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OZET

ALZHEIMER HASTALARINDA
PSEN1 GENi MUTASYON TARAMASI VE APOE
GENOTIPLENDIRMESI

Tugce KARADUMAN
Yuksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Hatice MERGEN
Ocak 2014, 117 sayfa

Demans, hatirlama, disunme ve akil yuratme becerisinde zamanla artan kayip
demektir. Yasli populasyonda en sik gorulen demans nedeni olan Alzheimer
Hastaligi (AH), yuksek siklikla genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi sonucu
ortaya ¢ikan nérodejeneratif bir hastaliktir. Daha nadir gorilen erken baslangigli
AH (EBAH), otozomal dominant Mendelyen gecisle belirlenen basit nedensellik
gosterir. Hastaligin en sik gorulen bigimi olan sporadik ge¢ baslangigh AH

(GBAH) ise multifaktoriyeldir, bu nedenle kompleks bir nedensellige sahiptir.

Presenilin-1 (PSEN1) geninde yanlis anlamli mutasyonlarin varhdi, EBAH
olgularinda agresif ilerlemeden sorumludur. Ailesel EBAH surecine yaptigi
katkilarin disinda PSEN1 proteininin, GBAH olgularinin buyuk ¢ogunlugunda
roli olup olmadigi agik degildir. Yapilan galismalar, PSEN1 proteininin yer
aldigr bu biyolojik yolagin olduk¢a onemli oldugunu ve bu yolaktaki

bozukluklarin GBAH patogenezine katkida bulunabilecegini distundirmektedir.

GBAH'da gen mutasyonlarinin mutlak belirleyiciligi yerine gen polimorfizmlerinin
risk olusturulmasi séz konusudur. Ozellikle genom capinda iligkilendirme
g¢alismalarinin yayginlagsmasi sonrasinda ¢ok sayida risk geni belirlenmisse de,
bunlarin hi¢biri GBAH igin bulunan ilk risk geni olan Apolipoprotein-E (APOE)'de

yer alan polimorfizmin sundugu risk duzeyine yaklagsamamisgtir.



Bu calisma kapsaminda, Alzheimer tanisi almis 30 hasta bireyde, PSEN1 geni
kodlayici bolgeleri DNA dizi analizi ile taranmistir. Ayrica hasta grubu ile
demans oOykusu bulunmayan 40 kontrol bireyde APOE €2, €3 ve ¢4

polimorfizmlerinin genotip ve alel frekanslari belirlenmistir.

Hasta grubunda PSEN1 geni kodlayici bolgelerinin DNA dizi analizi sonucunda
herhangi bir mutasyona rastlanmamisg, yalnizca PSENT intron 8 bdlgesinde
rs165932 (G/T) polimorfizm varligr belirlenmigtir. Polimorfizmin hastalikla
iligkisini degerlendirmek Uzere bu bolge saglkli kontrol bireylerde de DNA dizi
analizi yontemiyle incelenmigtir; ancak hasta ve kontrol gruplarinda rs165932
(G/T) polimorfizmine iligskin genotip ve alel frekanslari dagihmi agisindan farklilik

g6zlenememigtir (p>0.05).

Calismamizda €3/e3 genotip frekansi kontrol grubunda, €3/¢4 genotip frekansi
ise hasta grubunda anlamli dizeyde ylksek bulunmustur (p<0.05). €3 alel
frekansinin kontrol grubunda, €4 alel frekansinin ise hasta grubunda anlamli
dizeyde yuksek oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ailesinde demans Oykusu
bulunan AH bireylerde €4 alel varligi, demans dykusu bulunmayan AH bireylere

g6re anlamli derecede ylksek bulunmustur (p<0.05).

Hasta grubumuzda PSEN1 genotipleri dagilimi ve €4 aleli tasiyiciigi birlikte

degerlendirildiginde anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0.05).

Sonug olarak, ¢alismamiz kapsaminda, Alzheimer Hastaligi ile APOE ¢4 aleli
arasinda guclu bir baglanti varken, PSEN1 geni rs165932 (G/T) polimorfizmi ile

hastalik patogenezi arasinda bir iligki olmadigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer Hastaligi, genetik polimorfizm, mutasyon, PZR-
RFLP, DNA dizi analizi, PSEN1, APOE.
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ABSTRACT

SCREENING FOR MUTATIONS IN PSEN1 GENE AND
APOE GENOTYPING IN ALZHEIMER PATIENTS

TUGGE KARADUMAN
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice MERGEN
January 2014, 117 pages

Dementia means that the increasing losses of anamnesis, thinking and
judgment skills with the passing of time. Alzheimer’s Disease (AD) which is the
most common dementia reason in elderly population, is a neurodegenerative
disease and mostly appears as a combination of genetic and environmental
factors. Early onset familial Alzheimer's Disease (EOAD) is rare and shows
autosomal dominant Mendelian inheritance. The most common form of
Alzheimer’s Disease is late onset sporadic Alzheimer’s Disease (LOAD) which

is multifactorial, so it is more complex.

The presence of missense mutations in PSENT1 gene is responsible for
agressive progression of early onset familial Alzheimer’s Disease. It is not clear
that the role of PSEN1 on the most of LOAD case except the contributions to
familial EOAD. Recent studies show that the biological pathway in which
PSEN1 play role is quite important and defects in this pathway could contribute

to LOAD pathogenesis.

Instead of absolute determination of the disease by the gene mutations as in
EOAD, gene polymorphisms present risk for the development of disease in
LOAD. Although a large number of risk genes have already been shown for
LOAD, particularly after the multiplication of genome-wide association studies
(GWAS), none of them can approach the risk presented by the polymorphism of
the apolipoprotein E gene (APOE), the first risk gene found for LOAD.

il



In this study, PSEN1 gene coding regions were screened by using DNA
sequence analysis in 30 patients with Alzheimer's Disease. Additionally,
genotype and allele frequencies €2, €3 and €4 polymorphisms of APOE gene

were determineted in patient group and 40 controls without dementia story.

As a result of DNA sequence analysis any mutations have not been found in
PSEN1 gene encoding regions in patient group but rs165932 (G/T)
polymorphism was found in PSENT intron 8. To assess the relationship
between this polymorphism and AD, this region were screened by DNA
sequence analysis in the control group, but there is no significant differences in
rs165932 (G/T) polymorphism’s genotype and allele frequencies between

control group and patients (p>0.05).

In our study, the results showed that €3/e3 genotype frequency significantly
higher in the control group and €3/e4 genotype frequency significantly higher in
patient group (p<0.05). While statistically significant €3 allele frequency was
detected in the control group, €4 allele frequency were significantly higher
among the patients with Alzheimer’s Disease (p<0.05). When we compared to
AD individuals with familial dementia history and without familial dementia
history according to presence of €4 allele, €4 allele frequency were significantly

higher AD individual with familial dementia history (p<0.05).

When we consider together PSEN1 genotype distribution and €4 allele carriage

in our patient group, it was not found any significance between them (p>0.05).

Consequently, in our study, while there was a strong association between
Alzheimer’'s Disease and APOE ¢4 allele, there was no relation between

PSEN1 gene rs165932 (G/T) polymorphism and disease pathogenesis.

Keywords: Alzheimer’s Disease, genetic polymorphism, mutation, PCR-RFLP,
DNA sequence analysis, PSEN1, APOE.
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1. GIRIS

Alzheimer Hastaligi (AH), klinik olarak bellek, konusma, yuksek serebral iglevler
ve gorsel-uzaysal beceriler gibi birden ¢ok sistemi etkileyen, biligsel islevlerde
ilerleyici kayip ile seyreden, norolojik agidan sinaps ve noron kaybi, gliozis,
amiloid plak ve norofibriler yumak olugumlari ile karakterize nérodejeneratif bir
hastaliktir [1].

AH, yasa bagimli ve geri dontsimsuz bir beyin hastaligidir. Yaslh bireylerde
demansin (kisinin bilissel ve entellektlel iglevlerinin normal disi azalmasi) en
sik gorulen nedenidir. Toplum bazinda sikligi 65 yasin altinda % 4 iken, 85 yas

ve Uzerinde ise % 38 olarak bildirilmistir [2].

AH, daha cok kalitsal olan ve ailede birinci derece akrabalarda demans
go6rulmesiyle tarif edilen “Ailesel Alzheimer Hastaligi (AAH)” ve aile hikayesi

AT

olmaksizin kendiliginden olusan “Sporadik Alzheimer Hastaligi“ olarak ikiye
ayrilir. Ayrica baslangi¢ yasi 65 yas alti olan hastalik i¢in “ Erken Baslangigli
Alzheimer Hastaligi (EBAH)” tanimlamasi, baslangi¢ yasi 65 yas Ustl olan
hastalik icin “Ge¢ Baslayan Alzheimer Hastaligi (GBAH)” tanimlamasi
kullaniimaktadir [3]. GUnumuzde AH igin kalitim durumuna goére, otozomal
dominant gegcigli ailesel AH, Mendel kalitimina uymayan ailesel yigiima

gosteren AH ve sporadik AH olmak Uzere U¢ formda gruplandirma mevcuttur
[4].

AHIn patolojisi, klinik ilerlemesi ve teshis-tedavi sureci ile iligkilendirilmis
faktorler ve bu faktorlerinin olusumunda rol oynayan genetik mekanizmalar son

yillarda aragtirmalarin ilgi odagi olmustur [4].

AH, kompleks genetige sahip bir hastaliktir. GUnimuze kadar AH’In genetik
temelinde yer aldigi dusunulen dort lokus kesin olarak tanimlanmistir. Bunlar
21.kromozomdaki amiloid prekursor protein (APP), 14 kromozomda yer alan
presenilin-1 (PSENT1), 1.kromozomdaki  presenilin-2  (PSEN2) ve
19.kromozomdaki apolipoprotein-E (APOE) lokuslaridir [4].

PSEN1 dokuz transmembran birimi tasiyan bir proteindir ve vy-sekretaz
kompleksinin katalitik bilesenidir. Presenilin-1 proteininin fonksiyonlari, y-

sekretaz bagdimli ve y-sekretaz bagimsiz fonksiyonlar olmak Uzere ikiye



ayrilmistir. y-sekretaz badimli fonksiyonlarina APP ve Notch islenmesinde
ardigik ayrim sureci ornek gosterilebilirken, y-sekretaz bagimsiz fonksiyonlari
ise Wnt sinyal yolaginda [-katenin stabilizasyonu, kalsiyum homeostazisinin

dizenlenmesi ve sinaptik gegis etkilesimleri gibi sUrecleri kapsamaktadir [1].

Presenilin-1'in en iyi bilinen rolu beyin ve diger dokularda uretimi gergeklestirilen
APP’nin islenme surecindeki roludur. Arastiricilar PSEN1’in APP’yi daha kuguk
peptidlere bolmek Uzere bagka enzimlerle birlikte ¢alistigini ileri sirmektedir. Bu
peptidlerden bir tanesi ¢ozunebilir amiloid beta peptit iken (sAPP-AB-40), bir
digeri AH patolojisinde yer alan amiloid plaklarin temel bileseni olan daha toksik
forma sahip amiloid beta (AB-42)'dir [5].

Erken baslangich ailesel Alzheimer hastaligina sahip bireylerde 180°den fazla
PSEN1 mutasyonu tanimlanmistir [6]. Tum durumlarin % 70’inden fazlasinda

etkili olan PSEN1 genindeki mutasyonlar, ailesel EBAH'In en yaygin nedenidir
[3].

Ailesel EBAH surecine yaptigi katkilarin diginda PSEN-1 proteininin, GBAH
olgularinin blyuk c¢ogunlugunda roli olup olmadigi acik degildir. PSEN1
geninde vyanlis anlamli mutasyonlarin varligi, EBAH olgularinda agresif
ilerlemeden sorumludur. Bu gozlemler PSEN1 proteininin yer aldidi bu biyolojik
yolagin olduk¢a onemli oldugunu ve bu yolaktaki bozukluklarin AH
patogenezine katkida bulundugunu gostermektedir. Presenilinlerin  yeni
metabolik yolaklardaki gorevleri ortaya c¢ikarildiginda GBAH olgularina olan

etkisi de daha net belirlenecektir [5].

Baglica karaciger tarafindan sentezlenen ve kolesterol tasinmasinda gorevli
olan bir plazma proteinini kodlayan APOE geni €2, €3 ve €4 olmak Uzere Ug ayri
alelik forma sahiptir. Sporadik AH ile APOE ¢4 aleli arasinda gugclu bir baglanti
oldugu pek c¢ok caligmada gosterilmigtir. €4, AH riskini doza bagli bir sekilde
artirir ve hastalik baslangi¢ yasini dusurir. €4 heterozigotlarinda (€2/e4 ve
€3/e4) AH riski, €4 tasimayanlara (€3/€3, €2/€3 ve €2/€2) gore 2-3 kat artmistir.
Ote yandan, €4 homozigotlarinda ise, hastalik €4 heterozigotlarina goére daha
erken yasta baglar. €¢4’'Un AH patogenezindeki rolu tam anlamiyla ortaya
konamamistir; ancak hem amiloid 'nin patolojik saperonu olarak “senil plak

olusumunda” hem de tau proteininin patolojik hiperfosforilizasyonuna katkida



bulunarak “ndérofibriler yumak olusumunda” rol oynadigina iligskin kanitlar vardir.
Apo-E’nin noronal plastisite, rejenerasyon ve onarimda rol oynadidi, bu
islevlerde €4’Un, €2 ve €3’e gore daha basarisiz olduguna iligkin kanitlar da
mevcuttur. Kafa travmasi, serebrovaskiler hastalik gibi beyin hasarlarindan
sonra €4 tasiyicilari daha koti prognoz gosterirler. APOE €4 varhdi, AH
patolojisine katkida bulabilecek bir dizi faktor (dusuk glukoz kullanimi,
mitokondriyel anomaliler ve hlcre iskelet bozukluklari) ile iligkilidir [7].

Bu calismada, Alzheimer tanisi almig 30 birey ve ayni yas grubunda yer alan,
demans Oykusu bulunmayan 40 saglikli bireyde AH'In 6zellikle ailesel erken
baslangicl formu ile iligkili olan PSEN1 geninin kodlayici bélgelerinde mutasyon
taramasi yapilmasi ve AH’ a yatkinlik ile iligkili olan APOE genine ait €2, €3 ve

€4 alellerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Son yillarda yapilan ¢ok sayida arastirma sonucunda hastaligin klinik ézellikleri,
noropatolojisi, genetigi ve tedavisi hakkinda yeni bilgi birikimleri olugsmustur.
Alzheimer Hastaligi ile iligkili olan genlerin ve bunlarin etkilerinin arastiriimasi
yalnizca tedavi yaklagsimlari igin yeni ipuglari saglamakla kalmayacak, geri
doénusumsuz hastaligin erken teshisi ve ilerlemesinin dnlenmesi igin énemli bir
on kosul olan bu yeni genetik yatkinlik profilleme stratejilerinin gelismesine

katkida bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Demans ve Alzheimer Hastaligi

Demans kelimesi Latince "mens® (zihin) kelimesinden turetilmistir. Bu terim
‘kisinin biling diginda olmasi’ anlamina gelir ve Kiginin daha dnceki durumuna
oranla bilissel ve entelektuel islevlerinde meydana gelen azalmayi anlatmak
amaciyla kullanilir. Demans yaglanmanin dogal bir sonucu degildir, bir hastalik
olarak kabul edilir ve normal yaslanma ile gorulen biligsel ve psikolojik
degisikliklerden ayirt edilmesi gerekmektedir [8]. Alzheimer hastaligi (AH), en
sik goérulen demans nedeni olup, tum demans vakalarinin % 50-70Q’ini

olusturmaktadir [9].

AH, 1907 yilindan bu yana bilinen, biligsel iglevlerde bozulma , gunlik yagsam
aktivitelerinde azalma, davranigsal ve psikolojik bozukluklarla sonuglanan
ilerleyici bir nérodejeneratif hastaliktir. Kesin tani, progresif demans bulgulari
olan vak’alarda biyopsi ya da otopsi ile AH’a 6zgu, noérofibriler yumaklar, norotik
plaklar, sinaps kaybi, néron kaybi, granulovakuolar dejenerasyon ve Meynertin
bazal nukleus’unda kolinerjik hucre kaybi ve aterosklerotik degisiklikler gibi

patolojik bulgularin saptanmasi ile konulabilir [9].

Hastaligin klinik olarak ortaya c¢ikarilmasi ise degiskendir. Alzheimer hastalari
klinik olarak incelendiginde, yeni bilgileri 6grenmek veya daha once 6grenilmis
olan bilgiyi hatirlama becerisinde bozulma, konusma bozuklugu (érnegin; dogru
kelimeyi bulma gulgligu), motor iglevlerin korunuyor olmasina ragmen motor
etkinliklerinin yapilamamasi, duyu iglevleri korunuyor olmasina ragmen obijelerin
taninamamasi, planlama, organizasyon, dikkati odaklama, gorinimun altinda
kalani kavrama gibi islevlerde bozulma oldugu goézlenmektedir. Bu belirtiler
Kisinin sosyal ve mesleki yasaminda hastallk Oncesine godre belirgin
bozulmalara neden olur. Hastaligin en ileri evresinde Alzheimer hastasinin 24
saat bakima ihtiyaci olabilir. Hastalar, beslenme, temizlik, tuvalet ihtiyacini dahi

kargilayamayacak duruma gelebilmektedirler [2].

AH, baslangic¢ yasi ve kalitim durumuna gore gruplandirilabilir. Olgularin % 90’1

65 yasin Uzerinde ve sporadik olarak ortaya c¢ikar. Olgularin % 10’unu ise 30-65



yaglari arasindaki hasta grubu olusturur. Bu durum genellikle aileseldir ve

otozomal dominant kalitim bigimine uygunluk gostermektedir [10].
2.2. Alzheimer Hastaligi’nin Epidemiyolojisi

Demans hastaliklari populasyonlarda ilerleyen yasla birlikte artmaktadir.
Yapilan bir galigmada, yasliliktaki demans prevalansinin Kuzey Amerika ve Bati
Avrupa’da % 6,4-% 5,4 ile en yuksek degere sahip oldugu, bunlari Latin
Amerika (% 4,9) , Cin ve gelismekte olan Bati-Pasifik komsularinin (% 4) izledigi
gorulmastur. Bu ulkelerdeki yillik insidans oranlari ise, Kuzey Amerika icin %
1.05, Bati Avrupa icin % 0.88, Latin Amerika i¢in % 0.92, Cin ve gelismekte olan
Bati-Pasifik komsulari icin % 0.8 olarak belirlenmistir. Demans hastalarinin

yarisindan fazlasinin AH ile iligkili oldugu bildirilmistir [11].

