. DNA iizerinde hasar goren baz ve
deoksiribozu birbirine baglayan glikozidik bag kendiliginden ya da bir DNA glikozilaz
aktivitesi ile boliinerek uygun olmayan baz ¢ikarilir ve cift sarmallt DNA’da bir abazik
bolge veya AP bolgesi olusturur. AP bolgesinin fosfodiester omurgasi AP endoniikleaz
tarafindan 5’ seker pargasina boliiniir. Bunun sonucunda 5 ucunda 3’-OH grubu ve
deoksiriboz fosfat grubu kalir. Daha sonra, deoksiriboz fosfat grubunun eksizyonu, 2-
deoksiriboz-5-fosfat liyaz tarafindan, DNA POL f’nin amino ucuna intrinsik olan bir
etkinlikle katalize edilir. Olusan bosluk DNA POL p tarafindan doldurulur, DNA ligaz
ise DNA zinciri lizerinde olusan centigi kapatir (Sekil 2.21) (97).

DNA Ligase

Sekil 2.15. DNA Baz Ekzisyon tamir mekanizmasinda rol alan enzimler (97).
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DRlyase katalitik fonksiyonuna ek olarak, enzimin 8 kDa agirhigindaki N-ucu, tek
zincirli DNA’ya baglanma aktivitesi de tagir. DNA’ya baglanma spesifisitesi, enzimi
boslugun kenarinda bir 5’-fosfat grubuna sahip kisa bosluklara yonlendirir. 5’-fosfat
grubunu igeren bosluk 1-6 niikleotid igeriyor ise, enzim baglanarak DNA sentezini
baslatir ve boslugu tamamen dolduracak sekilde siireci proaktif bir bicimde yerine
getirir. Boslugun 6 niikleotidden biiyiikk oldugu durumlarda ise enzim yine 5’-fosfat
grubuna baglanir ancak bu sefer DNA sentezini baslatmaz. Bu yiizden, ilerleyici DNA
sentezi 6 poliniikleotidlik veya daha az bosluklar icin DNA POL f’nm 8 kDa’lik

domaini ile koordine edilir (91).

Bircok calisma, DNA POL f’nin DNA ligaz ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir.
POL p / DNA Ligaz etkilesiminin hidrofobik etkilesimlerle kuruldugu ve bu iliskinin
iyonik kuvvetlere kars1 son derece hassas oldugu bildirilmistir. Son olarak, XRCC1 ile
DNA POL p iliskilendirmesi, DNA Ligaz-III'tin  DNA Ligaz-I'in islevlerini

degistirmesini saglar gibi goriinmektedir (91).

Ozetle, DNA POL f baz ekzisyon tamirlerindeki rolii nedeniyle olduk¢a 6nemli bir
gendir. Bunlar; 1) kisa bosluklarda DNA sentezinin spesifisitesi; 2) dRliyaz aktivitesiyle
olan iliskisi; ve 3) DNA Ligaz-I, AP endoniikleaz ve XRCC1-DNA Ligaz-III gibi diger
BER enzimleri ile olan iligkisi olarak sayilabilir (91).

2.8. REAL-TIME (GERCEK-ZAMANLI) POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU
(RT-PCR)

Geleneksel Polimeraz Zincir Reaksiyonunda, amplifiye DNA iiriinii veya amplikon, bir
u¢c nokta analizinde tespit edilir. Ancak gercek-zamanli PCR’da, amplifikasyon
Uiriiniiniin birikimi, reaksiyonun her bir dongiiden sonra iiriin kantifikasyonu ile birlikte

reaksiyon ilerledikce es zamanli olarak dl¢iilmektedir (102).

PCR iiriinlerinin gercek zamanli olarak saptanmasi, her reaksiyon kuyucugunda, artan
miktarda tirtin DNA’s1 ile birlikte artan floresans veren bir floresan raportdr molekiiliin
eklenmesi ile saglanir. Bu amacla kullanilan floresan kimyasallar arasinda DNA’ya
baglanan boyalar ve floresan isaretli diziye 0zgii primerler veya problar sayilabilir.

Burada amplifikasyon olustugu zaman floresan sinyalini izlemek i¢in floresans algilama
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modiilleri ile donatilmis gelismis termal cyclerlar kullanilmaktadir. Olciilen floresans,
amplikonun toplam miktar1 ile orantili olup, floresanstaki zaman icindeki degisim, her

dongiide tiretilen amplikon miktarini hesaplamak i¢in kullanilmaktadir (102).

Gergcek-zamanli PCR’1in en biiyiik avantaji, genis bir dinamik aralifinda yiiksek
hassasiyet ile kalip DNA’nin baslangic kopyasmin (amplifikasyon hedef dizisi)
belirlenmesine izin vermesidir. Gergek-zamanli PCR sonuclar1 niteliksel (bir dizinin
varligi ya da yoklugu) ya da niceliksel (kopya numarasi) olarak iki parametrede
degerlendirilebilir. Kantitatif gercek zamanli PCR bu nedenle qPCR analizi olarak da
bilinmektedir (102).