AH, yagla ilgili demansin en yaygin formudur, prevelansi ve insidansi yas ile
oldukga baglantilidir. Amerika Birlesik Devletleri’nde gergeklestirilen ¢alismada,
AH prevelansinin 65 yasin altinda % 4, 65-74 yas arasinda %13, 75-84 yas
arasinda % 44 ve 85 yasin uzerinde % 38 oldugu belirlenmistir. Hastaligin
insidansi 60-70 yas grubunda %1 iken, 85 yasin Uzerinde insidans % 6-8dir.
Dunyada 24,2 milyondan fazla Alzheimer hastasi birey oldugu ve her yil 5
milyonun Uzerinde yeni vak’a rapor edildigi bilinmektedir [3]. Ulkemizde yapilmig
kapsamli epidemiyolojik bir ¢alisma bulunmamakla birlikte yaklagik 500 bin

Alzheimer hastasi bulundugu tahmin edilmektedir [12].

Hastalarin yasam siresi, prevelans ve insidans oranlari ile iligkilidir. AH’In
baglangicindan sonra ilerlemesi 2 ile 16 yil arasinda degismekle birlikte,
ortalama yasam suresi yapilan son ¢alismalarda 3-7 yil olarak belirtilmigtir. AH,
ABD’de genel 6lum nedenleri arasinda 6. sirada iken, 65 yas ve Uzerindeki

bireylerin 6lim nedenleri arasinda 5. siradadir [2].
2.3. Alzheimer Hastaligi’nin Noropatolojisi ve Patogenezi

Alzheimer Hastaligi'nda histopatolojik olarak amiloid plak (AP) ve norofibriler
yumak (NFY) olusumu, sinaps ve noron kaybi ve beyinde belirgin bir atrofi
mevcuttur. Her iki lezyon da, hem normal yaslanmada hem de bazi bagka
ndrodejeneratif hastaliklarda goérulebilir; ancak AH’in kesin tanisi igin lezyonlarin
belirli bir noroanatomik dagiiim gostermesi ve belirli bir miktarda olmasi
gerekmektedir [13] [Sekil 2.1.].
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Sekil 2.1. AH ndropatolojisinde goérulen amiloid plak ve norofibriler yumak

olugsumlari. 23 numarali kaynaktan degistirilerek alinmigtir. [23]

Normal bir insanda, altmisli yaslardan itibaren, neokortekste plaklar ve limbik
sistemde de NFY’ler olusmaya baslar. Ancak c¢alismalar NFY’lerin neokortekste,
AP’lerin ise limbik sistemde ve norotik plak olarak gorundr olmalarinin AH igin

%100’e yaklasan duyarhlik ve 6zgullik gosterdigini ortaya koymustur [13].
2.3.1. Norofibriler Yumaklar ( NFY )

NFY’lerin temel bileseni ‘hiperfosforile tau’ proteinidir. tau proteini 17.
kromozomda vyerlesik mikrotubul-iligkili proteinler (MAP) ailesinden bir
proteindir. Mikrotlbul stabilizasyonu, hicre iskeletinin butinligt ve aksonal
transportta 6nemli rol alir. AH patogenezinde, hiperaktif kinazlar ve /veya
hipoaktif fosfatazlar tau proteininin hiperfosforilasyonuna yol acarak
mikrotubullere baglanma yetenegini bozarlar. Baglanmamis fosforile tau,
¢ozlinmeyen ¢ift sarmal filamentlere polimerize olur ve bu siuregte yeni olusan
modifiye form toksik olabilir. Etkilenmis ndéronlar normal tau proteini
sentezleyerek ve anormal hiperfosforile edilmis tau proteinini norofibriler aglara
sararak ve kivirarak filament uzamasina neden olurlar ve toksik tau proteinine
tepki gosterirler. Bu olusumlar zaman igerisinde noéron igi NFY’ler haline gelir.
NFY olusumu sonunda hucre iskeletinin buatunluginu ve aksonal transportu

bozarak hucre 6lumune neden olur [14].



Ailesel AH’daki mutasyonlarin tau proteini dizeyinde degil, amiloid beta (AB)
dizeyinde artisa neden olmalari, AH-dis1I ndrodejeneratif hastaliklarda da tau
proteininin bulunmasi, AH fizyopatolojisinde tau’nun Onemini tartismaya
agmaktadir. Bununla birlikte beyinde anormal tau birikiminin nérodejeneratif
etkisi kanitlanmistir [15]. Bu protein ve bununla iligkili sinyal yolaklari AH igin

onemli terapotik hedeftirler [16].
2.3.2. Amiloid Plaklar (AP)

AH’deki ikinci temel noropatolojik degisiklik olan amiloid plaklar (AP) farkh
morfolojik yapida olabilir; ancak ana bileseni amiloid beta peptittir (AB). AB, 40-
42 amino asitten olugsan bir peptit olup, 21. kromozomda kodlanan bir
transmembran protein olan amiloid prekursér protein (APP)den proteolitik
kesimi ile olusur [17]. Baska bir deyisle AB, APP’nin metabolizma
artnlerindendir. APP knock-out farelerde dnemli bir morbidite ya da mortalite
g6zlenmemekle birlikte, APP’nin norotrofik ve noéroprotektif aktivitesi

olabilecegini belirten galismalar mevcuttur [18].

Batun transmembran proteinlerde oldugu gibi APP’nin de hicre igi karboksi ucu,
membran igerisinde seyreden 28 amino asitlik bolumua ve hicre digi amino ucu
vardir. AB, APP’nin membran igi 28 amino asitlik bolgesini de igceren bir
parcasidir. APP bir dizi proteolitik enzimle kesilerek metabolize edilir. a-
sekretaz, APP’yi amiloid B’nin yaklasik ortasindan keser ve bu kesim
sonucunda amiloid B yerine sAPP adi verilen hicre-disi yeni bir protein
meydana gelir. Bu molekilin hicre kultarlerinde néronlar Gzerine noérotrofik
olumlu etkileri oldugu gosterilmistir. Diger iki sekretaz (B-sekretaz ve y-
sekretaz), APP’yi amino ucundan (B-sekretaz) ve karboksi ucundan (y-sekretaz)
bdler ve Urln olarak AB olusur. Olusan AB’ler 40-42 amino asit uzunlugundadir
ve bunlardan daha fazla amiloidojenik olani 42 amino asitlik form olup ilk ¢coken
de odur [19]. Cokelme surecini takiben A, diffuz ve norotik plaklar seklinde
parankimde ve kan damarlarinda birikir. Bu durum amiloid kaskad hipotezi
olarak tanimlanir [20] [Sekil 2.2.]. Erken demansi olan olgularin, beyin dokulari
ve beyin omurilik sivisi (BOS)’ nda artmis AB-42 ve amiloid oligomerleri bulunur.

Bu yapilarin miktarlari biligsel dizeyde azalma ile iligkilidir [21].



APP islenmesi, AR olusumu ve amiloid kaskad hipotezi
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Sekil 2.2. Amiloid kaskad hipotezi. 20 numarall kaynaktan degistirilerek
alinmigtir. [20]

AB oligomerleri ve plaklar etkili sinaptotoksinler olup, proteazom fonksiyonunun
ve mitokondrial aktivitenin engellenmesine neden olurlar; ayrica hucreigi
kalsiyum dlzeyini degistirdikleri ve c¢esitli inflamatuvar  sureglerin
dizenlenmesinde etkili olduklari da bilinmektedir. Ap’nin normal fizyolojik
fonksiyonlarinin  kaybinin  néronal disfonksiyona da neden oldugu
dusunulmektedir. AB, mikrotubul iligkili tau proteininin fosforilasyonunu
dizenleyen sinyal yolaklari ile etkilesir. Ayrica, hiperfosforile tau proteinlerinin

proteozomlar tarafindan yikiminin inhibisyonu AR tarafindan gergeklestirilir [16].

AB, normal néronlar tarafindan dretiimekle birlikte, AH patogenezinde néronal
lizozomlarda ¢ok miktarda biriktigi gosterilmistir. Normal kosullarda AB’nin
baylk c¢ogunlugu, ekstralizozomal olarak lokalize olurken, oksidatif stresin
makrootofaji aktivasyonu yoluyla intralizozomal AR icerigini artirdigi ileri
surtlmektedir. Bu nedenle hasarli AR saliniminin ve AR’nin intralizozomal
artisinin AH patolojisine katkida bulundugu dusunulmektedir. Bununla birlikte
AB ’'nin néronlarda nasil dagiim gosterdigi ve AB saliniminin inhibisyonunda

etkilenecek yolaklarin neler olabilecegi acgik degildir [24].
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Sekil 2.3. AH patogenezinde amiloid plak ve noérofibriler yumak olusum

mekanizmasi. 22 numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir. [22]

AP’ler ve NFY’ler arasindaki baglantiyr anlamak, AH patogenezini anlamak igin
kesinlikle gereklidir ve muhtemelen AH fizyopatolojisindeki en buyuk bilinmezi
olusturmaktadir [Sekil 2.3.]. Varsayilan baglantilardan biri, apoptoz baglaticilari
olan sistein aspartil proteazlarini (kaspazlar) igcermektedir. Giderek artan
kanitlar, AB protein birikiminin kaspazlarin aktivasyonunu tetikledigi, boylelikle
tau proteininin kaspaz tarafindan indiklenen bolinmesine sebep oldugunu ve
bu islemin erken AH’da oldugunu dusundurmektedir. “tau” proteininin bdlinmesi

NFY olusumunda kritik bir olay gibi gérinmektedir [25].

Bir baska hipoteze gore NFY ve AP’ler birbirinden bagimsiz olup, AH
patogenezinin aracilari degil, sonu¢ drunleri olarak islev gormektedir. Bu
hipoteze gore AH, genetik ve cevresel etkilerle yasam boyunca artarak biriken,
plastisite yUkdnun artik kaldirnimaz olmasi nedeniyle, normal yaslanma
stirecinden sapmanin sonuglaridir. Ozellikle plastisite yikunin yiiksek oldugu
bolgelerde kinaz-fosfataz dengesinin bozulmasi, fosforillenmis tau proteininin
defosforilasyonunun saglanamayarak patolojik katlanmasina ve oligomerlere
dénusmesine neden olmaktadir. APP ise néronal plastisitedeki roli deneysel
olarak gosterilmis bir transmembran proteindir. APP proteolizi sonucunda
kesilen Urin olan sAPP’nin de norit bluyumesi ve uzun sureli potensiasyon

(LTP) ’deki rolu bilinmektedir. Buna karsilik 8 ve y-sekretazlarla alternatif kesim



sonucu olusan AP fragmani oldukg¢a nérotoksiktir, aksonal tomurcuklanma ve
LTP’yi inhibe eder.

PSEN1’in, Notch ile etkilesiminin erigkin beyninde plastisite yukseltici etkileri
gosterilmistir. PSEN1 mutasyonlari, APP proteolizini AR yoluna kaydirmanin
yani sira Notch ile etkilesim gostermeyen bozuk UrUnlere yol acarak da

plastisite potansiyelini baskiliyor olabilir [13].

immiinohistokimyasal calismalarda  apolipoprotein-E  (Apo-E)nin  hem
norofibriler yumaklar hem de amiloid plaklar ile iligkili oldugu saptanmistir [26].
Kolesterol ve fosfolipidlerin hicrelerarasi naklinde rol oynayan ve dolayisiyla
aksonal buyume ve sinaptogeneze katkida bulundugu dusunulebilecek Apo-E
plastisite ile de iligkilidir. Buna gore Apo-E4 plastisiteyi baskilarken E2 ve E3
yukseltici etki gostermektedir [13].

NFY’ler ve AP’lerin yani sira; gliozis, inflamasyon, ndron ve sinaps kayiplari,
kortikal kolinerjik innervasyon ve diger norotransmitter sistemlerinde kayiplar

AH noropatolojisinin bilesenlerini olustururlar [14].
2.4. Alzheimer Hastaligi’nin Klinik Ozellikleri

AH, yasa bagimli ve geri donlisumsiz bir beyin hastaligidir. Hastaligin
baslangicinda kisa donemli hafizada asamali ve ilerleyici bir yikim goraltr ve bu
yikim davranis ve karakter degigiklikleri ile ilerleyerek, diUguinme, karar verme ve
konusma gibi diger bilissel alanlari da etkileyerek en sonunda zihinsel
fonksiyonun vyitirilmesine, bireyin gunlik aktivitelerini yapamaz hale gelmesine
neden olur [27]. Kesin Alzheimer tanisi, biyopsi veya otopside alinan doku
incelemesi ile patolojik olarak konabilir. Klinikte konulan tani ise olasi Alzheimer
hastaligi tanisidir. Bununla birlikte, hasta dykusu, fizik ve ndérolojik muayene,
ndropsikolojik testler, gorintileme yontemleri ve laboratuvar incelemeleri ile
yuksek oranda (% 85-90) dogrulukla klinik tani koymak mimkuindir [9]. 2001
yiinda Amerikan Noroloji Akademisi tarafindan yayinlanan bir rehberle
Alzheimer hastaligi icin standart tani kriterleri ve degerlendirme metotlari
belirlenmistir. Bu rehberde, tani kriterleri olarak gelistirilen Uluslararasi Noérolojik
ve Bilissel Hastaliklar Ulusal Enstitiisi, inme, Alzheimer Hastahg ve iligkili
Hastaliklar Birligi (NINCDS-ADRA) ve Tanisal ve istatiksel El Kitabi-IV (DSM-

IV) kriterlerinin kullanimi guvenilir bulunarak onerilmektedir [Sekil 2.4.] [9].
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A. Asadidakilerden her ikisinin bulunmasl ile belirli godul kognitif defisit gelismesi
1. Bellek bozuklugu (yeni bilgiler dgrenme ya da daha Gnceden tgrenilmis bilgileri amimsama yetisinde bozulma)
2. Asagjidaki kognitif bozukluklardan birinin ya da daha fazlasinin bulunmasi
a. Afazi (dil bozuklugu)
b. Apraksi (motor iglevlerde bozukluk olmamasina ragmen motor aktiviteleri yerine getirmede bozukluk)
¢. Agnozi (duyu islevlerinde bozukluk olmamasina kargin nesneleri taniyamama ya da tanimlayamama)
d. Yonetsel islevlerde bozukluk (organize etme, siraya koyma, tasarlama, soyutlama)
B. Ay ve A, tani dlcitlerindeki kognitif bozukluklanin kiginin toplumsal, sosyal ve giinlilk islevselliginde bozulmaya ya da Gnoeki iglevsellik diize-
yinde azalmaya sebep olmasi
C. Hastaliin yavas, sinsi, agama asama olugu ve siirekli bir kognitif azalma

D. Hastanin kognitif kapasitesindeki azalmanin santral sinir sitemini ilgilendiren hastaliklara (serebrovaskiler olay, Parkinson hastalig, subdural
hematom, beyin tiimord, hidrosefali....), demansa yol acabilecek sistemik durumlara (hipotiroidizm, vitamin By eksikligi, hipoglisemi....) ya da

madde bagimliligina bagh olmamasi
E. Hasta deliryum tablosunda olmamali
F. Hastanin klinik durumu baska bir psikiyatrik bozuklukla (sizofreni, majéir depresyon,...) aciklanamamalidir

Sekil 2.4. AH tanisinda DSM-IV kriterleri [9].
2.5. Alzheimer Hastaligi’nin Etiyolojisi

Ozellikle GBAH olgularinin etiyolojisi multifaktériyeldir. Cevresel faktdrler ve bu
faktorler ile genler arasindaki etkilesimler; AH gelisimi ic¢in risk faktorlerini
belirlemekte, hastaligin baglangi¢ yasini ve ilerleme surecini dizenlemektedir.
Bu faktorlerin ¢ogunun surece gergek katkisi, dnemi ve etkilesimlerinin
aydinlatiimasi gerekmektedir [28] [Sekil 2.5.].

Yasa Bagimh N6rodejenerasyon

Bireysel
karakteristikler
-Yas
- Genetik
- Cinsiyet
- Kafa travmasi +
- Down sendromu
<Egitim dizeyi
-Kardiyovaskuler
hastalik

- ROT olusumu

- Oksidatif stres

- Kronik
noroinflamasyon

- Serebrovaskuler hasar

= AR birikimi

- Noron hasari/kaybi

Alzheimer Hastahgi
- Amiloid plak
- Norofibriler
yumak
- Hafiza kaybi
- Motor
bozukluklar

Sekil 2.5. AH etiyolojisi. 29 numarali kaynaktan degistirilerek alinmistir. [29]
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Alzheimer Hastaligi’'nda yas en dnemli risk faktortdur. Hastaligin prevelansi 65

yasin altinda nadirken, 85 yasin Uzerinde yaklasik % 50’ye ulagmaktadir [2].

Kadinlarda AH’In daha sik goéruldugu birgok calismada bildirilmigtir. Kadinlarda
g6zlenen Omuir sdresinin uzunlugu veya genellikle daha dusik egitim
seviyelerine sahip olunmasinin bu orani artirdigi 6ne surulmusse de, yas ve
egitim faktorlerinin goz ardi edildigi lojistik regresyon analizi modellerinde de
kadinlarda demans riskinin arttigi gosterilmistir. Ostrojen eksikligi ve menapoz
yasl gibi faktorler ile AH iligkisi arastirilmig; ancak net bir iliski ortaya
konulamamistir.  Ostrojen  eksikliginin  serebral kan akimi, ndronlarin
dizenlenmesi, glial htcrelerin gelisimi ve APOE ekspresyonu gibi suregleri
etkileyebilecegi bildirilmistir. Ostrojenin  APOE €4 heterozigotlarda €4’Un
ekspresyonunu inhibe ederek demans basglama yasini geciktirebildigi ileri
surtlmastir [30]. Ancak 2003’te yayinlanan ‘Women’s Health Initiative’
g¢alismasinin verilerine gore ostrojen kullanan bireylerde demans riskinin arttigi
tespit edilmis olup, AH tedavisi veya onlenmesinde kullanilmasi 6nerilmemistir
[31].

Aile 6ykusu, AH riskinin degerlendiriimesinde oldukga anlamlidir. Birinci derece

akrabalarda AH varligi demans gelisme riskini 3 kat artirmaktadir [32].

AH’da muhtemel risk faktorlerinden duguk egitim duzeyinin, hastalik insidansini
1,5 kat artirdigi bildirilmigtir [33].

35 yasin Uzerindeki Down sendromlu olgularda, AH gelisim riski yUksektir. Bu
olgularda, Alzheimer hastalarinin beyinlerindeki patolojik lezyonlara benzer

lezyonlarin gelistigi rapor edilmigtir [34].

Yas, cinsiyet, aile dykusu ve Down sendromu gibi klasik risk faktorlerinin yani
sira, hipertansiyon, diabetes mellitus, dislipidemi, dislik sosyoekonomik duzey,
inflamasyon, oksidatif hasar, beslenme yetersizlikleri, homosistein yuksekligi,
vitamin B12 eksikligi, hipotroidi, inme, infeksiyonlar gibi ¢ok sayida minor risk
faktord son yillarda tanimlanmaya baslanmistir. Turkiye’de yapilan bir
calismada Ulkemizde AH gelisim risk faktorleri incelenmis ve lojistik regresyon
analizlerinde cinsiyet, yas, vitamin kullanimi ve depresyon varliginin bagimsiz

risk faktorleri oldugu saptanmigtir [35].
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Norotoksinler, glutamat, organik ¢ozuculer, endustriyel boyalar, aliminyum,
demir, bakir, ¢inko, kursun gibi bazi metallerin AH riski ile iligkili oldugu 6ne
surtlmastir; ancak kesin bir baglanti ortaya konulamamistir. Bununla birlikte
epidemiyolojik kanitlar beyinde metal duzeylerinin yukselmesinin, AH’In

ndrodejeneratif strecin gelisimi ve ilerlemesiyle iligkili oldugunu gdstermektedir.

Glutamat, etkisini N-metil-D-aspartat (NMDA) Gzerinden gerceklestiren ve hucre
ici serbest radikalleri artiran bir eksitotoksindir. AH igin risk faktorleri arasinda

gosterilir ve patogenezde suglanmaktadir [1].

Aliminyumun AH’daki roll yillardir arastiriimaktadir. Gergeklestirilen yeni bir
calismada, yasl hastalarin beyinlerinde hipokampal CA1 ndronlarinin erken
norofibriler yumaklarinda aluminyum belirlenmigtir; ancak etki mekanizmasi
tartismalidir [1].

Beyinde demir birikimi, AH patofizyolojisinde 6ne surllen baska bir 6nemli
mekanizmadir. Asiri demir, serbest radikallerin olusumunu destekler, bu da lipid
peroksidasyonu ve norotoksititeye yol acar. Tum bu degisiklikler hucre
membran hasari ve hidcre olumuyle sonuglanir. AH’a sahip bireylerin
beyinlerinde demir konsantrasyonu demansa sahip olmayan kontroller ile
karsilastirildiklarinda 6nemli derecede ylksek c¢ikmistir. Ozellikle parietal
korteks ve hipokampusda demir birikimi, AH'In erken basamaklarinda

hastalardaki biligsel bozuklugun siddeti ile pozitif baglanti i¢cindedir [1].

Cinkonun ¢okelen AB proteini ile biriktigi ve inflamatuvar cevabin kontrolinde rol
oynadi§i rapor edilmistir. Ozellikle sitokin ekspresyonunun c¢inko varlig

tarafindan duzenlenebildigi bulunmustur [1].

Yeni bir calismada kemirgenlerde yasamin erken evrelerinde kursun
maruziyetinin, sonraki slrecgte amiloidogenez surecini tetikledigine isaret
edilmektedir. Bu maruziyet AH patolojisi ile iligkili AB proteinlerinin artigi ile

sonuglanir [1].

Yapilan bir c¢aligmada clioquinol (CQ) gibi in vitro metal ligandlarin bakir
dizeyini artirdigini géstermistir. Hlcre icgi bakir dizeyindeki artig, hicre disi AB-
40 ve AB-42 duzeyinde dramatik ve hizli sekilde disltse neden olur [1].

Kolesterol AH’deki amiloid plaklarin olusmasi ile yakindan iligkilidir. Kolesterol

dizeyi ile fazla APP olusumu arasinda iligki gosterilmis, statinlerle kolesterol
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seviyesinin dusurtilmesinin AH olugma riskini % 70 azalttigini éne suridlmagtir
[36].

Vaskiiler faktérler ve AH iligkisi son yillarda giderek 6nem kazanmaktadir. inme
varhgdi vaskuiler demansin yani sira AH igin de 6énemli bir risk faktérudur [37].
Diyabetin AH igin bir risk olmadigini veya dusuk bir risk oldugunu belirten
calismalar mevcuttur. Hipergliseminin amiloid depolanmasini ve agregasyonunu
artirabilecegi, NFY’lerde glikozillenmig son drunlerin varligi gibi bulgularla
diyabet ve AH iligkisi agiklanmaya c¢alisiimigtir. Diger taraftan, diyabetiklerde sik
gelisebilen hipoglisemilere bagli néronal hasarin demans geligimini
tetikleyebilecedi dusunullr. Diyabetin gergek bir risk faktéri mi oldugu yoksa
yol actigi vaskuler sorunlar ve eslik eden hipertansiyon, dislipidemi ile dolayli

olarak mi1 AH riskini artirdigi henuz bilinmemektedir [38].

Hipotiroidinin de AH riskini artirdidi bildirilmistir. AH bireylerin hipokampusinde
TSH serbestlestiren hormon (TRH) konsantrasyonunda azalma saptanmis,
TRH’nin hipokampuste proteinlerin fosforilasyonunu duzenledigi ve boylelikle

AH patogenezinde yer alabilecegi 6ne surtlmuagstur [39].
2.5.1. Alzheimer Hastaligi’nda Genetik Risk Faktorleri

AH’de genetik faktorler, buylk oranda hastaligin gelisimi icin ¢evresel faktorlere
bir yatkinlik zemini olusturan risk faktoru niteligindedir. Genetik ve gevresel
faktorlerin karmasik bir etkilesimi ile AH olusur. AH’li olgularin ¢gogu sporadiktir
ve tum Alzheimer olgularinin % 5’e ulasan bir orani kalitsal olma (basit Mendel

kalitimi ile otozomal dominant gegis) 6zelligi tasir [40].
2.6. Alzheimer Hastaligr’'nin Genetigi

Tek yumurta ikizlerinde gerceklestirilen calismalar % 18 - 41 arasinda degisen
konkordansin oldugunu ve bu uygunluk oranlari ile Alzheimer hastaliginin tek

bir otozomal dominant gen ile tam acgiklanamayacagini gostermigtir [41].

AH, Mendel kaltimi ile gecis acgisindan da heterojenite gOsteren;
polijenik/multialelik bir hastaliktir. Yani, birden fazla kromozomdaki gen

lokuslarinin ¢ok sayida farkli mutasyonlari ayni hastaliga yol agar [4].

1990 yilindan bu yana AH’In altta yatan genetik 6gesi hakkinda énemli oranda

kanit birikmigtir. Ailesel EBAH’a yol agan otozomal dominant mutasyonlar
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tasiyan U¢ gen (APP, PSEN1 ve PSEN2), AHn %7inden daha azni
aciklamaktadir. Ayrica ge¢ baslangigh AH igin kabul goren tek risk faktoru olan
APOE €4 aleli de, bu hastaligin genetik riskinin yalnizca bir kismini aciklar [4].

Genetik baglanti ve iligki calismalarinda birgok aday gen bdlgesi bulunmasina
ragmen, bu sonuglar bagimsiz calismalarda c¢ogunlukla tekrarlanamamigtir.
Genetik heterojenlik, duguk etkili genetik faktorler ve galismalarin yeterli gugcte
olmamasi bu duruma yol agan nedenler arasindadir. YUz binlerce tekli nukleotid
polimorfizmi ile binlerce kiginin incelendigi genom ¢apinda iliski ¢calismalari, AH
gibi karmasik genetik karakteristige sahip hastaliklarin altinda yatan yaygin risk

varyasyonlarinin bulunmasi i¢in olasi guclu bir yaklasim olarak gorulmektedir
[4].
GUnumuzde ge¢ baslangi¢li AH'da 11 tane genom capinda iligki ¢alismasi

tamamlanmis ve izlenmesi gereken yeni aday genetik bdlge ve genlerin
bulunmasini saglamistir. Bu calismalar AH'da orta capta etkili, olasi genetik
faktorlerle ilgili yeni kanitlar saglamasina ragmen, bu hastaligin hesaplanan
riskinin tUmunu acgiklamaya yetmemektedir. Bu durumun olasi nedeni, su ana
kadar bulunmus genetik faktorlere ek olarak, AHIn altinda yatan ve daha
geleneksel genetik baglanti ve iligki analizi yontemleriyle belirlenemeyen, dusuk
etkili, nadir ve/ veya yapisal DNA polimorfizmlerinin varligi olabilir. Yeni kusak
sekanslama, sayisal endofenotip, kopya sayisi varyasyonlari ve meta-analiz
gibi alternatif yaklagimlarin bu ek genetik risk faktorlerinin bulunmasi igin gerekli

olabilecegi dugunulmektedir [4].

AH icin yuzden fazla aday risk geni analiz edilmis ve bir¢ok ¢alismada bu aday
genlerden dordunun (APP, PSEN1, PSENZ2 ve APOE) hastalikla ilgili oldugu
bildirilmigtir. Bu genlerden vyalnizca APOE’nin GBAH ile kuvvetli baglant
gOsterdigi kabul gormektedir [42].

2.6.1. Erken Baslangigh Alzheimer Hastaldi ile iligkili Genler

Hastaligin erken baslangigc gosteren formunun ortaya c¢ikmasi ile iligkili
otozomal dominant gegisten sorumlu olan simdiye kadar G¢ ayri gen
bulunmustur: APP geni (21. kromozom), PSEN1 geni (14. kromozom) ve

PSENZ2 geni (1. kromozom).Bu genler tarafindan kodlanan Ug protein de islev
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mekanizmalari aydinlatiimaya c¢aligilan, noronal plastisitede rol oynadiklari 6ne

surulen transmembran proteinlerdir [15] [Tablo 2.1.].

APP genindeki mutasyonlar ailesel AH’lerin az bir kisminin sebebidir (ailesel
EBAH olgularinin  %10-15’inde etkili), amiloid metabolizmasi Uzerinden
hastaligin patogenezine i1sik tutabilmis ve Down sendromu ile AH arasindaki
iligkiyi de aydinlatmistir. Bilindigi gibi Down sendromlu bireyler 21. kromozomun
uc kopyasini tasirlar (Trizomi 21). Bu hastalar 30’lu yaslardan itibaren ¢ok sik
olarak AH’nin noéropatolojik degisikliklerini gostermeye baglarlar [15].
PSEN7Tdeki mutasyonlar ailesel AH’lerin en sik sebebidir (ailesel EBAH
olgularinin % 30-70’inde etkili). PSEN2 geninde meydana gelen mutasyonlar
ise bu olgularin % 5’inden azini etkilemektedir [40].

Tablo 2.1. EBAH ile iligkili genler. 43 numarali kaynaktan degitirilerek
alinmistir.[43]

Gen Adi Kromozomal

Kodlanan proteinin fonksiyonu
(Sembol) lokasyon
Amiloid . o _ _

L Noronal gelisim, sinaptik olusum ve

prekirsor 21921.3 _

tamir
protein (APP)
Presenilin-1 . L

14q24.3 APP ve NOTCH reseptor proteinlerinin

(PSEN1) .

birbiriyle ortisen; ancak farkl
Presenilin-2 mekanizmalarla ayrimi
(PSEN2) 1942.13

2.6.2. Geg Baslangigh Alzheimer Hastalig: ile iligkili Genler

Otozomal dominant Mendel kalitimi gosteren ailesel AH'in tersine; sporadik ya
da ge¢ baslangi¢ gosteren AH, etiyolojik agidan heterojendir ve ¢ok sayida
genetik ve cevresel faktorin kombinasyonu sonucu olusur. Hastaligin
bilesiminde guclu genetik katkilar olduguna dair kanitlar var olmasina ragmen,
genetik risk kalintilari  buyuk oranda Dbelirlenememistir. Multifaktoriyel
hastaliklarda kompleks kalitim ve heterojenite; genotip ve fenotip analizleri igin
elde edilebilir farkli jenerasyonlarda etkilenen birey sayisinin sinirli olmasi,
fenokopilerin varligi ve ge¢ baslangig gosteren hastaligin semptomlarinin

ortaya ¢ikmasindan 6nce mutasyonlari veya polimorfizmleri tasiyan bireylerin
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olum olasiligi gibi zorluklar nedeniyle iligkilendirme ¢alismalari sinirlanmaktadir.
isvegli ikizlerle genis populasyon bazinda gerceklestirilen ¢alismada GBAH
kalitim orani % 79 olarak hesaplanmistir. Ancak yakin zamana kadar, yalnizca
tek bir gen AH igin kabul goren tek risk faktérudur. APOE €4 aleli gunimuzde
GBAH icin risk artisinda etkili oldugu kadar hastaligin baslangi¢c yasini da
erkene gekmektedir [43]. GBAH riski ile iligkili cok sayida ek polimorfizmler
bulunmustur; ancak bu iligkilerin dogrulanmasi igin galismalarin gogaltiimasi
gerekmektedir. Coklu c¢alismalar tarafindan dogrulananlara o6rnek olarak;
ABCA7, APOE, BIN1, CD2AP, CD33, CLU, CR1, EPHA1,
MS4A4A/MS4A4E/MS4A6E, PICALM ve SORL1 genleri 6rnek gdsterilebilir [43]
[Tablo 2.2.].

Tablo 2.2. GBAH ile iligkili bazi genler. 43 numarali kaynaktan degistirilerek
alinmistir. [43]

Gen Adi Kromozomal Kodlanan proteinin fonksiyonu

(Sembol) lokasyon

APOE 19913.2 Lipoprotein, yagda ¢dzinen vitaminler ve
kolesterol transportu

CLU 8p21 Saperon protein

CR1 1932 C3b ve C4b komplement ayrim fragmentleri igin

reseptdr, komplement opsonize immun
komplekslerin ortadan kaldiriimasi igin temel
sistem

PICALM 11q14.2 Sinaptik vezikullerin membran igerisine alinmasi,
lipid ve proteinlerin hicre ici hareketi, tam
uzunlukta APP’nin hicre yuzeyinden iceri alimi

BIN1 2q14.3 TUumor baskilayici

ABCA7 19p13.3 Lipid homeostazisi ve immun hucrelerin
farkhlasmasi

MS4A 11912.2 Sinyal iletimi ve immunolojik fonksiyonlar

EPHA1 7934 EPH reseptor tirozin kinaz ailesinin Uyesi, sinir
sistemi geligimi

CD33 19913.3 Myelomonositik kokenli hucrelerde adhezyon
molekulu

CD2AP 6p12.3 Aktin hucre iskeleti ve vezikul olusumunu
dizenleyen iskelet molekull

SORL1 11924.1 Apo-E reseptoru, APP hicre igi trafiginde ve

islenmesinde yardimci
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2.7. PSEN1 Geni ve Proteini

14. kromozomun uzun kolunda EBAH’ta etkili olan bir genetik lokusun varhgi
Schellenberg tarafindan 1992°’de belirlenmistir [44]. Bu kromozomal bdlgenin
cesitli transkriptleri arastiriimis ve pozisyonel klonlamasi yapilmistir. Otozomal
dominant gegis goOsteren ¢ok sayida EBAH olgusuna iliskin pedigri ile
gerceklestirilen genetik baglanti ¢alismalart PSEN1 geninin kesfine 1sik
tutmustur [45]. PSEN1 geni 10’u kodlayici bolgeyi olusturan toplam 12 ekzona
sahiptir. PSEN1 promotor bolgeleri, korunmugs TATA ve CAAT kutusu dizilerine
ek olarak sinyal iletimine yanitta transkripsiyonel aktivasyon igin gerekli olan

coklu ‘sinyal transdiiksiyon ve transkripsiyon’ (STAT) elementlerine sahiptir [45].

PSEN1 ve PSENZ2 iki homolog gendir ve dizileri % 67 benzerlik gosterirler. Her
iki presenilin mRNA’sI yaygin bir sekilde beyin, kalp, bobrek ve kasi kapsayan

pek cok insan ve fare dokusunda tespit edilmistir [46].

Evrimsel acidan bakildiginda; bitkiler, omurgali ve omurgasizlarda yuksek dizi
benzerligi gosteren presenilin homologu varligi bilinmektedir. Presenilinlerin
protein homolog ailelerinin belirlenmesi icin gesitli veri tabanlari arastiriimigtir.
Bu ailenin Uyeleri, presenilin homologlari olarak adlandirilirlar, presenilinlere
onemli derecede sekans benzerligi goOsterirler ve tahmini transmembran
segmentlere bitisik sekilde korunmus iki aspartik asit rezidusu tasirlar.
Presenilin homolog ailesi; mantarlar, bitkiler ve hayvanlar gibi ¢ogu Okaryotta
bulunur; hatta Arkelerde de varliklari bilinmektedir. insan genomunda bes
presenilin homologu belirlenmistir. Bunlardan Uglu presenilinlerin ongorulen
proteaz fonksiyonlari ile uyumlu olarak “proteaz-iliskili domeyn tasirlar. Bu
bilgiler temelinde presenilin ve presenilin homologlarinin politopik membran
iligkili aspartil proteazlarin genis ailesinin farkli alt dallara ayriimasi ile

olustuklari ileri suralmustur [47].