Gergek-zamanli qPCR’m en Onemli avantajlarindan bir digeri ise jel elektroforezine
ihtiya¢ duyulmadan degerlendirmeye imkan vermesidir. Boylece zamandan tasarruf
edilerek caliymalardan daha yiiksek verim almak miimkiin hale gelmektedir. Ayrica
qPCR reaksiyonlar1 kapali bir sistem icerisinde gerceklestigi icin kontaminasyon riski
minimum seviyeye indirgenebilmekte ve post-amplifikasyon manipiilasyonlarina olan

ihtiyag¢ ortadan kalkmaktadir (102).

2.8.1. Real-Time PCR’1n Uygulama Alanlar

Gercek zamanli PCR / qPCR assayleri, c¢esitli biyolojik numunelerde niikleik asidin
hizli ve hassas tespiti ve nicelendirilmesi i¢in, gen ekspresyon analizinde, gidada
genetigi degistirilmis organizmalarin saptanmasi ve kanser fenotiplendirme gibi cesitli

uygulamalarla tercih edilen bir ara¢ haline gelmistir (102).

Arastirma laboratuvarlarinda, qPCR uygulamalari, transformasyona ugratilmis hiicre
hatlarindaki gen kopya sayisinin (gen dozajinin) nicel olarak Olc¢iilmesi veya mutant
genlerin varligi icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Reverse transkripsiyon PCR (RT-
PCR) ile birlikte, qPCR assayleri gen ekspresyonundaki degisiklikleri tam olarak
olgmek icin de kullanilabilir. Ornegin, hiicresel mRNA diizeylerindeki degisimler
Olciilerek farkli cevresel kosullara veya ilac tedavisine yanit olarak ekspresyonda

meydana gelen artis veya azalmalar tespit edilebilmektedir (102).



53

2.8.2. Real-Time PCR’1n Caliyma Mekanizmasi

Gergek-zamanli PCR’da hedef genlerin miktarini belirlemek icin internal ve ekstarnal
standart olmak iizere iki farkli standart metod kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi
biitiin dokularda eksprese olan housekeeping genlerin transkriptlerinin kullanilmasina
dayanan rolatif kantitasyondur. f-aktin, tiibiilin ve GAPDH gibi genler housekeeping
genlerdir. Rolatif kantitasyonda referans gen hedef genle birlikte transkript miktarina
gore analiz edilir. Ikinci metod olan eksternal standart metodunda bilinen
konsantrasyondaki hedef genlerin sekans klonlarmnin kullanilmasiyla elde edilen mutlak
kantitasyondur. Mutlak kantitasyonda hedef genin diliisyon araliginin adlandirilmasiyla
birlikte, genellikle standart egrideki PCR sinyalleriyle baglantili olarak kopya numara

sayilarmin girilmesiyle tespit edilir (98).

Gergek-zamanli PCR’m nasil calistigini anlamak icin, tipik bir amplifikasyon grafigini
kullanilarak qPCR analizini gostermek miimkiindiir (Sekil 2.22). Bu grafikte PCR
dongiilerinin sayis1 x ekseni iizerinde gosterilir ve cogaltilmig liriiniin miktar ile orantili
olan amplifikasyon reaksiyonundaki fliioresan miktar1 ise y ekseni iizerinde gosterilir.
Amplifikasyon grafigi, bir iistel faz ve bunu takiben iistel olmayan plato fazi olmak
lizere iki fazla gosterilir. Ustel fazda, PCR iiriiniiniin miktar1 her dongiide yaklagik iki
katina cikar. Ancak reaksiyon ilerledikce, reaksiyon bilesenleri tiikkenir ve nihai olarak
bilesenlerin bir veya daha fazlasi sinirlayici hale gelmeye baslar. Bu noktada reaksiyon

yavagslar ve artik plato fazina girer (102).
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Sekil 2.16. Real-Time PCR’1n amplifikasyon egrisi ve reaksiyondaki fazlar (100).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin tipi

Arastirma deneysel (in vitro) bir ¢aligmadir.

3.2. Arastirmanin yeri ve zamani

Bu arasgtrma Ekim 2016-Haziran 2017 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali ve Erciyes Universitesi Noéroloji Anabilim Dalinin ortak
calismasi ile gerceklestirilmistir. Calismaya ait deney islemleri Erciyes Universitesi

T1bbi Genetik Anabilim Dalinin laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmada kullanilan materyal

Bu calismada biri kontrol olmak iizere iki grup kullanilmigtir.