Presenilin-1, ekzon 3’te 12 bp’lik kisimda kirpilma bdlgesi igerir. 1995’te
Alzheimer Hastaligi Kolaboratif Grubu PSEN1 N-terminal domeyninde yer alan
26-29 arasi kodonlarin ‘Val-Arg-Ser-GIn’ (VRSQ) islenme haricinde ya da
dahilinde birakilarak kirpilma varyanti olusabildigini belirtmislerdir [48]. VRSQ
motifinin dahil olmasi protein kinaz C ve kazein kinaz Il i¢in potansiyel

fosforilasyon bdlgesi olusturur. Bununla birlikte bu iki transkriptin tim dokularda
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goreceli duzeyleri 6Gnemli derecede gesitlilik gostermemektedir. Her iki izoform
da beyin dokularinda, fibroblast ve lenfoblastlarda bulunur, bu da PSEN1T geni
icin alternatif kirpilma olaylarinin doku 6zgul duzenlenmesinin az oldugunu ileri
surmustlr; fakat bu kisa izoform uzun transkriptten 1.5 kat daha yaygin olarak
bulunmaktadir. PSEN1T ‘in ikinci kirpilma varyanti yalnizca |I6kositlerde ekzon
8'in c¢ikarilmasi seklinde gozlenmistir. Bu varyantin onemi tam olarak
belirlenememistir; fakat PSEN71 ekzon 8 bolgesi yuksek yogunlukta AH
mutasyonu igerdiginden, onemli olabileceg@i acgiktir. PSEN1 geni intron 9'da yer
alan gerceve digi kirpilma bolgesi ya da farkli ekzon-intron baglanti bolgelerinde

yer alan kirpilma balgelerinin de kullaniimasi ile ¢esitli varyantlara sahiptir [45].

PSEN1 geninin simdiye kadar tanimlanmig 27 transkript varyanti oldugu ve bu
transkriptlerden birinin 467 amino asite karsilik geldigi bilinmektedir [49].
PSEN1 proteini hicredisi karboksi uca ve sitosolik amino uca sahip, dokuz
transmembran birimi ile multi-transmembran proteindir [Sekil 2.6.], ER ve trans-
golgi aginda bol miktarda bulunur, bir kismi nuklear membran, kinetokor ve

sentrozomlarda yerlesmigtir [48].

E5

E4 |um i "1-9

b.

" 4
II|° D‘
Y
e

A Y
1 303 4 8 8 T8 B AME L) mm’:'ﬁ
LLLLLLLL B Y D-‘“M!!ﬂy‘minxw:nmer E

RD 8 HiLaP HAR B

Amino ug

Sekil 2.6. Presenilin-1 proteini yapisi. 46 numarali kaynaktan degistirilerek

alinmistir. Mavi daireler AAH iligkili mutasyon ya da delesyonlari géstermektedir, kirmizi

daireler iki katalitik aspartat rezidusunu isaret etmektedir [46].
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Fizyolojik kosullarda, PSEN1 proteinlerinin baylk ¢cogunlugu stoplazmik kisimda
yer alan buyuk hidrofilik loop igerisinde ~27-28 kDa N-terminal fragment (NTF)
ve 16-17 kDa C-terminal fragment (CTF) olusturmak Uzere endoproteolizis
gegcirir. Bu endoproteolitik ayrim 292. ve 299. amino asitler arasinda heterojen
bir bolgede, transmembran domeyn 6 (TM6) ve transmembran domeyn 7 (TM7)
arasinda gercgeklesir. Bazi galismalar bu iglemi gerceklestiren proteinleri
“presenilinaz” olarak rapor ederken, presenilinlerin otoendoproteolizis gegirdigini
destekleyen kanitlar artis gostermektedir. Bu endoproteolizis islemi buylk
hidrofobik kismin otoinhibitor etkisinin uzaklastirimasi ile y-sekretaz
aktivitesinin aktif duruma getirilmesi icin 6nemlidir. Bununla birlikte PSEN1delE9
gibi bazi presenilin mutantlarinda, endoproteolizis yoklugunda enzimin aktive
oldugu tespit edildiginden bu yana presenilin olgunlagmasi i¢in endoproteolizisin

kesin olarak gerekli olup olmadigi acik degildir [46].
2.8. PSEN1 Fonksiyonu

In situ hibridizasyon analizleri, PSEN1 ve PSENZ2nin beyindeki ifadelerinin
birbirleriyle benzerlik gosterdigi ve ndronal bilesenlerde her ikisinin de oncelikli
olarak tespit edilebildigi sonucunu vermistir. imminohistokimyasal analizler
PSEN1 ve PSEN2‘nin benzer blyukliklerde, endoplazmik retikulum ve Golgi
kompleksi gibi benzer hicre igi bolgelerde lokalize olduklarina isaret etmektedir
[50].

PSEN1 asiri ekspresyonu gosteren COS-7 (maymun bobrek hicresi kokenli
fibroblast benzeri hicre hatti) hicrelerinde bu protein plazma, endoplazmik
retikulum, perinukleer aralik gibi hucresel membranlara lokalize olmustur.
PSEN1‘in 6zellikle plazma membraninda immunreaksiyon vermesi ve hicre-
hicre temasinin oldugu bdlgelerde yogunlasmasi bu proteinin hicre adhezyon

molekulu oldugunu dusundurmektedir [51].

Yabanil tip PSEN1 ve PSENZ2'nin gekirdek zarinda yer almasi, interfaz kinetokor
ve sentrozomlar ile iligkisi bu iki proteinin kromozom organizasyonu ve
ayrimindaki gorevine isaret etmisti. AAH'In patojenik mekanizmasi
tartisildiginda, mutant presenilinlerin mitoz surecinde kromozomlarin yanlis
ayrimina neden oldugu ve bunun apoptozis ya da trizomi mozaizmi ile

sonuglandigini gostermigstir. Alternatif bir hipoteze goére mutant presenilinlerin
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endoplazmik retikulumdan cikis trafigi normal sekilde islemez, bu durum da

APP’nin normal iglenme surecine engel olur [52].

PSEN7Tin Alzheimer hastalarinda anatomik dagihmi ve ekspresyonu
tanimlanmistir. Sigan 6nbeyinlerinde in situ hibridizasyon kullanilarak, PSEN1
MRNA ekspresyonunun oOncelikle kortikal ve hipokampal noronlarda oldugu,
subkortikal yapilarda daha az ifade edildigi gorulmustur. Ekspresyonun bdlgesel
dagihmi ise APP dagilimina benzerlik gostermektedir. PSEN-1 ekpresyonunun
AH ile iligkili bazi hassas beyin bolgelerinde fazla oldugu goézlenmistir. Bununla
birlikte, PSEN-1 ekspresyonu iligkili bdlgelerin isaretlenmesi icgin yeterli bir
belirte¢ degildir. Genel olarak sdylenebilir ki, néronal hlicre populasyonlarinda

PSEN1 mutasyonlari néropatojenik sureci baglatir [53].

PSEN1 ve PSEN2, APP ve Notch reseptor proteinlerinin proteolitik ayrimi igin
gerekli y-sekretaz aktivitesinin 6nemli belirleyicilerindendir. Presenilinler in vitro
ve in vivo olarak y-sekretaz ile iligkisi oldugu belirlenen ilk molekullerdir [46].
PSEN1 knockout farelerde APP’nin y-sekretaz ayriminin indirgenmis oldugu
gosterilmigtir. PSEN1 bir transmembran aspartil proteazdir ve vy-sekretaz
kofaktdrli olarak davrandigl ya da y-sekretazin APP ile eslesmis yerlesimine
yardimci oldugu dustnulmektedir. PSEN1, bilinen aspartil proteazlarla ya hig
homoloji gostermemekte ya da g¢ok az homoloji gostermektedir. Caligmalar
PSEN1 (ve PSEN2)’in y-sekretazin aktif bolgesinde yer aldigini géstermektedir
[54]. Presenilinler aspartil intramembran ayirici proteazlar (I-CLiPs) sinifina ait
olan sinyal peptit peptidazlar (SPP) ile birliktedirler. Presenilinlerin NTF ve
CTF’lerinde sirasiyla iki katalitik aspartat rezidusu [Asp257; (TM6) ve Asp385
(TM7)] yer alir. Her iki aspartat rezidusundaki mutasyon da y-sekretaz
aktivitesini ortadan kaldirir. Bu sonuclar iki transmembran aspartat rezidusunun
presenilin endoproteolizisi ve y-sekretaz aktivitesi igin kritik olduguna isaret
eder. Presenilin-1, ya 6zgun y-sekretaz igin bir diaspartil kofaktordur ya da

kendisi y-sekretaz aktivitesine sahip zar i¢i proteazdir [55].

Membran igerisine yerlesmis durumda peptit baglarini hidrolize eden aspartil
proteazlarin 6zglin bir sinifinin Gyeleri olarak bulunan PSEN1 ve PSEN2
proteinleri, y -sekretaz aktivitesinde birlikte yer alsalar da bu iki enzimin benzer
ya da farkli subsratlara sahip olup olmadigi, farkh komplekslerde yer aldiklari

bilindiginden bu yana acgik degildir. Bu durum y-sekretaz aktivitesinin yuksek
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molekuler agirlikh bir kompleks tarafindan gercgeklestirildigini ve ayrim isleminin
regulasyonunun bagka proteinlerin karakterizasyonuna bagh oldugunu

gOstermektedir [56].
2.9.Gama Sekretaz (y—sekretaz) Kompleksi

y-sekretaz adlandirmasi ilk olarak 1993 yilinda transmembran domeynde APP
kesimindeki proteolitik aktiviteyi tanimlamak icin kullaniimistir, yaklasik on yil
icerisinde bu ayrimdan sorumlu molekuler aygitin tim bilegenleri belirlenmigtir
[46]. y-sekretaz; PSEN1 ya da PSEN2, nikastrin, APH1 ve PEN-2’den olusan
multiprotein kompleksidir [57]. Nikastrin/ APH1 birimleri ve SPP, PSEN1 TM-6/
TM-7 ve TM-9un olusturdugu membran araligina goreceli gevsek sekilde
baglanir, TM-9da yer alan prolin-arjinin-losin-prolin (PALP) motifi yeniden
dizenlenme gecirerek katalitik merkezin araligini olusturur, bdylece y-sekretaz
kompleksi aktive olur [46] [Sekil 2.7.]. y-sekretaz, olduk¢a hidrofobik komplekstir
ve membranda fi¢iI benzeri bir yapi olusturur. Katalik aktivite igin gerekli su, bu

yap! iginde bulunur [5].

Sekil 2.7. y —sekretaz kompleksi ve PSEN1 katalitik yapisinin olusumu. [46]

PSEN1 transmembran domeynleri numaralandirilarak goésterilmistir, diger birimler olmaksizin
PSEN1 gdreceli por yapisini membranda olusturur. Diger birimlerin baglanmasi ile PALP motifi
katalitik merkezin yakinina hareket eder ve PSEN1 transmembran domeynlerindeki yapisal
degisiklikler tarafindan katalitik yapi aktive edilir [46].

Drosophila hucre kulturlerinde APH1, PEN2 ya da nikastrini RNA-aracili
inaktivasyon c¢alismalari sonucu, APP ve Notch subsratlarinin y-sekretaz ile
ayrimlarinda indirgenme, presenilin islenme dizeylerinde dusus gorulmustar.
Bu durum APH1, PEN2 ve nikastrinin y-sekretaz kompleksinin biraraya

gelmesinde ve aktivitesinde onemli rol oynadigini gosterir [58].

Koimmunpresipitasyon deneyleri ile PEN2'nin PSEN1/ y-sekretaz ve PSEN2/ y-

sekretaz komplekslerinin kritik bilesenleri olduklarini géstermistir. PSEN1 ya da
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PSEN1 ve PSEN2nin birlikte yoklugu PEN2 dizeyinin indirgenmesi ile
sonuglanmigtir. Ek olarak PEN2nin  RNA interferans teknigi ile
downregulasyonu, presenilin duzeyinin indirgenmesi, nikastrin olusumunun

bozulmasi ve y-sekretaz kompleksinin olusumunda kusur ile iligkilidir [59].

PSEN1 karboksi ucunun, nikastrinin transmembran domeyni ile etkilesimde
bulundugu ve membrana tutundugu belirlenmigti. PSEN1 proteininin
terminalinde yer alan amino asitlerin delesyonu PSEN1’in endoplazmik
retikulum (ER)’dan salinimini tamamen bloke eder, PSEN1 ‘in bagimsiz ve aktif
sekilde ER icerisinde kalmasina neden olur ve y-sekretaz yapilanmasini
engeller. Nikastrin-baglanma sitinden farkli olarak PSEN1 karboksi-ucu
icerisinde amino asitlerin hidrofobik kismi tespit edilmistir, bu kisim PSEN1’in
ER igerisinde komplekse katilmaksizin kalmasi igin gereklidir ve bu kalim
sinyalinin delesyonu PSEN7T’in ER'den salinimina ayni zamanda fonksiyonel
olmayan y-sekretaz kompleksinin olusumuna neden olur, bu motifin PSEN1

fonksiyonu i¢in 6nemli oldugui ileri surtilmektedir [60].

y-sekretaz; ektodomeyn ayrilmasi gergeklestikten sonra tip-1 integral membran
proteinlerinin islenmesinde goérev alir. Klasik subsratlarinin fonksiyonlarinin
¢ogunun, hucre adhezyon ve gogu, noérit gelisimi ve sinaps olusumu gibi AH
patogenezinde siklikla zarar goren cgesitli sinyal yolaklarinda yer almasi ilgi
cekicidir. y-sekretaz subsratlarinin sayisi 80 ‘in Uzerindedir ve APP, Notch,
neurogulin, ErbB4 , E-kaderin ve N-kaderin, CD44 ve blyuime hormon
reseptorunu kapsar. Bununla birlikte APP ve Notch en iyi bilinen y-sekretaz

subsratlandir [1].
2.9.1. y—-Sekretazlarin - ve y- Bolgelerinde Ayrimi

y-sekretaz subsratlarint ¢oklu ayrim sitlerinde igler. y-sekretaz APP
transmembran domeyninde iki noktada ayrim vyapar: y-siti ayrimi AR’yi
olustururken, daha asagida yer alan ¢-sitinde gerceklesecek ayrim APP hucreigi
domeyni (AICD)’i olugturur. y-sitinde ayrim heterojen olup AB’nin 39-43 kalintili
birimlerini olustururken , e-siti Grint AICD yaygin bicimde 50 kalintidir. Daha
belirleyici sekilde iki temel y ayriminin iki Grininden biri; Val40 (AB-40)
kalintisinda, digeri ise Ala42 (AB-42) kalintisinda sonlanir. AICD peptidi Val51
ya da Met52’den baglar [5].
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Ayni fenomen Notch islenmesinde de s6z konusudur: S4 (y-siti) heterojen ayrim
ile NB, S3 ‘te (e-siti) ise homojen ayrim ile Notch hucreici domeyni (NICD)
olusturulur [46] [ Sekil 2.8.].

140] [142] [ed8][ea0
| —

APP SNK GAI IGLM‘JGGWIA’I; ITLW-'IL KKK
54 S3
Notch 1 PSQ LHLMYVAAAAFVLLFFVGCGVLLS RKR

Sekil 2.8. APP ve Notch 1 subsratlarinin y—sekretaz kompleksi tarafindan ayrim

bolgeleri. [5]

Goruldugu gibi y-sekretaz subsratlarini y ve e-sitlerinde igler, AB ve NICD gibi
farkh Grunler dretir. AR, AH patogenezinde merkezi rol oynarken; NICD gelisim
surecinde oldugu kadar erigkin donemde de aracili kisa sureli hucre igi iletisim
ve hucre kaderinin belirlenmesi gibi evrimsel olarak korunmus sureglerde
ndklear transkripsiyonel aktivator olarak gereklidir. Presenilin mutasyonlari, AR
uretimi kadar NICD olusumunu da etkiler, bu durum presenilin mutasyonlarinin

y ve e-sitlerinin her ikisindeki ayrimda da degisiklige neden oldugunu

gdstermektedir [Sekil 2.9.] [46].

r 'I"
APP-CTF "3
Motch
Diger CTFler
‘ ALCD
NICD
'}"Sekret-iz Diger 1ICDler
kompleksi

Sekil 2.9. y—sekretaz subsratlarinin ayrim drunleri. 5 numarali kaynaktan

degistirilmistir. [5]
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Bununla birlikte son calismalar y ve € sitlerinde gerceklesecek ayrimlarinin
kendilerine 6zgu enzimatik kinetikleri ve farmosotik karakterizasyonlari ile ayri
enzimatik olaylar olduguna isaret etmislerdir, AAH-iliskili PSEN1 mutasyonlari
tarafindan farkli sekilde etkilenebilirler. Ozellikle PSENT yer alan ailesel
mutasyonlarin y-sekretaz kompleksinde fonksiyon kaybi ya da kazanimi

mekanizmalarindan hangisine neden oldugu halen tartisma konusudur [46].
2.10. PSEN1 Geni Degigimleri ve Etkileri

GUnumuze degin 180’den fazla PSEN1 mutasyonu tanimlanmigtir [6]. TUm
durumlarin % 70’inden fazlasinda etkili olmakla PSEN1 genindeki mutasyonlar
ailesel EBAH olgularinda belirlenen mutasyonlarin  6nemli  kismini
olusturmaktadir. PSEN71de yer alan mutasyonlarin ¢ogu, genin kodladigi
presenilin proteininde tek amino asit degisimiyle sonuglanan, yanlis anlamli
mutasyonlardir, bu mutasyonlar gen yapisi boyunca daginik halde bulunurlar.
Bununla birlikte, PSEN1 proteininin aktivitesi icin dnemli olan transmembran
domeynlerin icinde ve cevresinde kimelenme egilimindedirler, dahasi bazi
PSEN1 mutasyonlari tamamlanmamig penetrans gosterirler, bu yuzden tum

mutasyon tasiyicilari hastalik gelisimi gostermez.

PSEN1 geninde klguk delesyonlar, insersiyonlar ve kirpilma (splice)
mutasyonlari gibi bazi daha kompleks mutasyonlar da tespit edilmistir.
PSEN7Tde belirlenen en giddetli mutasyon iki amino asit degisiminin neden
oldugu ekzon 9 cerceve delesyonu ile sonuglanan dondr-akseptor splice
mutasyonudur. Gorudlmustir ki, bu mutasyonlarin biyokimyasal sonuglari y-
sekretaz olugsumu igin sinirlayicidir. Hastaliga yol acan mutasyonlar tarafindan
PSEN1‘in 467 amino asitlik agik okunma gercevesinde yaklasik Ugte birinin
etkilenmesiyle proteinin kirpilmasi ya da yoklugu gozlenmemistir, bu durum

haployetersizligin AH’a neden olmadigina isaret eder [5].

Yabanil tip olmayan, PSEN1 overekspresyon transgenik fare mutantlarinda
beyin AB-42 (43) duzeylerinin segici olarak arttigi gosterilmistir. Bu sonuglar
PSEN1 mutasyonlarinin AH’a toksik fonksiyon kazanimi ile beyinde depolanan

AB-42 (43) birikiminin artisi yoluyla neden oldugunu isaret etmektedir [61].

Ancak yapilan bir galismada yabanil tip ve bir fonksiyonel PSEN1 alelinin

kaybedildigi fareler arasinda, amiloid birikimlerinde bir farkhlik olmadigi
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gosterilmistir [62]. PSEN1, A246E mutasyonu tasiyan farelerde Ap-42 (43)
dizeyinin artmis oldugunun gosteriimesi ise toksik fonksiyon kazanimi

hipotezlerini desteklemektedir [63].

Transfekte hucre hatlarinda mutant PSEN1 ve PSENZ2 varligi Ap-42’nin énemli
derecede artisi ile sonuglanir. PSEN2 Volga mutasyonu total AB-42 Uretiminin
6-8 kat artisina neden olurken, PSENT mutasyonlarinin higbirisi boyle dramatik
etkilere sahip degildir, PSEN1 ve PSEN2 mutasyonlarinin kendine 0zgu
farkhliklarinin bu etkiyi olusturdugu ileri surtlmastir. Mutant PSEN17 geni
tasiyicisi transgenik farelerin beyinlerinde AB-42 Uretimi artmistir ve bu durum
2-4. ay evrelerinde tespit edilebilmektedir. in vitro ve in vivo deney
kombinasyonlari ailesel AH baglantih PSEN1 mutasyonlarinin a ve -sekretaz
aktivitelerine etki etmeksizin y-sekretaz duzeyini direkt ya da indirekt olarak

degistirerek AB-42 Uretiminde artis ile AH’a yol actigini gdstermistir [64].

Sonug olarak PSEN1 mutasyonlarinin klinik agidan toksik fonksiyon kazanimina
neden oldugu ve PSEN1 aktivitesinin inhibisyonunun AH'da anti-amiloidogenik
terapi igin potansiyel bir hedef oldugu dusunulmastir [65].

PSEN1 ya da PSEN2 veya her iki proteinin de yok oldugu fare hucrelerinde
hicre ici AR olusumu, Uretimi ve salgilanma bigimleri incelenmistir. Cogu AB
turleri PSEN1/PSENZ2 (-/-) hucrelerinde ortadan kalkmig olmasina ragmen,
hicre i¢i AB-42'nin endoplazmik retikulum aracil kompartmanda Uretimi bu
proteinlerin tekli ya da ikili kombinasyonlarinin yoklugundan etkilenmez.
Buradan su sonuca varilmaktadir ki, AB havuzunun tretimi PSEN1 ve PSEN2
‘den bagimsiz olarak gercgeklesir, bu nedenle erken salgilanma bolgelerinin
icinde APP ayrimi igin bagka bir y-sekretaz aktivitesinin sorumlu oldugu

dusunulmektedir [66].

AB-40 ve AB-42 peptitlerinin presenilin bagimh y-sekretaz ayrimi ile APP’den
agir duzeyde uretilmesi i¢in glikojen sentaz kinaz-3-a (GSK3A)ya gereksinim
oldugu gésterilmistir. in vitro'da GSK3A inhibitéri olan lityum, y-sekretaz
basamagini inhibe ederek AB Uretimini bloke eder. APP ve PSEN1 genlerinde
ailesel AH iliskili mutasyon ekspresyonu goOsteren farelerde, lityum, AR peptit

dizeyini indirger. GSK3A'nin AH'da noérofibriler yumaklarin temel bileseni olan
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tau proteinini de fosforilledigi bilinmektedir. GSK3A inhibisyonunun AH igin yeni
terapotik yaklasimlardan biri oldugu dusunulebilir [67].

PSEN1 ekspresyonu gosteren transfekte bocek hicrelerinde insan APP (C99)
C-terminal fragmenti AB Uretimi ile birlikte artar ve C99'un hicre igi dizeyi
orantili artis gosterir. Tekrarlanan deneyler C99 birikiminin C99 yari émrinin
artisindan kaynaklandigini ileri surer. y-sekretaz aktivitesinin inhibisyonu
PSEN1’in C99’un hicreigi duzeyini artirma yeteneginde degisime neden olmaz.
PSEN1‘in C99‘a baglanmasi onun ara iglenme suregleri i¢cin gerekli degildir.
PSENT’in subsrat yerlesim siti icerdigi ve C99 islenmesini spatiotemporal olarak

duzenlediqi ileri surtlmektedir [68].

Kumar ve Singh, AB olusum ve APP iglenme surecini 9 kliniksel PSEN1
mutasyonu i¢in ELISA-temelli in vitro metot kullanilarak ¢alismiglardir. TUm
mutasyonlarin AB-40 ile APP C-terminal fragmentlerinin birikimini 6nemli
derecede azaltarak AB-42/AB-40 oranini artirdiklari gdsterilmistir, bu azalmig
PSEN1 aktivitesine isarettir. Mutlak AB-42 duzeylerindeki artis test edilen
mutasyonlarin yalnizca yarisinda goézlenmistir. PSEN1 baglantili ailesel AH’In
baslangi¢ yasinin AB-42/AB-40 orani ve mutlak AB-42 dizeyiyle ters; ancak AR
-40 duzeyiyle dogru orantili oldugu gosterilmistir. Sonu¢ olarak veriler
goOstermektedir ki, AB-40 daha fazla toksik olan AB-42’den ayrilabilir ve ortadan

kaldirilma kolayligi nedeniyle koruyucu etkiye sahip oldugu dugunulebilir [69].

PSEN1 mutasyonlarinin AB-40 formu yerine, daha toksik olan AB-42 formunun
uretimini artirarak AAH‘a neden oldugu farzedilmektedir, bu toksik fonksiyon
kazanimina igaret eder. Bununla birlikte ¢ok sayida c¢alisma PSENT1
mutasyonlarinin AB-42 dretimini etkilemesinin disinda, klinik olarak Ap-40
uretiminde bozulmayla iliskili oldugunu gdstermis, mutant proteinin ayrim
spesifitesinin AB-40 yerine AB-42 uretimine kaymis olmasi fikrinin revizyonuna
neden olmustur. Bagka bir deyisle, son zamanlarda ileri surllen, en azindan,
bazi AAH-iligkili mutasyonlarin AB-42’nin goreceli ya da tam asiri Uretiminden
¢ok mutant proteinin y-sekretaz aktivitesini destekleme yeteneginin tamamini
kaybettigini ileri sdrilmektedir. Bundan dolayr fonksiyon kaybi; ayrim
Ozgulligunde kayma (AB-40 yerine AB-42) ile ya da y- sekretaz aktivitesinin

bilinmeyen bagka bir hedef substrati ile iligkili olabilir. Bu durumda yetigkin
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memeli beyninde PSEN1 fonksiyon kaybi birincil olay olabilir ve AHda

norodejenerasyona yol agan, varsaylilan patojenik kaskadi tetikleyebilir [1].

Bu durumu destekler nitelikte, gerceklestirilen analizler PSEN1 protein yapisinin
ucte birinden fazla bir kisminin korunmus domeynlerden olustugunu, PSEN1
iligkili ailesel AH mutasyonlarinin % 75 ‘inin bu ylUksek derecede korunmusluk
gOsteren bolgelerde yerlestigini gostermistir, bu nedenle c¢ogu PSEN1T
mutasyonunun PSEN1/y-sekretaz fonksiyon kaybina neden oldugu dusunaltr
[70].

AAH-iligkili presenilin mutasyonlari yalnizca baslangi¢ yasi, norolojik ve
psikolojik belirtiler gibi klinik 6zelliklerde heterojenite géstermezler, noérofibriler
yumak olugumu, norotik plak kompozisyonunda degisim, Pick cisimcigi varligi,
beyin koklU ve bazal gangliada noéropatolojik lezyonlar gibi noéropatolojik
bulgularda da farkliliklar vardir [46].

PSEN1 geninde yer alan mutasyonlarin erken baslangicli AAH ‘a neden oldugu
belirlenmisken, sporadik AH olgularindaki etkisi henuz aydinlatilamamistir.
Yapilan bir ¢galismada sporadik AH bireylerde ve normal yaslanma surecinde
yabani tip PSEN1 proteinin, mutant PSEN1 proteinine benzer sekilde patojenik
konformasyonel degisime ugradigi gosterilmistir [71]. Sporadik GBAH
olgularinda PSEN1 ekspresyonunun arttiginin gosterilmesi PSEN1 duzeyinde
meydana gelen degigikliklerin hastaligin ge¢ baslangi¢ gosteren formu ile de

iligkili olduguna igsaret etmektedir [72].

PSENT1 klinik mutasyonlarinin APP islenme surecindeki etkileri cogunlukla AR
42/40 oraninin analizi ile arastinlir; AAH geligsimi icin baskin faktor olarak
tanimlanir. On yili askin sure o6nce AB-42 “niukleasyon” faktori olarak
tanimlanmis AB birikimi in vitroda kesin olarak gdsterilmistir. AB-42'nin AH’daki
onemine direkt kanit APPVal717lle klinik mutasyonunun biyokimyasal
analizinden gelmigtir, bu mutasyon diger bazi mutasyonlarda oldugu gibi Ap-40
yerine AB-42 Uretiminde goreceli artisa neden olmaktadir. Sonugta Ap-42
néronlar tarafindan AB-40’dan 10 kat daha dusuk oranda olusturulsa da AH’a

sahip bireylerde amiloid plaklarin temel bilesenidir [5].

AB-40 ve AB-42 peptitlerinin biyolojik 6zelliklerinde ciddi farklihklar vardir,

ornegin mutant PSEN1 aleli ve PSEN1 null alel kombinasyonu amiloidoz
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birikimine neden olurken, ayni mutant ve yabani tip kombinasyonu y-sekretaz
aktivitesi artmig olsa bile koruyucu oOzellige sahiptir. Dahasi, transgenik
farelerde AB-42 ekspresyonu -AB-40 Uretimi olmaksizin- amiloidozis igin tek

bagina yeterlidir [5].

PSEN1 Kklinik mutasyonlarinin APP igslenme surecine etkileri htcre kaltur
sistemlerinde yeniden aydinlatiimaya calisiimaktadir. Bu g¢aligmalar 6zellikle y-
sekretaz igin direkt subsrat olan APP C-99 baglaminda, AB-40 ve AB-42’nin
toplam (mutlak) duzeyini analiz ederler. AB-42/AB-40 oraninin artis gosterdigi
dogrudur; fakat bu cesitli mutantlarda AB-40 seviyelerinin disUsu nedeniyledir.
Onemli bir sekilde, tim hiicre hatlari APP C-99 biriktirir ve stoplazmik AICD
olusumunda dugus gosterir, PSEN1 genindeki mutasyonlar uzun (AB-42) ve
kisa (AB-40) amiloid peptitleri arasindaki oranin artigi ile uyumludur. PSENT ve
PSENZ2 genlerinin inaktivasyonu AB olusumunu tamamen engeller, bu artis
gercekten toksik fonksiyon kazanimi olarak agiklanabilir, fakat oranlardaki bu

degisim AB-40 olusumunun sonucu da olabilir [5].

Cesitli arastirmalar yillardir baskin olan toksik fonksiyon kazanimi hipotezini
degistirecek veriler ortaya koymuslardir. ilk olarak mutant PSEN7’in, Notch-
ailesi Uyesi lin-12  (sel-12) C.elegans’taki homologunu kendi baskilayici
kaybindan kurtarmakta etkisiz ya da daha az etkili iken yabani tip PSEN17’in bu
islemi etkili sekilde gerceklestirdigi, ikinci olarak PSEN1 fonksiyonunun
tamamen ortadan kaldiriimasinin fare 6n beyinlerinde APP islenme surecini
etkileyerek noérodejeneratif surece neden oldugu, Uclncu olarak gesitli gruplar
tarafindan PSEN7 geninin 6zgul kaybinin fare On beyinlerinde hafiza
yaklasimlarini etkiledigi gosterilmigtir. Norodejenerasyon ve hafiza kusurlarinin
her ikisi de AH'In 6nemli Ozellikleridir, fakat bunlarin insan patolojisinde
g6zlenmesi tehlikeli sonuglara neden olabilir. Benzer sekilde, fare modelinde
dort PSENT alelinin tamaminin kaybinin gosterilmesi, AAH bireylerde tek bir
PSENT1 alelinde nokta mutasyonunun etkinin gosteriimesine kiyasla ¢ok daha
zordur. Gergekten nérodejeneratif fenotipler fare modellerin yalnizca tek bir
alelin inaktivasyonu ile gézlenememistir (PSEN1 +/- ya da PSEN2 +/-). Buna
ek olarak onbeyin 6zgul PSEN7-knockout farelerde go6zlenen hafiza
kusurlarinin AH patogenezindeki ile uyumlu olup olmadigi acik degildir. Bu

konuda AH fare modelinde APP overekspresyonundan kaynaklanan hafiza
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kusurlarindan bazilari PSENT inaktivasyonu ile geri dondurilebilmistir. Ayrica
PSEN1 geninde yer alan bir promotor polimorfizminin gen ekspresyonunda
disuse neden olarak EBAH patogenezine katki sagladigi dusunulmektedir;

bununla birlikte amiloid olusumuna etkisi henliz tam olarak bilinmemektedir [46].

Alternatif model daha karmasiktir, PSEN1 mutasyonlari y-sekretaz icin e-
ayrimini baglatan ek katalitik sitler olusturur. Bu durum APP’nin ardisik islenme
surecinde PSEN1 mutasyonlarinin normal AB-40 olusumunda dususe neden
olarak kendiliginden uzun AB (AB-42) olusumunu artirmasiyla fonksiyon kaybi
mutasyonu 0zelligi gosterebilecegini destekler. PSEN1 mutasyonlari diger

mekanizmalarda da fonksiyon kaybi mutasyonu 6zelligi gostermektedir [46].

PSEN1 mutasyonlarinin Notch sinyallenmesinde kayba neden olduguna dair ilk
in vivo kanit C.elegans’tan saglanmigtir. Fakat bu calismayi takiben farelerde
gerceklestirilen c¢alismalar bu gdézlemleri desteklememistir. Bu calismalardaki
celiskinin, calismalarin farelerde gercgeklestiriimis olmasindan kaynaklandigi
One surdlmastur; c¢unkld hucre-temelli analizlerde bu mutasyonun (PSEN1
Ala246Glu) Notch ayriminda % 20 indirgenme ile sonuglandigi bildirilmistir.
Ancak bu deneyler PSEN1 geninde fonksiyon kaybi mutasyonlarina 1sik
tutamamistir. Knock-in mutasyonlarin bu mekanizmayi aydinlatmada daha iyi
bir yol olabilecegi dusunulmustur. Goreceli yumusak fenotiplerde gesitli mutant
fareler tanimlanmistir. iki hastalikli alel iceren fare modelinde hafiza kusurlari
g6zlenirken, heterozigot farelerin fonksiyon kaybi fenotipinden kurtulduguna
isaret edilmistir. Hucre hatlarinda gergeklestiriien deneylerde PSEN1
mutantlarinin  Notch, syndekan, N-kaderin ve muhtemelen diger baska
subsratlarin ayriminda da disuse yol acgtigi kesin olarak dogrulanmistir. Bu
nedenle PSEN1 mutasyonlarinin y-sekretaz fonksiyon kaybi ile sonuglandigi
dusundlmektedir. Dogrusu, PSEN1 fonksiyonunun protein trafigi, apoptozis,
otofaji, kalsiyum homeostazisi, (-katenin turnoveri, kinaz yolaklarinin
regulasyonu ve tau fosforilasyonu gibi sureglerde aydinlatilmasi fonksiyon kaybi

yorumlamalarini desteklemektedir [5].
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2.11. PSEN1 ve Diger Metabolik Yolaklar

Son zamanlarda presenilinlerin y-sekretaz katalitik merkezindeki gorevi disinda
¢ok sayida fonksiyonu gercgeklestirdiklerini destekleyen kanitlar artmaktadir.
Salgilayici noéronlarda presenilinlerin kosullu knock out'u ile yasa-bagimli
ndrodejenerasyon gosterilmis, presenilinlerin nérodejeneratif surecte amiloid

kaskad hipotezinden bagimsiz roltine isaret edilmigtir.