3.3.1 Hasta grubu

Calismaya dahil edilen bireyler Erciyes Universitesi Noroloji Anabilim Dali’na
bagvurmus, gerekli norolojik muayeneleri yapildiktan sonra Erciyes Universitesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali’na yOnlendirilmistir. Calismaya MMSE (Mini Mental State
Examination — Mini Mental Durum Muayenesi) testi ve diger norolojik yardimci

testlerle Alzheimer Hastalig1 tanis1 alan hastalar dahil edilmistir.

Calismaya 17 hasta dahil edilmistir. Hastalarin hepsi analizlere dahil edilerek ¢aligma

tamamlanmustir.
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3.3.2. Kontrol grubu
Kontrol grubuna, 65 yas lizerinde, herhangi bir demans hastaligi olmayan, bunun
yaninda psikiyatrik, norolojik ve diger dahili oksidatif stresin yol actigi hastaligi

olmayan bireyler dahil edilmistir.

Yapilan norolojik muayeneler sonucu, Alzheimer Hastaligi tanist almamis 65 yas iizeri
22 saglikli birey calismaya dahil edilmistir. Bu bireylerden periferik kan ornekleri

alinmis ve analiz edilmistir.

3.4. Veri Toplama Araclan
3.4.1. Demirbas Malzemeler

e Santrifiij Cihazi Mikro 22 & Mikro 200R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Germany)

e Vorteks (IKA Vortex Genius 3)

e Isitici1 Blok (HLC)

¢ NanoDrop 2000-Mikro-Hacim UV-Vis Spektrofotometre Cihazi (ThermoScientific,
USA)

e Thermal Cycler (LabCycler SensoQuest, Gottingen, Germany)

e LightCycler 480 II (Roche, USA)

¢ Plate Perfect Spin (Peqlab, Erlangen, Germany)

e Mikropipetler; 1-10 ul’lik, 10-100 uI’lik, 100-1000 pl’lik (Nichipet Ex, HTL)

e 10’luk, 100’lik, 1000°1ik pipet uglar1 (Greiner Bio-One, Axygen)

e -20°C Buzdolabi (Vestel)

e —80°C Buzdolab:1 (CFC FREE)

e +4°C Buzdolab: (Profilo)

3.4.2. Sarf Malzemeler

3.4.2.1. Ekspresyon analizi icin gerekli sarf malzemeler

1. Trizol (TriPure Isolation Reagent, Roche)
2. cDNA sentez kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche)
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Ilgili genlere gore dizayn edilmis primerler ve problar (Real Time ready Catalog
Assays, Roche; Real Time ready Designer Assays, Roche)

Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in Prob Master Miks (Light Cycler 480
Probes Master)

Light Cycler 480 cihazi ile uyumlu plate (Light Cycler 480 Multiwell Plate 96 (1x10
plate))

3.5. YONTEMLER

3.5.1. Uygulama Prosediirleri

3.5.1.1. Kan Orneklerinden Lokosit izolasyonu

Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’ll tiip i¢ine alman 9-10 cc periferik kan

orneklerinden Trizol reagent metoduna gore 16kosit izolasyonu, ardindan da total RNA

izolasyonu yapilmistir.

AR S .

50 mI’lik falkon tiiplere 30 ml soguk Red Cell Lizis ¢ozeltisi eklendi.

Kan numuneleri falkon tiiplere aktarild:.

20 dakika +4°C’de bekletildi.

10 dakika 2000 RPM’de santrifiij edildi.

Siipernatant uzaklastirildi.

Pellet iizerine 20 ml soguk Red Cell Lizis ¢ozeltisi eklendi ve homojenize edildi.

10 dakika +4°C’de bekletildi.

10 dakika 2000 RPM’de santrifiij edildi.

Siipernatant uzaklastirildi, pellet cevresindeki eritrositler 1000’lik pipet ucuyla

temizlendi.

10. Pellet lizerine 1 ml Trizol eklenip 2 ml’lik enjektorle homojenize edildi.
11. Ornekler 1,5 mI’lik eppendorf tiiplere aktarilds.
12. —20°C’ye kaldirildu.

3.5.1.2. Lokositten Total RNA izolasyonu

1.
2.

—20°C’ye kaldirilan 6rnekler erimesi i¢in bir siire oda sicakliginda birakildi.
Erimesi tamamlandiktan sonra tiipler 2-3 dakika 37°C’de inkiibasyona tabi tutuldu

ve homojenize edildi.
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14.

15.
16.
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Tiiplere 200 pl kloroform eklenerek 30-40 saniye vortekslendi.

Oda sicakliginda 2 dakika bekletildi.

15 dakika 12.000 g’de santrifiij edildi. Bu asamadan sonra —20°C soguk blokla
calisildi.

Santrifiij sonras1 olusan akéz faz pipetle dikkatlice temiz bir eppendorf tiipe
aktarildi.

Tiiplere 600 — 650 ul saf izopropanol eklendi ve resiispanse edildi.

30 dakika —20°C’de bekletildi.

10 dakika 12.000 g’de santrifiij edildi.

Stipernatant dikkatlice almip uzaklastirildi, pellet tizerine 1000 ul %70’lik etanol

eklendi ve resiispanse edildi.

. 5 dakika 7500 g’de santrifiij edildi.
12.
13.

Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

Tiipiin ceperindeki etanolleri toplamak icin 5-10 saniye santrifiij edildi ve kalan
etanol 100’liik pipetle toplandi.

Etanoliin tamamen ugmasi i¢in tiipler 37°C’de agz1 agik bir sekilde 2 — 3 dakika
inkiibe edildi.

Pellette yer alan RNA miktarma gore niikleaz icermeyen su eklendi.

RNA konsantrasyonlar1 ve safliklar1 nanodropta olgiilerek, ornekler —80°C’ye

kaldirildi.

3.5.1.3. cDNA Sentezi

Calismada cDNA sentezi, Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche)
kullanilarak yapilmistir.

Her bir hasta icin RNA konsantrasyonlar1 500 — 700 ng/ul olacak sekilde diliie
edildi ve RNA miktarlar1 ayr1 ayr1 belirlendi.

Belirlenen miktarlar reaksiyon tiiplerine aktarildi.

Kit icerigindeki iirtinler (Reverse transkriptaz ve RNaz inhibitor hari¢) soguk blok
tizerinde c¢oziilmeye birakildi. Vortekslenip kisa santrifiij yapildu.

Reverse transkriptaz ve RNaz inhibitoriin kullanilacagi zaman soguk blok iizerine
cikarilmasina dikkat edildi.

Diliie edilen RNA’lar, 0,2 ml’lik reaksiyon tiiplerine 5 ul olacak sekilde aktarild.

Tablo 3.1’deki miktarlara gore 1. karisim hazirlandi.
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Tablo 3.1. cDNA reaksiyonu icin 1. Karisim (OS: Ornek sayisi).

Bir ornek icin

eklenecek miktar (ul)
OligodT primer, 1
500 pM
Random 1
hekzamer primer,
600 uM
dH,O 4.4
Toplam 6,4

Toplam

1 x (0S+1)

1 x (0S+1)

4,4 x (OS+1)
6,4 x (0S+1)

¢ Diliie edilen her bir RNA 6rnegine 6,4 ul 1. Karisimdan eklendi.

e RNA iizerindeki sekonder katlanmalarin denatiirasyonu icin, RNA Ornekleri

65°C’de 5 dakika beklemek iizere thermal cycler cihazina konuldu.

e Tablo 3.2°deki miktarlara gore 2. Karigim hazirlandi.

Tablo 3.2. cDNA reaksiyonu icin 2. Karisim (OS: Ornek Sayzsi).

Her bir ornek basmna Tiim ornekler icin

eklenecek miktar (ul)

5X Reaksiyon Tamponu 4

dNTP, 10mM 2
RNaz inhibitor, 40 U/ul 0,5
DTT 1
Revers transkriptaz 1,1
TOPLAM 8,6

eklenecek miktar (ul)
4 x (0S+1)

2 x (OS+1)

0,5 x (OS+1)

1 x (OS+1)

1,1 x (OS+1)

8,6 x (OS+1)

¢ Hazirlanan 2. karisim thermal cycler’dan alinan drneklerden her birine 8,6 pl olacak

sekilde dagitildi. Her bir reaksiyon tiipiindeki son hacim 20 pul’dir.

e cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon tiipleri Tablo 3.3’te belirtilen siire ve

sicakliklara gore thermal cycler’da bekletildi.
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Tablo 3.3. cDNA sentezi i¢in thermal cycler cihazindaki sicaklik ve siire dongiisii.

Sicakhik (°C) Siire (Dakika)
55 30
85 5
4 0

e Elde edilen cDNA iiriinleri —20°C’de muhafaza edildi.

3.5.1.4. Preamplifikasyon asamasi

Calismada Real Time ready cDNA Pre-Amplifikasyon kiti kullanilarak, diisiik diizeyde
eksprese olan genlerin ekspresyon seviyelerinin yiikseltilmesi i¢in pre-amplifikasyon
asamasina ihtiya¢ duyulmustur.

Bunun i¢in sirasiyla asagidaki adimlar izlenmistir:

1. 3 adet 0,5 ml'lik tiiplere 90 ul PCR grade dH,O ve 10 pl prob konulup her gen
(PARPI ve DNA POL p ve GAPDH) i¢in 1/10 oraninda ayr1 ayr1 diliisyon yapildi.

2. Tablo 3.4’te belirtildigi gibi bir karisim hazirlandi ve 0,2 ml’lik tiiplere dagitildi.

3. Hazrrlanan pre-amplifikasyon karigimi iizerine 5 pul cDNA eklendi. Her bir

reaksiyon tiipiinde son hacim 25 pl’dir.