Presenilinlerin Wnt sinyallenmesi, hucre adhezyonu, kalsiyum homeostazisi,
protein degredasyonu ve apoptoz gibi y-sekretaz bagimsiz fonksiyonlarinin

kesfindeki artis bu heterojenlige kanit saglamaktadir [46] [Sekil 2.10.].
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Sekil 2.10. Presenilin fonksiyonlari. 46 numarali kaynaktan degistirilerek

alinmistir. [46]
2.11.1. PSEN1 ve Notch Sinyal Yolag

Notch reseptor proteinleriyle gerceklestirilen sinyalizasyon gelisim surecinde
hicre akibetinin belilenmesi igin gereklidir ve Notch’'un ligand tarafindan
tetiklenen ayrimini gerektirir. Bu ayrim tahmini olarak transmembran domeynde
gerceklesir, Notch intraselliler domeyn (NCID) ortaya ¢ikar ve APP’nin y-

sekretaz aracili ayrimini hatirlatir. Memeli hucrelerinde APP’nin y-sekretaz
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tarafindan islenme surecini PSEN1 kusurlari inhibe eder, C.elegans PSEN1 ve
Notch homologlari arasindaki genetik etkilesimler presenilinlerin Notch sinyal
yolagini dizenledigini gostermistir. PSEN1 kusurlu memeli hicrelerinde hasarli
Notch yapisindan NICD‘in proteolitik saliniminin azaldigi rapor edilmistir,
bdylece Notch sinyal yolaginda PSEN1 tarafindan etkilenen 6zel bir basamak
belirlenmistir. Ayrica c¢esitli y-sekretaz inhibitorleri Notch iglenmesini ayni
basamakta bloke eder, bu da gosterir ki baglantili proteaz aktiviteleri Notch ve
APP’nin tahmini transmembran domeynlerindeki ayrimdan sorumludur. Bu
durumda AH tedavisi igin y-sekretaz hedeflemesi, azalmis Notch sinyalizasyonu

nedeniyle toksitite riski tagimaktadir [73].

Drosophila PSEN1 genindeki null mutasyonlar Notch sinyal iletimini ortadan
kaldirir ve hucreigi domeynin nukleus igerisine girisine engel olur. Notch’un
ligand tarafindan aktivasyonunu takiben intraselliler domeynin proteolitik
salinimi icin presenilinlerin gerekliligi ortaya konmustur [74]. Drosophila’da
presenilin-bagimli Notch iglenme sureci ve tip-1 transmembran proteinlerinin
subsrat gereksinimleri icin in vivo Olguimler yapilmistir ve bulunmustur ki
presenilin bagimh ayrimlar bu proteinlerde yer alan 6zel dizilerin taninmasina
degil, hucredigi domeynin buyuklugune baghdir: daha kuguk boyut, ayrimin
etkinligini fazlalagtirir. Bu ylzden, Notch, APP ya da bagka proteinler kalan
proteinden hucredisi domeynin ayrilmasinda presenilin aracili mekanizma
kullanihr [75].

Drosophila presenilin geninde; prondral hucre kumelerinin igerisinde lateral
inhibisyon kaybi, kanat mesafe olusumunda kayip gibi, Notch-iligkili lethal

fenotipe neden olan fonksiyon kaybi mutasyonlari tanimlanmigtir [76].
2.11.2. PSEN1 ve B-katenin, Kaderin iligkisi

B-katenin, hicre adhezyon molekulllu oldugu kadar Wnt sinyal yolaginda sinyal
iletim proteinidir. B-katenin hucresel lokalizasyonuna gore iki ayri fonksiyona
sahiptir. Membran [(-katenin hicre adhezyon moleklll olan E-kaderin ile
kompleks olustururken, stoplazmik B-katenin Whnt-sinyalizasyonunda gen

ekspresyonunun duzenlenmesinde gorevlidir [46].

PSEN1’in, B-katenin ile kompleks olusturdugu ve B-katenin stabilitesini artirdigi

in vivo gosterilmistir. PSEN1 genindeki patojenik mutasyonlar, presenilinin (3-
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kateninini stabilizasyon yetenegini azaltir ve transgenik farelerin beyinlerinde -
kateninin artmis degredasyonuna yol acar. Dahasi, [B-katenin duzeylerinin
PSEN1 mutasyonu tasiyan Alzheimer hastalarinda 6nemli derecede azaldigi
gosterilmistir. B-katenin sinyallenmesinin kaybi néronal duyarlihdi artirarak APP
tarafindan induklenen apoptozisi destekler. Bodylece, PSEN1 genindeki
mutasyonlarin B-katenin stabilitesindeki degisim ile néronal apoptozisi artirdigi
ve AHIn erken baslangi¢ formuna zemin hazirladigi kanisi desteklenmektedir
[77].

MDCK (Madin-Darby canine kidney) hicrelerinde PSEN7T’in kaderin—temelli
tutunma baglantilarinin bilesenleri gibi hucre igi iletisim bodlgelerinde kolokalize
olarak biriktigi gosterilmistir. PSEN1 fragmentleri E-kaderin, (-katenin ve ao-
katenin gibi tutunma baglantilarinin tim bilesenleri ile kompleks olusturur.
Yeterince ¢odalmis MDCK hucrelerinde, PSEN1 hicre yuzeyi E-kaderini ile
birlesir, Ca*2 bagimh hiicre-hiicre etkilesiminde bozulma hiicre yiizeyi PSENT’i
ve PSEN1-E-kaderin kompleksi diizeylerini azaltir. insan bdbrek hiicrelerinde
PSEN1 overekspresyonu hucre-hlicre adhezyonunu artirir. Bu veriler PSEN1 ‘in
kaderin/katenin adhezyon sistemine katildigini ve hucre-hicre adhezyonunu
dizenledigini gosterir. PSEN1 epitel dokuda htcreler arasi temas bdlgelerinde
konsantre olur, E-kaderin ve N-kaderin ile kompleks olusturur ve beyinde
sinaptik  bdlgelerde yogunlasir. PSEN1 kaderin/katenin  kompleksinin
kurucusudur ve bu kompleks PSEN1 mutasyonlari ile iligkili ailesel Alzheimer

hastalari icin potansiyel bir hedeftir [78].

PSEN1, p-katenin ile etkilesir ve bu proteinin turnoverini bagimsiz
mekanizmalarla baglatir. Bu aktivitesiyle uyumlu olarak PSEN1’in in vivo
epidermal hicre c¢ogalmasinin kontrolinde 6nemli oldugu rapor edilmigtir.
PSEN1-kusurlu farelerde deri kanserinin gelisimi, p-katenin stabilizasyonunda
PSENT'in gorev aldigini gostermektedir. Bununla birlikte p-kateninin AH
patogenezindeki 6zgun rolu agik degildir. Sporadik AH vakalarinda pek ¢ok
calisma indirgenmis Wnt/B-katenin sinyallenmesinin AH patogenezine katki

saglayabilecegini isaret etmektedir [46].

PSEN1 mutant L286V proteini sigcan noéronal oncul hdcrelerinde norit
bdyUmesini ve ndronal farklilasmayi B-katenin aracili sinyallenme ve

transkripsiyonda azalma nedeniyle inhibe etmektedir [79].
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PSEN1, B-katenin dizeyini, yapisinda da yer alan sitosolik ilmek yoluyla fiziksel
olarak etkileserek negatif olarak duzenler. PSEN1 ‘in bu fonksiyonu B-katenin
yapim-yikiminin yabani tip PSEN1'de gergeklesirken D257A mutantinda
ortadan kalktiginin gdsterilmesi ile belirlenmistir [46]. PSEN7T’in B-katenin
fosforilasyonunu kolaylastiran bir iskelet olarak iglev gorduguine iligskin kanitlar
vardir ve [-katenin yikimini siklin bagimli kinaz 5 (CDKS5)/GSK-383
fosforilasyonu araciliyla duzenledigi belirlenmis olmasina ragmen mekanizma
hentz aydinlatilamamistir. Gosall ve Coll, AICD-overekspresyonu gosteren
transgenik farelerin GSK-3B’'nin anormal aktivasyonuna sahip olabilecegini
gOstermigtir.  Bu fareler tau hiperfosforilasyonunu/agrerasyonunu ve
norodejenerasyon hafiza kusurlarini kapsayan AH-benzeri karakteristiklere
sahiptir [1].

Presenilinler igin iyi ¢alisiimis diger subsratlar N- ve E-kaderinlerdir. PSEN1, bu
proteinler ve a/f kateninler ile hiicre ylizeyinde kompleks olusturur. y-sekretaz
E-kaderin’i proteolize ugratir ve bu kompleksle iligkili B ve (-a) kateninlerin
salinimi ve tutunma baglantisinin bozulmasi ile sonuglanir. N-kaderin ayrimi y-
sekretazlar tarafindan saglanir ve NMDA agonistleri tarafindan dizenlenir. Bu
ayrimla artis gosteren N-kaderin fragmentleri siklik AMP yanit elementi

baglanma proteini (CREB)’e baglanir [80].

PSEN1, ER’den plazma membranina etkili N-kaderin trafigi icin gereklidir. E-
kaderin ve néronal kaderin (N-kaderin) Ca*® bagiml hiicre-hiicre adhezyonu ve
taninmasinda aracilik eden tip-I transmembran protein ailesinin Uyesidirler. N-
kaderinin plazma membranina PSEN1 aracili iletimi, hucre-hicre temas
durumunun kontrolinu kapsayan fizyolojik fonksiyonlarin gerceklestiriimesi icin

onemlidir [1].

PSEN1 yalnizca AH-iligkili protein gibi goérlinen; ancak bagimsiz
multifonksiyonel Ozellikleri ile ¢ok sayida hulcresel sinyal mekanizmasini

merkezinde bulunan protein olarak tanimlanmigtir [81].
2.11.3. PSEN1 ve Kalsiyum Homeostazisi iligkisi

Presenilinlerin kalsiyum homeostazisindeki rolleri daha da tartismalidir. PSEN1
genindeki klinik mutasyonlarin endoplazmik retikulum (ER)deki kalsiyum

havuzuna =zarar verdigi ise ortak bir kanidir. Mekanizmalar tam olarak
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aciklamamis olmakla birlikte ve presenilinlerin Ryanodin reseptérinin (RyR)
ylksek ekspresyonuna, inositol-3-fosfat (IP3) — indiikleyici ER Ca*? salinimina
ya da sarko (endo) plazmik retikulum Ca*? —ATPaz (SERCA) diizenlenmesine
etki ettigi dustnulmektedir. Presenilinler kalsiyum gecirgenligi olan kanallar gibi
davranabilirler ve bu gecis fonksiyonu sadece PSEN1‘in tamaminda g6zlenebilir
(6rnegin y-sekretaz kompleksi ile birlesmeden 6nce) ve presenilinlerin icerdigi
aspartat mutasyonlari bu islevi etkileyebilir [80].

PSEN1 genindeki mutasyonlarin anormal hicre igi kalsiyum sinyallenmesi ile
baglantili oldugu ve IP3 reseptorii araciigiyla ER depolarindan Ca*? salinimini
baglattigi bildirilmistir. Presenilinler IP3 reseptorleri ile etkilesimde bulunurlar,
IP3 kanal aktivitesini duzenlerler. Patch-clamp teknigi kullanilarak PSEN1
M146L mutasyonunun IP3 kanallarinin agikhdini uzattigi ve Ca*? gecirgenligini
artirdigi gézlenmistir. PSEN1M146L eksprese eden fare primer noéronlarinda,
mutant PSEN7’in RyR miktar ve ekspresyonunu artirdiyi ayni zamanda, IP3R
ve Ca' sinyallenmesini diizenledigi gosterilmistir. IP3 reseptdri ve RyR
disinda, presenilinlerin sar-/ endoplazmik retikulum Ca*’ATPaz (SERCA) ile
etkilesime gecerek hicre ici kalsiyum sinyallenmesini dizenledigi rapor
edilmigtir. Bu c¢aligmalar presenilin ve mutantlarinin hicre ig¢i kalsiyum
sinyallenmesini ¢esitli kalsiyum kanal-aracili proteinlerle etkilesim yoluyla
duzenledigini ileri surer. Presenilinlerin dusuk gegirgenlikte, pasif ER Ca*? gecis
kanallari olarak  davranabiliyor  olmasi ile presenilinlerin Ca*?
sinyalizasyonundaki fonksiyonu, Alzheimer hastaligi ve bozulmus néronal Ca*?

sinyallenmesi arasindaki baglantiyi destekler niteliktedir [82].
2.11.4. PSEN1 ve Otofaji

Amiloid plaklarin ¢evresinde distrofik noéritlerde, otofajik vakuollerin birikimi
g6zlenmektedir. Otofajide bozulmus hicre organelleri ve toksik protein
degradasyonu igin hucresel igslenme gergeklestirilir, bu mekanizma hucrelerin
besin tukenmesi gibi stres kosullarinda canliliklarinin surdurtlmesine yardimci
olur. Otofaji temel olarak iki basamak gerektirir: Bozulmus htcresel organelleri
iceren otofagozomun olusumu ve igerigin lizozom ya da ge¢ endozom flizyonu
ile degredasyonu. PSEN1 kusurlarinin telensephalin (TLN) ve alfa-sinuklein
benzeri uzun Omdarla proteinlerin yapim-yikim surecinde bozulmaya neden

oldugu, bunun da lizozomal fUzyon basarisizli§i ve otofajik kusurla sonuglandigi
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bildirilmigtir. Diger bir hipoteze gére PSEN1-baglantili otofajik vakuol birikimi

lizozom asidifikasyon mekanizmasinda kusurlara neden olur [46].

PSEN1 kusurlarinin otofajik vakuol anormallikleriyle baglantili oldugu iyi
bilinmektedir. Ancak otofaji ve AAH-iligkili PSEN1 mutasyonlari arasindaki iligki
net olarak aciklanamamistir. Ornegin yapilan bir calismada, AAH-iligkili PSEN1
mutasyonlarinin TLN-pozitif otofajik kusurla iligkili olmadigi gosterirken, bir diger
calismada PSEN1 AAH-iligkili mutasyon tagiyan insan fibroblastlarinda otofajik
kusur tespit edilmigtir. Bu durum gosterir ki, AAH-iligkili PSEN1 mutasyonlarinin
AH’da otofajik kusurlara katkisinin aydinlatiimasi i¢in sonraki ¢alismalara ihtiyag
vardir [46].

2.11.5. PSEN1 ve Sinaptik Gegis

AH icin baska patolojik yaklagim sinaptik iletimde basarisizlik ve sonraki noéral
devrelerde hasar varhgidir. Plak olusumundan bagimsiz gsekilde sinaptik
fonksiyon bozuklugunun AH patogenezine katki sagladigina dair ¢cok sayida
bulgu mevcuttur. AB‘nin sinaptik iletim etkinliginin surdurilmesi ve noral
devrelerin stabilizasyonunda ©6nemli rol oynadigi rapor edilmigtir. Son
zamanlara presenilin proteinlerinin noérotransmiter salinimina katildig1 ve

sinaptik sinyal seviyelerinin duzenlenmesinde rol oynadigi dikkati ¢gekmistir [46].
2.11.6. PSEN1 ve Apoptoz

Apoptozis, normal gelisimde ve farkli hicre tiplerinin homeostazisinin
saglanmasi igin gerekli biyolojik bir surectir. Bu suregte meydana gelen
bozulmalar nérodejeneratif hastaliklarin pek c¢ogu ile baglantilidir. Apoptoz
surecinde PSEN1’in normal endoproteolitik ayrim surecinden bagimsiz olarak

kaspaz-3 ailesi proteazlar tarafindan ayrima ugradigi bildirilmigtir.

PSEN1, ERK 1/2 aktivitesinin bazal duzeyini Grb’nin SH2 domeyni ile direkt
baglanmasi ile Ras-Raf-MEK-bagimli yolagin aktivasyonunu gerceklestirerek
duzenler. ERK ailesi, en yaygin olan hicresel sinyal mekanizmalarindan biridir
ve mekanizmanin aktivasyonu hucre digi duzenleyiciler ile iligkilidir; ayrica bu
yolak hicre c¢ogalmasi, canlihdin suardirilmesi ve hiacre farklilasmasi gibi

sureclerin yani sira hicre 6lumu ve apoptoz mekanizmalari ile de baglantilidir.

AAH-mutantlarinin hacre 6limune neden oldugu ya da apoptozise yol agan
sekonder olaylari indukledigi bildirilmistir. PSEN1 ve PSENZ2 genleri delesyona
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ugrayan farelerde 6grenme, hafiza ve sinaptik fonksiyon kusurlari ve néronal
hicre 6lumu gorulmastur. Bulgular PSEN1‘in Bcl2 ailesinin antiapoptotik bir

uyesi ile etkilesimde oldugunu gdstermektedir [46].
2.11.7. PSEN1 ve Etkilesimde Oldugu Diger Mekanizmalar

Noéronlarda APP’nin aksonal transportunun, APP’nin kinezin-1’in, kinezin hafif
zincir birimine direkt baglanmasi araciligiyla gerceklestigi gosterilmistir. Aksonal
membran kompartmaninin APP, [(B-sekretaz ve PSEN1 igerdigi belirlenmistir.
APP’nin proteolitik yikiminin aksonlarda oldugu in vivo ve in vitro olarak
gosterilmistir. Bu proteolizis APP’nin karboksi terminal fragmentini ve AR’yi
olusturur ve kinezin-1'in membrandan salinimina neden olur. Buradan su
sonuca varilabilir ki APP, kinezin-1 membran reseptoru olarak davranir, [3-
sekretaz ve PSEN1, APP ‘nin aksonal transportunda aracidir. APP’nin amiloid
B’ya islenme sureci sekretazlar tarafindan gergeklestirilir, bu aksonal membran

kompartmaninda kinezin-1 tarafindan transportla desteklenir [83].

PSEN1'deki AAH-iligkili mutasyonlarin ER lumeninde yanlis katlanan
proteinlerin birikimi ile ER'de strese yanit olarak aktive edilen katlanmamis
protein yanitinda hasara neden oldugunu gdsterir. Hlcre kultira calismalari
PSEN1 mutantlarinin Ire-1 alfa, ATF6 ve PERK gibi ER stres ileticilerinin
aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [84,85].

TRPM7-iligkili Mg*’—inhibe katyon kanallari disregiilasyonunun temelinde
PSEN1-AAH-mutant hucrelerinde iyon kanal fonksiyonu bozulmasi
yatmaktadir. Fosfatidil inisitol 4,5 —bifosfat (PIP,) eklenmesi kanal kusurlarini
yeniden restore eder ve PIP2 metabolizmasindaki dengesizligin hastalik

patogenezinde bir faktor olabilecedi ileri surtlmustur [86].