Tablo 3.4. Pre-amplifikasyon asamasi igin reaksiyon karisimi (OS: Ornek Sayisi).

Uriin Bir ornek icin Toplam
eklenecek miktar (ul) (ub)
Pre-amplifikasyon mix 5 5 x (OS+1)
Prob (1/10)
PARPI 1,4 1,4 x (OS+1)
DNA POL 1,4 1,4 x (OS+1)
GAPDH 1,4 1,4 x (OS+1)
dH,O 10,8 10,8 x (OS+1)

e Pre-amplifikasyon islemi i¢cin Ornekler thermal cycler cihazina konuldu ve Tablo

3.5’te belirtilen programdaki dongiiye gore baslatild:.
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Tablo 3.5. Pre-amplifikasyon icin thermal cycler cihazindaki sicaklik, siire ve dongii

sayisl.
Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
95 60 1
95 15 13
60 240 13
4 00 1

3.5.1.5. Ekspresyon analizi

Bu caligmanin ekspresyon analizleri LightCycler 480 II (Roche Diagnostics Ltd.
Rotkreuz, Switzerland) cihazi ile yapilmistir. Analizler ise LightCycler 480
Software (release 1.5.0 SP4) programu ile yapilmistir.

Her hasta duplike (iki kere) olarak calisilmistir. Ve her calismada iki adet negatif
kontrol ve kalibrator kullanilmistir.

Uriinler asagida belirtilen protokole gore hazirlanip cihaza yiiklenmistir:

Elde edilen cDNA’lar tizerine 25 pl distile su eklenerek diliie edildi.

Diliie edilen cDNA’lardan 5 pl alindi1 ve plate’e aktarild.

Her gen i¢in Tablo 3.6’da belirtildigi gibi ayr1 bir karisim hazirlandi. House-keeping
gen olarak GAPDH kullanildi.

Plate tizerindeki her kuyucuga iiriinlerden 15’er pl dagitildi.

Plate’in lizeri sealing bant ile kapatild:.

Plate perfect spin ile kisaca santrifiij edildi ve Roche Light Cycler 480 II cihazina
yiiklendi.

Bilgisayar tizerinden Roche LightCycler 480 yazilimi1 acilarak, Tablo 3.7°de
belirtilen programdaki dongiiye gore ¢caligma baslatildi.
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Tablo 3.6. Ekspresyon analizi i¢in reaksiyon karigimi (1 6rnek icin).

Uriin

Prob Mastermix

(LightCycler 480 Probes Master)

PCR grade dH,O

Prob
(Real Time ready Catalog Assays, Roche;
Real Time ready Designer Assays, Roche)
PARPI (Assay ID: 111143)
DNA POL p (Assay ID: 147200)
GAPDH (Assay ID: 141139)

Toplam Miktar

Her bir kuyucuga

eklenecek miktar (ul)

10

15

Tablo 3.7. LightCycler 480 II yaziliminda ekspresyon i¢in ayarlanan sicaklik ve siireler.

Dongii sayis1  Sicakhik (°C)

Pre-inkiibasyon 1 95
Amplifikasyon 45 95
60
72

Sogutma 1 40

Sicakhik artis / Siire

azahs hiz1 (°C)  (Saniye)

4,4

4,4
2,2

4,4

2,2

600

10

30

30
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3.5.1.6. Istatistiksel analiz

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS Statistics for Windows, Version
22.0. Armonk, NY: IBM Corp. Released 2013) yazilimi ile yapilmistir. Verilerin
normal dagilima uygunlugunun degerlendirilmesinde histogram, q-q grafikleri ve
Shapiro-Wilk testleri kullanildi. Verilerin dagiliminin normal oldugu durumda bagimsiz
t testi ve normal dagilimm gézlenmedigi durumda ise non-parametrik Mann Whitney U

testi kullanildi.

Ozet istatistik olarak birim sayis1 (n), yiizde (%), ortalama ve standart sapma degerleri

verildi. p<0.05 anlamlilik diizeyi kabul edildi.



4. BULGULAR

Bu ¢aligmada orta seviye Alzheimer Hastaligi tanis1 konmus hastalarda PARPI ve DNA
POL p gen ekspresyonlarinin korelasyonu ve bu genlerin hastaligin patogenezindeki
olas1 rolleri arastirilmistir. Bu amagla ¢alismanin hasta grubu 17, konrol grubu ise 22
bireyden olusturulmustur. Hasta ve saglikli kontrol grubu arasindaki genlerin mRNA

ekspresyonlar1 arasindaki farkliliklar kiyaslanmustir.

Calismaya Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Boliimii tarafindan yapilan
norolojik muayeneler sonucunda Alzheimer Hastaligi tanist almis bireyler dahil
edilmistir. Kontrol grubunda ise yine Noroloji Boliimii tarafindan yapilan mental durum
degerlendirme testleri sonucunda Alzheimer Hastalig1 tipi demans: tespit edilmeyen
saglikli bireyler dahil edilmistir. Her iki caligma grubu icin de 65 yas ilizerindeki

bireyler degerlendirmeye alinmistir.

Hasta grubundaki bireylerin 14’i erkek (%82,4), 3’ kadindir (%17,6). Kontrol
grubundaki bireylerin ise 12°si erkek (%54,5), 10’u kadindir (%45,5). Her iki grup icin

de toplanan numunelerin tamamu periferik kandan olugsmaktadir (Tablo 4.1).

Hasta grubunun yas sinir1 65-83, yas ortalamasi1 72,17; kontrol grubunun yas sinir1 65-
74, yas ortalamasi ise 68,86 seklindedir. Istatistiksel olarak yas ve cinsiyet faktorlerinde

anlaml bir iligki saptanmamuistir (p>0,05).

RT-PCR, Lightcycler 480 II cihazinda gergeklestirilmis olup hasta ve kontrol
grubundaki her bir ornek “Lightcycler 480 release 1.5.0 SP4 software” programinda
degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin tamaminda hedef genler ile

referans genlerin eksprese oldugu gozlenmistir.
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Yapilan istatistiksel analizler sonucunda hasta grubundaki PARPI geninin ekspresyon
seviyesi kontrol grubundaki PARPI geninin ekspresyon seviyesiyle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ancak DNA POL p geninin hasta
grubundaki ekspresyon seviyesi ile kontrol grubundaki ekspresyon seviyesi

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubunda cinsiyet, yas, birey sayis1 ve yiizdelik dagilimlar1

Cinsiyet Yas Birey sayisi Yiizdelik
(n) Dagihim (%)
Hasta Erkek >65 14 82,4
Grubu Kadin >65 3 17,6
Kontrol Erkek >65 12 54,5
Grubu Kadn >65 10 45,5

Fluorescence History
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Sekil 4.1. Light Cycler 480 II cihazinda gerceklesen RT-PCR amplifikasyon egrisi.
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Sekil 4.2. Hasta grubundaki 17 bireyin PARPI geni i¢in amplifikasyon egrileri.

Ct degerleri: 19,75-28,58.
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Sekil 4.3. Kontrol grubundaki 22 bireyin PARPI geni icin amplifikasyon egrileri.
Ct degerleri: 18,15-29,76.
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Sekil 4.4. Hasta grubundaki 17 bireyin DNA POL p geni i¢in amplifikasyon egrileri.
Ct degerleri: 20,06-25,44.
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Sekil 4.5. Kontrol grubundaki 22 bireyin DNA POL S geni i¢in amplifikasyon egrileri.
Ct degerleri: 18,14-25,33.
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Sekil 4.6. PARP1 geninin hasta ve kontrol grubundaki ekspresyon
degerleri. *p<0,05

DNA POL f8

Sekil 4.7. DNA POL p geninin hasta ve kontrol grubundaki ekspresyon
degerleri



Tablo 4.2. PARPI ve DNA POL f genleri i¢in caligma gruplarinin ortalama, standart
sapma ve p degerleri.

Genler Calisma Ortalama ve p Degeri
Grubu Standart Sapma
PARPI Hasta Grubu 1,11 +£0,79
Kontrol Grubu 1,7+0,9 Lt
DNA POL p Hasta Grubu 2,09 + 1,03 0175

Kontrol Grubu 2,2 +1,08

68



S.TARTISMA VE SONUC

Bircok norodejeneratif hastalikta oldugu gibi Alzheimer Hastaliginda da hastaligin
etiyolojisinde rol oynayan etmenler olduk¢a komplikedir. Her ne kadar nérodejeneratif
hastaliklardan sorumlu olan genlerin bir¢ogu ve karakteristik inkliizyonlar belirlenmis
olsa da noronal dejenerasyona neden olan molekiiler mekanizmalar tam olarak

aydinlatilabilmis degildir.

Hastaliklarin smiflandirma kriterlerinde yapilan deneysel caligsmalarla, nérodejeneratif
hastaliklarin, mitokondriyal disfonksiyon, sinaptik yeniden diizenlenmeler ve degismis
protein ifadesi gibi karmasik patojenik olaylarda ortak yolaklarini paylastigi

gorilmiistiir.