PSEN1 ekstrasellilar matriks bilesenleri icin hicre yluzey adhezyon molekull
olan, tumor hucre buyumesi ve metastazin diuzenlenmesini kapsayan genis
kapsamli biyolojik ve patolojik surecglerde rol oynayan CD44’4n membran igi

ayrimi igin gereklidir [1].

Son zamanlarda dusuk yogunluklu aracih protein (LRP)'nin de y-sekretaz
benzeri bir aktiviteyle ayrildigini gostermektedir. LRP reseptorleri €4 alel
tasiyicilarinda geg¢ baslangigli AH gelisiminde iyi bilinen bir risk olan Apo-E

tarafindan aktive edilir [1].
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Presenilinler, proteinlerin hicresel trafiginde de etkilidir. Cok sayida presenilin
subsrati, beklenmedik sekilde proteolitik surecgle iligkilidir ve protein
fragmentlerinin anormal birikimine yol acarlar. Bununla birlikte y-sekretaz
subsrati oldugu ag¢ik olmayan intraselliler adezyon molekild 5 (ICAM 5),
telensephalin, epidermal bulylime faktor reseptori (EGFR) ve B1-integrin gibi
cesitli hucre-yuzey proteinleri presenilin kusurlu hudcrelerde yanhs lokalize
olmuslardir. Presenilin knock-out hidcrelerde bu proteinlerin anormal birikimi
endozom ya da lizozomlar arasinda kusurlu transport ya da ge¢ endozomal ve

bagka yikim organlarindaki eksiklikler ile agiklanmaktadir [80].
2.12. PSEN1 ve iliskili Hastaliklar
2.12.1. Dilate Kardiyomiyopati

Presenilinlerin kalp dokusunda eksprese olduklari ve kardiyak gelisimde rol
oynadiklari hipotezinden bu yana presenilinlerin dilate kardiyomiyopati
(CMD1U; 613694) ile iliskili oldugu dustntlmastir. 315 dilate kardiyomiyopati
hastasinin PSEN1 ve PSEN2 (600759) sekans varyasyonlari arastiriimistir.
Yeni PSEN1 heterozigot yanlis anlamli mutasyon (104311.0034) penetrans bir
ailede belirlenirken bir baska iki ailede tek heterezigot PSEN2 (600759.0008)
yanlis anlamli mutasyonu belirlenmistir. PSEN71 mutasyonu tamamlanmis ve
kardiyak transplantasyon gerekliligi ya da 6lumle sonuglanan progresif suregle
iligkilidir.  PSEN1 ve PSEN2 mutasyonu tasiyicillarinin  kulture deri

fibroblastlarinda kalsiyum sinyallenmesinde degisim oldugu goézlenmistir [87].
2.12.2. Ailesel Akne inversa

Ailesel otozomal dominant kalitim gosteren akne inversa -3 (ACNINV3; 613737)
‘de  PSEN1 ‘de tek bazlik c¢erceve kaymasi (frameshift) mutasyonu
tanimlanmistir (104311.0038). PSEN1, PSENEN (607632) ve NCSTN (605254)
y-sekretaz kompleksinde heterezigot fonksiyon kaybi mutasyonunun ailesel
akne inversa nedeni olabilecegi gosterilmistir. Calisma grubu olarak Alzheimer

ya da demans belirtisi tagimayan 50 yas ve UstU bireyler secilmistir [88].
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2.13. Apolipoproteinler ve Apolipoprotein-E (Apo-E)
2.13.1. Fonksiyon ve Metabolizma

Lipidler plazmada ¢6zunemediklerinden dolaylr ¢6zUnup tasinabilir hale
gelmeleri ve c¢esitli dokularda enerji kaynagi, lipid depolanmasi, steroid hormon
sentezi ve safra asidi olusumu gibi biyolojik fonksiyonlari saglamak igin
lipoproteinlere inhtiya¢ duyarlar. Lipoproteinler, lipid ve proteinlerin birlesiminden
olusur. Lipoproteinlerin protein kismina apolipoprotein ya da apoprotein denir
[89]. En 6nemli apolipoproteinler Apo-E, Apo-C ve Apo-B’dir. Lipid kismi
kolesterol, esterlesmis kolesterol, trigliserid ve fosfolipidleri igerirken,
apolipoprotein kismi da enzimler icin tasiyici ve/veya kofaktoér olarak ve
reseptorler igin ligand olarak gorev yapar. Her biri farkli géreve sahip olan bes
temel lipoprotein vardir. Bunlar ylksek dansiteli lipoprotein (HDL), dusuk
dansiteli lipoprotein (LDL), orta dansiteli lipoprotein (IDL), ¢cok dusuk dansiteli
lipoprotein (VLDL) ve silomikronlardir. Bu apolipoproteinlerden LDL harig,
tumunun yapisinda Apo-E bulunmaktadir. Diger bir deyisle Apo-E; VLDL, IDL,
HDL ve silomikron kalintilarinin  bilesenidir, bunlarin olusumunda ve

stabilitesinde énemlidir [90].

Apo-E, ilk defa 1973’te VLDL'nin bir bileseni olarak tespit edilmistir [91]. Diger
apolipoproteinlerle kargilastirildiginda daha yuksek oranda arjinin amino asiti
icermektedir. Karacigerde sentezlenen ve trigliseridleri karacigerden periferik
dokulara tastyan VLDL %10-20 oraninda Apo-E igerir. Hlcreler arasi kolesterol
dagiliminda énemli rol oynayan HDL ise % 1-2 oraninda Apo-E igerir. Buna
ilave olarak Apo-E diyet lipidlerini bagirsaklardan karacigere ve diger dokulara
tasiyan, barsaklarda olusan silomikronlarin ana bilesenidir. Bazi lipoproteinlerin
baglanma, internalizasyon ve katabolizma gibi metabolik reaksiyonlari, Apo-E
tarafindan yuksek afiniteli reseptorlerin taninmasi araciligi ile olur. Bu
reseptorler, érnegin Apo-B'’yi taniyan ve karaciger ve ekstrahepatik dokularda
bulunan LDL reseptorleri ve saf Apo-E reseptorleridir ki bunlara silomikron
kalinti reseptdrler de denir. Bu reseptdrler blylk oranda karaciger hicrelerinde
bulunurlar [89].

Apo-E; LDL reseptorleri igin ligand gorevi yapan bir plazma proteinidir. Bu

reseptorlerle etkilesimi sonucu vicudun gesitli hicrelerinde kolesterol ve diger
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lipidlerin transportunda rol alir. Apo-E beyinde astrosit hticreleri tarafindan
sentez edilir, dalak hucreleri, akcigerler, adrenaller, overler, bdbrekler ve
karaciger de sentez edildigi yerler arasindadir. Ayrica yuksek
konsantrasyonlarda intestinal sivilarda bulunur ve burada fazla kolesterol iceren
hicrelerdeki kolesteroll, ihtiyag duyulan hicrelere dagitmakta goérev alir. Apo-E
ayrica hiicre hasarini tamirde rol almaktadir. Ornegin periferik sinir hasarlarinda
ve rejenerasyonunda APOE ekspresyon seviyeleri onemli dlgide artmis olarak
bulunmustur. Buradan yola c¢ikarak Apo-E’nin lipid transport goérevinden
badimsiz fonksiyonlari oldugu sdylenebilmistir. Bu fonksiyonlar hiicre blyume

ve farklilasmasinin immunoregulasyonu ve modulasyonudur [92].

Bazi reseptorlerin Apo-E’ye olan yuksek afiniteleri, bu proteinin lipoprotein
metabolizmasindaki ana fizyolojik rolunu agiklamaktadir. Apo-E buyuk oranda
karacigerde sentezlenen lipoproteinlerden farkhdir, ¢lUnkl sinir sistemi danhil
olmak uUzere ekstrahepatik dokularda da anlatimi gergeklesir [93]. Apo-E beyin
omurilik sivisinda (BOS) bulunan, hem periferik hem de santral sinir sisteminin
Schwann hucreleri ve astrositler tarafindan uretilen temel apolipoproteindir [94].
Apo-E’nin farkh hicre tiplerindeki varligi, onun lipid transportu disinda,
rejenerasyon ve immunolojik surecglerde de rol aldigina isaret etmektedir. Apo-
E’nin bayukluk ve elektriksel yuk bakimindan farkh izoformlarinin olugu, genetik

varyasyon ve post-translasyonel glikozilasyon olaylarinin bir sonucudur [95].
2.13.2. APOE Geni ve Apo-E Proteini

insan APOE geni (APOE, MIM 107741) 19. kromozomun uzun koluna
(19913.2) lokalize 3597 bg¢ uzunlugunda, 4 ekzon ve 3 intron igceren bir gendir
[96]. Birinci intron vyaklasik 760 bg¢ uzunlugundadir ve 5’ translasyona
ugramayan (untranslated) dizide sekansi translasyonu baglatan metionin
kodonunun yukarisinda (upstreaminde) yerlesmistir. ikinci ve (igiincii intronlar
sirasiyla 1092 ve 582 bg¢ uzunlugundadir ve Apo-E proteininin -4. aminoasidi ile
olgun proteinin +61.aminoasidi arasinda bulunurlar [97]. APOE’nin
transkripsiyon baglama (inisiasyon) bdlgesi birinci intronu baslatan guanozin-
timin (GT) nikleotidlerinin 44 bg¢ yukarisinda, adenin (A) nikleotidinde bulunur
[96]. Varsayilan promotor sekansi (TATAAATT kutusu), bu transkripsiyon
baglama bolgesinin 33 bg¢ yukarisinda bulunur [97] . Bunlara ek olarak baska iki

temel ters donmus tekrar (inverted repeated) dizisi mMRNA baslama bdlgesine
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yakin 5’ flanking boélgede, 150 nikleotit icinde bulunur. Proksimal element -76.
ve -46.nukleotidler arasinda, distal element ise -144. ve -108. nukleotidler
arasinda yerlesmistir. Bu iki sekansta ¢ok sayida bulunan GC-baz cifti stabil
palindrom benzeri yapi olusumundan kaynaklanir [96]. Dérdincu ekzon olgun
proteinin 112. ve 158. pozisyonunda bulunan ve Apo-E’nin genotipini belirleyen

kodonlari igerir [97].

APOE transkripsiyonu ve kirpilmasi sonucunda 1163 bp uzunlugunda bir APOE
MRNA meydana gelir. Bu mRNA daha sonra sinyal peptid gorevi goren, 18-N
terminal amino asit iceren, 317 amino asitlik bir proteinin olugsmasi amaciyla
translasyona ugrar. Metionin ile baslayan 18 amino asitlik bu segment, lizin
amino asiti ile baglayan 299 amino asitlik olgun Apo-E’yi olusturmak Uzere,
mikrozomal membranda polipeptidden ayrilarak ihtiyag duyulan dokuya yonlenir
[97]. Apo-E yaklasik 34 kilodalton (kDA) agirhdinda bir lipid transport proteinidir
[89].

insanlarda APOE geni polimorfiktir. Apo-E’'nin (i¢ ana izoformu bulunur ve
bunlar tek bir genin ¢ alelik formunun (€2, €3, €4) UrUnleridir [98] . Bu alellerin
farkl kombinasyonlari alti farkli genotipin (€2/€2, €2/€3, €2/€4, €3/€3 , €3/e4 ve
€4/e4) meydana gelmesine imkan verir. Bunlardan en sik goruleni €3/e3
genotipidir. Bu U¢ izoform olgun Apo-E‘nin 112. ve 158. pozisyonlarindaki
sistein (Cys) ve arjinin (Arg) rezidulerindeki degisimler sonucu meydana
gelmektedir [99] . Apo-E protein varyantlari Apo-E2 (Cys112, Cys 158), Apo-E3
(Cys 112, Arg 158), Apo-E4 (Arg 112, Arg 158) seklinde ifade edilir [89] [Sekil
211.].

Reseptor baglanma Lipid baglanma
bdlgesi bolgesi
136 150 244 27‘2

1 167 206 299

NH, # COOH

. . 0= & _
Heliks 1 Heliks 2 Heliks 3 Heliks 4 Baglayici
| | bélge

izoform-Spesifik Allel
Aminoasit farkliign Sikhg(%)

. 112 158 Genel AH
Apo-E2 Cys Cys 8.4 3.9
Apo-E3 Cys Arg 77.9 59.4
Apo-E4 Arg Arg 13.7 36.7

Sekil 2.11. Apo-E variantlari ve alel bazinda farkliliklar.104 numarali kaynaktan

degistirilerek alinmigtir. [104]
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Apo-E iki adet bagimsiz yapisal domeynden olusur. Bunlardan amino-terminal
domeyn (1-167. kalintilar) stabil globuler bir yapiya sahip olup reseptor baglama
fonksiyonuna sahiptir. Karboksi-terminal domeyn (206-299. kalintilar) ise daha
az stabil olup lipoprotein baglama fonksiyonunu yerine getirmektedir [100].
Populasyon c¢alismalarinin buyuk kismi en sik gorilen Gg farkli polimorfik alel
(€2, €3, €4) uzerinde durur. Genel olarak yaygin alel €3 iken, €2 ve €4 alelleri
populasyonlara gére siklik sirasinda yer degistirir. insan APOE geni (g
polimorfik aleli - €2, €3 ve €¢4- dunya genel populasyonunda sirasiyla % 8,4
%77,9 ve % 13,7 frekansa sahiptir [101] [Sekil 2.11.]. Genotip sikliklari ise en
sik gorllenden baslanarak €3/e3, €3/e4, €2/€3, €4/e4, €2/e4 ve €2/¢2 seklinde
siralanmakla birlikte farkliliklar gostermektedir [98]. Apo-E3 en sik gorilen “wild
type” (yabanil tip, atasal ) olan formdur ve 112. pozisyonda sistein amino asiti,
baglama boélgesinde olan 158. pozisyonda ise arjinin amino asiti
bulundurmaktadir [97]. Bu iki pozisyondaki amino asit farklihgi Apo-E
izoformlarinin yapisini ve lipid, reseptor ve amiloid beta (AB)ya baglanma
yetenegini etkiler [102,103]. Apo-E4’de amino asit degisikligi, pozisyon 61’'deki
arjinin ve pozisyon 255’deki glutamik asit arasindaki bir tuz koprisunun
olusumuyla meydana gelen yapisal bir degisiklikle sonuglanmaktadir [103]
[Sekil 2.12.]

Apo-E4 Apo-E3

b FIT

Gilu-255 i‘:l
Va ™

n - _! j-"

‘fjj‘!ﬂ,ﬁ

Sekil 2.12. Apo-E4 ve Apo-E3 proteinleri [103].

insan ve hayvanlar iizerinde gerceklestirilen calismalar agikga gdstermistir ki
Apo-E izoformlari, AB birikim ve ortadan kaldiriimasini farkli sekilde etkilerler.

Cesitli AB —bagimsiz fonksiyonlar da Apo-E izoformlari ile iligkilidir [104].
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Gunumuze kadar, en sik gorilen APOE varyantlari olan €2, €3 ve €4 dahil
olmak Uzere 60’'tan fazla APOE varyanti tanimlanmigtir [105]. APOE’nin sekans
analizleri €2 ve €3 alellerinin atasal €4 alelinden kodkenlendiklerini ve €3 alel
frekansinin €4’e oranla son 200.000 yil igerisinde arttigini géstermektedir [97].
Son arastirmalar bu degdisimin sebebini Apo-E’nin, henliz ¢ok az tanimlanmig
olan, immunolojik cevap veya enfeksiyonlardaki modulator gorevlerine
baglamaktadir [106]. Diger bir sebep ise geninin iki polimorfik bolgesi olan 112.
ve 158. kodonlarin “hot spot” mutasyon bdlgeleri olan CpG adaciklarinda
bulunmasidir [107].

Calismalar sonucunda APOE alel frekanslarinin populasyonlar arasinda
oldukga farkli oranlara sahip oldugu ortaya g¢ikmaktadir. Cin, Japon ve Maya
Kizilderilileri diger irklara gore daha yuksek €3 ve daha dusik €4 alel frekansina
sahiptirler. Yine €4 aleli Guney Avrupa’ya gore Kuzey Avrupa’da daha ylksek
bulunmustur. €4 aleli Finlandiya’da % 20 siklikta iken Yunanistan’da % 8.5
oraninda gorulmektedir [99]. Turkiye’de yapilan ¢alismalar sonucunda saglikli
populasyonda APOE alel sikligi €3>£2>¢4 olarak Ozetlenebilirse de oranlar
yaklagik olarak sirasiyla % 80.3, % 116 ve % 8.1 seklinde
detaylandirilabilmektedir [108].

Genom c¢apinda iligkilendirme c¢alismalari APOE €4 alelinin AH icin guglu bir
genetik risk faktort oldugunu dogrulamistir [109,110]. Bu alelin varligi EBAH ve
GBAH gorilme riski artisi ile ile iligkilidir [111,112]. Kliniksel meta-analizler ve
otopsi temelli gcalismalar goéstermistir ki AH riski €4 alelinin tek kopyasini (€2/¢4,
goreceli olasiliklar orani (GOO) 2,6); €3/e4, GOO 3.2) ya da iki kopyasini (e4/e4,
GOO 14.9) tasiyan bireyler €3/e3 genotipini tasiyan bireylere gore
kiyaslandiginda artmig AH riskine sahiptir. Buna karsilik APOE €2 aleli AH’a
kars! koruyucu etkiye sahiptir. APOE €2/€2 genotipine (GOO 0.6) ya da €2/€3
(GOO 0.6) genotipine sahip bireylerde AH riski €3/e3 tagiyanlara gore daha
dasuiktar [101].

Populasyon temelli galismalarda APOE €4-AH iligkisi Afrika kdkenli Amerikalilar
(e4/e4, GOO 5.7) ya da latin kdkenli populasyonlarda (e4/e4, GOO 2.2) daha
zayIf iken beyaz bireylerle karsilasgtirildiginda Japon bireylerde (g4/e4, GOO
12.5) daha guglidir. APOE €4 aleli artmis AH prevelansi ve baslangi¢
yasindaki dismeyle iligkilidir [101]. ¢4 homozigotlarinda AH frekansi % 91 iken

43



ve ortalama baslangi¢ yasi 68'dir, ¢4 heterezigotlarinda frekans % 47 iken
ortalama baslangi¢ yasi 76°dir, €4 tasiyicisi olmayanlarda ise frekans %20 ‘lere
duserken baslangi¢ yasi 84’e ¢gikmaktadir. Gorulmektedir ki APOE €4 aleli AH
gelisim riskini siddetli sekilde artirirken, baglangi¢ yasini ise gende doz bagimli
sekilde erkene cekmektedir [113].