DNA hasarmna yol agan iskemi, ekzitotoksisite, inflamasyon ve toksinler gibi biyolojik
olaylar sonucunda PARP-1 aktive olabilmektedir. Bu aktivasyon sonucunda ise merkezi
sinir sistemi hastaliklariyla iliskin; kolaylastirilmis DNA onarimi, hiicre olimii ve
inflamasyon gibi farkl etkilerin ortaya ¢iktigr goriilmiistiir. Baz ekzisyon tamiri ve
diger DNA onarim yolaklarindaki hiicresel PARP-1 aktivitesinin kaldirilmas: ile
hiicrenin y 1smlar1 veya diger alkilleyici ajanlarla indiiklenen DNA hasarina karsi
duyarli hale geldigi daha onceki yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Ancak buna zit
olarak agir DNA hasar1 altindaki bir hiicrede PARPI geninin over-aktivasyonunun
hiicrede agir NAD" tiiketimine yol ac¢tig1, buna paralel olarak da NAD" ile ATP’nin
azaldig1 goriilmiistiir. Tiim bu proseslerin sonucunda ise hiicre dliimiiniin gdozlenmesi

kacinilmaz olmaktadir.

Literatirde DNA Polimeraz [ eksikliginin norodejenerasyona neden oldugu ve
Alzheimer Hastalig1 fenotipinde siddetli klinik bulgulara neden oldugu rapor edilmistir.
Bunun disinda DNA POL f’nin mayoz boliinme ve DNA’daki cift zincir kiriklarinin
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tamirinde yer almasi da Oonemli bir 6zelliktir. Bu hususta DNA POL f, sinapsis ve

rekombinasyon ile iliskili mayotik olaylarla iliskilendirilmistir (99).

Yapmis oldugumuz calismada PARPI geninin ekspresyon diizeyleri hasta grubunda
kontrol grubuna gore daha diisiik seviyede bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda ise anlamli bir fark tespit edilmistir. Hasta grubunda PARPI geninin
ekspresyon seviyesinin diisitk bulunmasmnin nedeni olarak; PARPI’in DNA tamirinde
Oonemli bir role sahip olmasi ve norodejeneratif hastaliklarin gelismesinde bu genin
islevsellik durumunun kaybi sonucunda hasta grubunda PARPI geninin ekspresyon
seviyesinin diisiik bulunmasi da olusturdugumuz hipotezle ve literatiirle uyumludur.
Ancak sadece ekspresyon diizeylerine bakilarak bireylerde Alzheimer Hastaligi
gelistirme riskinin oldugunu sdylemek dogru olmayabilir. Bunun yaninda DNA
dizileme tekniklerinin kullanilmasiyla hastalarda olusan delesyon/insersiyon gibi
mutasyonlarmin varligin tespit etmek de alternatif metodlardandir. Ancak bu deneyler

caligmamizdaki biitce sinir1 nedeni ile yapilamamastir.

Farkli dokulardaki mRNA ekspresyon profillerine bakildiginda kan ve beyin dokusunda
ekspresyon seviyelerindeki fark goze carpmaktadir. Calismamizda topladigimiz
materyal periferik kan Ornegi oldugu icin; post-mortem beyin doku Ornekleriyle
caligmak da bu asamalarda uygun olmadigi icin ¢aliymada birtakim kisitlamalar

mevcuttur.

Somatik veya germ-line mutasyonlarin incelenmesine ek olarak protein diizeyinde
caligma yapilmasi da daha net sonuclar ortaya konmasina yol acgabilir. Ancak

caligmadaki biitce sinir1 nedeni ile protein diizeyinde calismalar yapilamamustir.
Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilmis olsa da Orneklem

sayisinin genisletilmesiyle daha ne sonuglar ortaya konulmasi miimkiindiir.

DNA POL p geni icin mRNA ekspresyon seviyesi bakimindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark ortaya konamamistir. En basta orneklem sayisinin az olmasi (hasta
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grubu 17, kontrol grubu 22 bireyden olugmaktaydi) istatistiksel olarak anlamli bir sonug

elde edilmesine engel oldugu diisiiniilebilir.

Her iki genin de Alzheimer Hastaliginin patogenezinde etkin rol aldigi bilinmekle
birlikte, gen ekspresyon profillerinin belirlenmesinin yaninda sekans analizlerinin
yapilmast somatik ve germ-line mutasyonlarin tespit edilmesinde Onemli fayda

saglayacagi diisiiniilmektedir.

Ayrica yanlis anlamli (missense) bir mutasyon sonucu kodlanan proteinin hastalik
patogenezinde rolii olmakla birlikte, proteinin gec¢irdigi post-translasyonel
modifikasyonlar da bu siirecte onem teskil etmektedir. Ciinkil proteinin islevselliginde
proteinin gecirdigi konformasyonel degisimler proteinin hiicre i¢indeki aktivasyonlarini
etkilemektedir. Buna paralel olarak farkli sinyal yolaklarinin aktive olmasiyla hastaligin

patogenezi farkli bir sekil alabilmektedir.

Gelecekte Alzheimer Hastaligi ile iligkisi olan diger genlerin de tespit edilerek ve gerek
in vitro gerek in vivo’da genis ¢apl arastirmalarin yapilmasiyla Alzheimer Hastalarinin

tedavisinde yeni adimlar atilmasinin miimkiin hale gelecegi 6ngoriilmektedir.
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BIiLGILENDIRiLMiS HASTA GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

BIiLGILENDIiRME

“Alzheimer Hastalig'nda PARPI ve DNA Pol J mRNA ekspresyonlarmin
arastirtlmasi” isimli calismamiz bir arastirma c¢alismasidir. Arastirmamizin amaci
Alzheimer Hastalig1 etiyopatogenezinde rol oynayabilecek PARPI ve DNA Pol f
genlerinin ekspresyonunun iliskisi arastirmaktir. Arastirmaya Alzheimer (bunama)
Hastalig1 olan ve olmayan toplam 60 goniillii dahil edilecektir. Siz hasta grubuna dahil
edilmektesiniz. Arastirmaya katilmayir kabul eden goniilliillerden, klinik muayene
sonrasinda periferik kandan yaklasik olarak 10 ml kan 6rnegi alinacaktir. Elde edilen
kan orneklerinden Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal’nda
genetik analizler yapilacak ve veriler analiz edilerek bu hastalarda hedef gendeki
genetik degisiklikler belirlenecektir. Arastirma size zarar verebilecek herhangi bir risk
icermemekte, yapilacak olan testlerin insan sagligina zararl bir etkisi bulunmamaktadir.
Arastirmaya katilim tamamen istege bagli olmakla birlikte goniilliiler istedigi zaman, bir
cezaya ya da yaptirnma maruz kalmadan, hi¢cbir hakkini kaybetmeksizin, aragtirmaya
katilmayr reddedebilir veya arastirmadan cikabilir. Goniillillerin kimligini ortaya
koyacak kayitlar gizli tutulacak, arastirmanin sonuglarinin yayimlanmasi halinde bile
goniilliiniin kimligi gizli kalacaktir. Bu islemlerin hi¢cbir asamasinda sizden iicret talep
edilmeyecektir. Calismaya katildigmiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.
Calisma boyunca size herhangi bir baska girisimsel islem yapilmayacaktir. Ancak
yeterli DNA ve mRNA kalitesine ve miktarma ulasilamadig1 durumlarda sizden izniniz
dogrultusunda tekrar kan vermeniz istenebilir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Igne batmasma bagl olarak az bir ac1
duyabilirsiniz. Diisiik ihtimalle de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi
veya enfeksiyon riski bulunmaktadir.

Genetik testlerin getirebilecegi olas1 riskler: Genetik bilginin kullanilmasimna baglh
olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir. Size ait genetik bilginin
gizli kalmasi i¢in alman materyaller Erciyes Universitesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali’'nda muhafaza edilecektir. Materyaller ilizerinde kimliginizi agiga c¢ikaracak

herhangi bir bilgi yazilmayacaktir. Materyaller iizerine niimerik kodlama yapilarak



etiketlendirme yapilacaktir. Ancak yapilan testler sonucunda sizin veya ailenizin
fertlerinden birisinin ilerde bu hastaliktan etkilenebilecegi ortaya ¢ikabilir. Bu bilginin
ortaya ¢ikmasi sizi ekonomik ve sosyal yonden olumsuz etkileyebilecegi gibi hastalik
durumu sizi psikolojik yonden de etkileyebilir. Arastirma sonucundaki bilgileri sizin
disinizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin izniniz dogrultusunda olacaktir. Genetik
testlerin bir diger onemli riski de anne ya da babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir.
Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagl kalmacaktir.

Belirtilen durumlar arastirmada yasanabilecek potansiyel riskleri icermektedir. Bu
risklerden etkilenmemeniz i¢in ¢aligma siiresince alman materyalleriniz kilit altinda ve
bilgileriniz sifrelenmis dosya ve bilgisayarlarda muhafaza edilecektir. Caligma

sonrasinda sizden alinan materyal imha edilecektir.

Arastirma siiresince 24 saat ulasabileceginiz arastirmaci:
Sercan Kenanoglu

Telefon:0543 765 9534

GONULLU OLURU

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana ve
yakimima, konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama,
asagida adi belirtilen kisi tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimu,
istedigim zaman gerekgeli ve ya gerekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve
kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi
biliyorum. Bu formun bir niishas1 arastirmaci tarafindan bana verilmistir.

“So0z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin, kendi rizamla katilmay1

kabul ediyorum”.



Goniilliiniin

(Yakininin)

Adi1 Soyadt:
Imzas1:

Tarih:

Aciklamalar Yapan Kisinin

Adi1 Soyadt:
Imzas1:

Tarih:

Gerekiyorsa Olur Islemine Tamk Olan Kisinin

Adi1 Soyadt:
Imzast:

Tarih:

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin

Adi1 Soyadt:
Imzast:

Tarih:
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