2.14. Alzheimer Hastahgi’nda Apo-E izoformlarinin Mekanizmasi

Apo-E, beyin tarafindan sentezlenen ana lipoproteindir ve beyin omurilik sivisi
(BOS)'da bulunan lipoproteinlerin bir bilesenidir. Beyinde Apo-E sentezini ve
salgilanmasini yoneten mekanizmalar hendz tam olarak anlasilamamistir.

Beyinde Apo-E fonksiyonuna iliskin bazi yollar Sekil 2.13’de verilmistir. AH igin

bilinen en onemli risk faktorlerinden biri APOE'nin €4 izoformunun varhgidir
[104].
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Sekil 2.13. Beyinde apolipoprotein-E ve amiloid B metabolizmasi. [104 numarali

kaynaktan degistirilerek alinmistir]

Epidemiyolojik galismalar APOE €4 tasiyicilarinin AH igin daha yUksek bir riske
sahip oldugunu ve Apo-E4 ‘Un hastaligin olusumundan ve gelisiminden sorumlu
oldugunu gostermektedir. Ayrica Apo-E4, hastaliga neden olan butin
biyokimyasal bozukluklar (AB depozisyonu, norofibriler yumaklarin olusumu,
oksidatif stres, lipid dengesinin bozulmasi, sinaptik elastikiyet kaybi ve kolinerjik
fonksiyon kaybi) ile iligkili tek molekaldir [114]. Bu veriler Apo-E4’lUn toksik

fonksiyonlarin kazanimi ve nérokoruyucu fonksiyonlarin azalmasi ya da her iki
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mekanizmay birlikte tetikleyerek AH patogenezinde rol oynadigina dikkat geker
[114] [Sekil 2.14.].

Sinaptik plastisite
Sinaptik tamir F
Kole sterol

I F.III:\'PU” 1]

E3=E4

AR birikimi

(APOE ) ———» LRP1 vz LDRL
i T amcih AR Kirensi

Maral toksitite

MNFY alusumu

Amiloidogenil sitreg

Sekil 2.14. Apo-E4 ve Apo-E3 proteinlerinin metabolizma dizeyinde etkinlik
farkhliklari [114].

2.14.1. Amiloid B (AB) Metabolizmasi, Birikimi ve Apo-E

AB’nin Uretimi, oligomerizasyonu ve depolanmasinin AH’da énemli rol oynadigi
bildirilmistir. AB142 Uretiminde artis ile sonuglanan, amiloid prekirsor proteini
(APP) ve presenilin (PSEN1, PSENZ2) genlerindeki otozomal dominant
mutasyonlarin saptanmasi, AR metabolizmasi ve AH arasindaki iliskiye isaret
etmektedir [114].

insan ve transgenik hayvanlardaki calismalar gostermistir ki beyindeki AR
diuzeyleri ve amiloid plak yukleri APOE'nin alelik izoformlari ile baglantihdir (¢4
>£3>€2). Apo-E; AB metabolizmasi, birikim ve depolanma mekanizmalarinin
degisiminde énemli role sahiptir. insan Apo-E izoformlarini eksprese eden geng
ve yasli amiloid fare modellerinde Apo-E4’Un; AB’nin ortadan kaldiriimasinda

Apo-E3’ten daha az etkili oldugu gosterilmistir [115].

Apo-E; AB’nin beyinden uzaklastiriimasini, AR’yi kan beyin bariyerinden karsiya
gegirerek sistemik sirkllasyonla saglar [116]. Lipoprotein reseptori (LRP1) ile
Apo-E4 lipoproteinlerine baglh AB arasindaki etkilesim, Apo-E3 lipoproteinlerine
bagli AB‘ye gore daha duguktur. Bagka bir deyisle LRP1 reseptorinun Apo-E4
ile baglanmis AR’ye afinitesi dusuktir. Bu bakimdan Apo-E, kan beyin
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bariyerinde Ap’nin ortadan kaldirilmasina, izoform 6zgul sekilde engel olur
(Apo-E4 < Apo-E3 ve Apo-E2) [117]. Ayrica, mikroglia hucreleri Uzerindeki
calismalar gostermistir ki Apo-E3, ApR’nin enzim aracili degredasyonunu Apo-
E4’den daha etkili sekilde gergeklestirir [118]. Tum c¢alismalar Apo-E4’Un AB
klirensini inhibe ettigini ve/veya A klirens araciligini Apo-E3 ve Apo-E2’ye goére

daha az etkili sekilde gerceklestirdigini gostermigtir [104].

Apo-E'nin AB yigiima ve birikimini diizenledigi agikga gortimektedir. Onemli bir
calisma gostermistir ki APOE gen delesyonuna sahip amiloid fare modelinde
fibriler AR birikimi énemli derecede ortadan kaldiriimistir [119]. Apo-E AH’a
sahip bireylerde norotik plaklarda bulunmaktadir ve APOE €4 alelini tasiyan
Alzheimer hastalarinda AP seviyeleri yukselmektedir. Apo-E4, AB yigiima ve
birikimini izoform-bagdimli sekilde basglatir, bununla birlikte mekanizmanin
aydinlatiimasi igin sonraki arastirmalara ihtiyag vardir [104]. Ek olarak y-
sekretaz aktivitesi ve AB Uretimini degistirdigi gosterilen Apo-E izoformlari,

kolesterol seviyelerini de farkl sekilde duzenlerler [120].
2.14.2. Beyin Atrofisi ve Apo-E

AH, hipokampusun fonksiyonel anormalligi ve hafiza aginda kortikal atrofi ile
iliskilidir. APOE €4 tasiyicisi AH’na sahip bireyler 6zellikle hipokampal alanda

daha buyuk medial temporal lob atrofisi gosterir [121].
2.14.3. tau Hiperfosforilasyonu, Norotoksitite ve Apo-E

tau proteininin anormal gerceklesen fosforilasyonu, Alzheimer ve diger bazi
ndrodejeneratif hastaliklarin genel karakteristigi olan nérofibriler yumaklarin
(NFY) olusumuna neden olmaktadir [122]. In vitro galismalar Apo-E
izoformlarinin tau proteini ile etkilesimlerinin farkli oldugunu gostermistir. tau
proteini Apo-E4 yerine, Apo-E3 ile sabit bir kompleks olusturmaktadir, tau
proteininin anormal fosforilasyonu tau-Apo-E3 etkilesimini inhibe etmektedir.
Apo-E3 yalnizca fosforile olmamig tau proteinine baglanabilir. Bu veriler Apo-
E3’Un tau ile ilgili siregte dnemli rol oynadigini ve noronal iskeletin kararlihdin

bozulmasini engelleyebilecegini dustindirmektedir [123].

Apo-E izoformlari arasinda €4, AB igin en ylksek, tau proteini icin ise en dustk
etkilesim aktivitesine sahiptir. Apo-E varliginda néronlarda, Apo-E’nin

noroprotektif baglayicihgindan kurtulan tau proteini norofibriler yumaklar
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donusecek olan eslesmis helikal fragmentleri olusturmaktadir. Mikrotibdul
organizasyonunda rol oynayan tau proteininin yoklugu, hucre sekli ve sinaptik

batinligun saglanmasini olumsuz etkileyecektir [124].

Apo-E 6énemli derecede astrosit ve mikroglialar tarafindan dretilir. Noéronal
APOE ekspresyonu, stres ya da hasara yanit olarak tetiklenebilir, blUyuk
olasilikla néronal tamir ve yeniden modellenmeyi destekler. Stres ve hasari
takiben Apo-E’nin proteolitik yikimi sonucu olugan hasarli Apo-E fragmenti tau
hiperfosforilasyonu, hucre iskeletinin bozulmasi ve mitokondriyal fonksiyon
kayiplarini artirir. Apo-E4; AR ve diger olaylarin tetikledigi noérotoksititeyi
siddetlendirir [125]. Yapilan bir calisma, APOE ¢4 alleli tasiyicisi temporal lob
epilepsisi hastalarin APOE €3 tasiyicilarina gore, hipereksitabiliteye bagli
hasarlara daha az direncgli ve AB toksititesine daha fazla duyarli oldugunu
gOstermigstir [126] , bu nedenle Apo-E3’Un noéronal strese karsi Apo-E4’e gore
noroprotektif etkiye sahip oldugu distniiliir. ilging sekilde APOE €4’tin néronal
ekspresyonu eksitotoksik hucre 6lumune neden olurken, astrosit-kokenli Apo-
E4’Un eksitotoksik hasarlara kargi noroprotektif etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Bu sonug, cesitli hlcresel kaynaklardan kdékenlenen Apo-E’nin

farkh fizyolojik ve patolojik aktiviteler gosterebilecedini ileri stirer [127].
2.14.4. Lipid Metabolizmasi ve Apo-E

Anormal lipid metabolizmasi, AH patogenezi ile guclu sekilde baglantihidir.
Merkezi sinir sisteminde Apo-E, néronal kdkenli yeniden modellenme, sinaptik
olusum ve aksonal blyume igin gerekli bilesen olan; 6grenme, hafiza olusumu
ve noronal tamir olaylarinda rol oynayan kolesterol taginiminda gorevlidir [128].
Beyin kolesterol duzeyi AH’larda ayni yastaki kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda hipokampal ve kortikal alanlarda blyidk oranda azalmistir
[129]. €4 aleli tasiyicilarinda yetersiz Apo-E dizeyi ve / veya bozulmus Apo-E
fonksiyonu, anormal merkezi sinir sistemi kolesterol homeostazisine ve noronal

gelisimde anormallige neden olur ve AH igin risk olusturur [104].

AB, kolesteroliin ndronlarda sentezini ve dagilimini dizenlemektedir [130].
Bununla birlikte kolesterolin, AR bagiml nérotoksititeyi azalttigi gdsterilmistir.
Bu veriler, kolesterol ve AP arasindaki iliskinin olduk¢a kompleks oldugunu

goOstermektedir. Apo-E izoformlarinin lipid taginimi ile ilgili olarak farkli 6zellikler
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gosterdigi géz onune alindiginda, kolesterol ile AR iligkisinin Apo-E genotipi

tarafindan duzenlenebilecegi dustunulmektedir [131].
2.14.5. Sinaptik Plastisite, Omurga Biitinlugli ve Apo-E

Sinaptik bozulmalar AH’In erken patolojik 6zelligidir [132]. Artan kanitlar Apo-E
izoformlarinin  sinaptik plastisite ve tamiri farkli sekilde dizenledigini
gostermektedir. AH ve ayni yastaki saglikli kontrollerde APOE €4 gen dozaji ile
hipokampustaki dendritik omurga yogunlugu ile ters iligkilidir. Apo-E4-transgenik
fareler, Apo-E3-transgenik fareler ile karsilastirildiginda daha dusuk dendritik
omurga yogunluk ve uzunluguna sahiptir. Apo-E3, AB oligomerleri tarafindan
indUklenen sinaptik aglarin kaybini engeller. Ayrica Apo-E izoformlari yagslanma
boyunca dendritik omurgay! farkh sekilde duzenler [133]. Yas bagimh bu
farkhliklar Apo-E izoformlarinin néronal butinligun saglanmasindaki etkilerine
isaret eder ve bu durum ileri yas APOE €4 alel tasiyicilarinda artmis demans
riski ile iligkilidir [104].

1 yasinda olan Apo-E4-transgenik fareler ve Apo-E3-transgenik fareler arasinda
yapilan karsilastirmada Apo-E4-transgenik farelerde, sinaptik gegisin azaldigi
g6zlenmistir, bu durum Apo-E4’lUn gelisimin erken evrelerinde de fonksiyonel
kusurlara yol acabildigini gosterirken, noronal devrelerin deg@isimi sonucu
yasamin ileri evrelerinde meydana gelen bilissel hastaliklari agiklayabilir [133] .
Ek olarak Apo-E4, glutamat reseptdor fonksiyonu ve sinaptik plastisiteyi
bozmasinin yani sira Apo-E reseptorleri ile trafik ve sinyallenmeyi de etkiler
[134].

Sinir sisteminde noronlar ve glia hucreleri arasindaki etkilesim buyumenin
ilerleyisi, rejenerasyon ve sinaptik plastisite i¢in olduk¢a dnemlidir [135]. Bu
evrede lipidlerin ApoE-iligkili yeniden dagilimi temel bir rol oynamaktadir. AH'da
neokortekste genis ndéronal kayip vardir [136]. APOE €4 tasiyicilarinda farkl
beyin bolgelerindeki ndronal hasarin onarilmasi yetersiz kalirken, €4 alelini
tagsimayanlar ayni bolgelerde belirgin rejeneratif degisiklikler gostermigtir [95].
Bununla birlikte tim bulgular APOE €4 alelinin AH riskini etkilemekte aracilik
yaptigini gostermektedir; ancak bu kisimda sinaptik fonksiyon Uzerine direkt
etkilidir [104].
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2.14.6. Noroinflamasyon, Norogenez ve Apo-E

Noroinflamasyon, AH patogenezinde isaret edilen noronal hasara neden olur.
Apo-E, amiloid plak ve mikroglialar ile birlikte bulunur. Bu durum Apo-E’nin
AH’daki dogustan immun cevaptaki roline isarettir. Farelerde Apo-E kusurlari
AR’ye yanit olarak artmis inflamasyon ile iliskilidir, fakat Apo-E izoformlari
dogustan immun yaniti farkli sekilde duzenlerler. Apo-E4 proinflamatuar ya da
indirgenmig anti-inflamatuar fonksiyon gostererek AH patolojisini siddetlendirir.
Ornegin  Apo-E4-transgenik  fareler;  Apo-E3-transgenik  fareler ile
kargilastinildiginda lipopolisakkaritlere kargi daha fazla inflamasyon yanitina
sahiptir. Ek olarak geng APOE ¢4 tasiyicilari, ileri yasamdaki AH riskine bagli
olarak artmig inflamasyon yaniti gosterirler. Bu durumla uyumlu olarak steroid
olmayan anti-inflamatuar ilaglarin yalnizca APOE €4 tagiyicilarinda riski azalttigi
gosterilmistir, APOE genotipi AH igin anti-inflamatuar uygulamalarin etkisini
belirleyebilir [104].

Hipokampal ndron yenilenmesi, beyin aglarinin surduarilmesinde ve yapisal
plastisitede ©nemli role sahiptir. islevsiz néron olusumu, hastaligin erken
belirtilerine neden olabilir, dahasi AH i¢in néronal hassasiyeti artirir ve hafizada
bozulmalara neden olur. Apo-E, yetiskin hipokampusunda noral kok ve

progenitor hucre havuzunun surdartlmesi igin gereklidir [104].

APOE ‘nin eksprese oldugu organ sistemleri 6zellikle sindirim, endokrin, sinir,
ureme sistemleri ve kismen immun, Uriner ve gorme iligkili sistemlerdir. Gegen
zaman icerisinde Apo-E reseptorlerinin  (LDL-reseptér badimli  protein)
fonksiyonel olarak farkl sinyal reseptoru gorevleri oldugu, bu etkilerini sadece
vaskuler sistemde degil, beraberinde sinir sisteminde ve gelisim sirasinda da
gosterdikleri ortaya konmustur. Apo-E’nin izoform baglantili post-sinaptik sinyal
etkisi bulunmaktadir [137].

2.15. Apo-E: iligkili Oldugu Diger Hastaliklar
2.15.1. Tip lll Hiperlipoproteinemi (Ailesel Disbeta Lipoproteinemi)

Cesitli APOE varyantlari hiperlipoproteinemi tip Ill (ailesel disbetalipoprotenemi)
olarak bilinen hastalikla iligkilidir. Hiperlipoproteinemi tip Ill erkeklerde genellikle
ucuncu dekaddan sonra, kadinlarda ise menopozdan sonra olmaktadir.

Hastalarin  blyldk c¢ogunlugunda, APOE ¢2 aleli homozigot olarak
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bulunmaktadir, daha agir vakalarda ise APOEnin heterezigot nadir varyantlari
tespit edilmistir. Hastaligin olusumunda bagka genlerin ve cevresel faktorlerin
de etkili oldugu bilinmektedir [138].

2.15.2. inme ve Beyin Hasarn Sonrasi iyilesme, inflamasyon

Beyin hasarlarinin ve hasar sonrasi iyilesmenin karmasik multifaktoriyel ve
poligenik etkilerle olustugu dusunulmektedir. Bu durumu destekleyici sekilde
norotravma ve norodejeneratif hastaliklarda bazi yatkinlhik genleri tespit edilmis
olup, bunlar arasinda APOE geni de bulunmaktadir. Apo-E proteini
yaralanmadan sonra noéronal blyumede, kolesterolin yeniden dagilimi ve
mobilizasyonunda gorevlidir [139]. APOE ¢4 alelinin; APOE €2 ve APOE €3 ile
kargilastinildiginda, travmatik beyin hasarini takiben karsilagilan kot sonuglarla

iligkili oldugunu gosteren kanitlar artmaktadir [140].

Meta analizler, travmatik beyin hasari (TBH) sonrasi sonuglarin APOE €4
tastyicilarinda, tasiyici olmayanlara gore kotu gidigsata yatkin  oldugunu
goOstermigtir [141]. TBH, Alzheimer riskinin artisi ile baglantihdir [142] ve bu risk
APOE ¢4 tasiyicihgi ile iligki igerisindedir [143]. TBH gosteren bireylerinde
APOE €4 tasiyicisi olmayan bireylerin yalnizca % 10’'unda AB patolojisine
rastlanirken, bir ya da iki €4 aleline sahip TBH bireylerinde oranlar sirasiyla %
35 ve %100°dur [144]. Bu olumsuz sonuglar Apo-E4'Un Apo-E3 ile
kargilastinildiginda sinapslarin tamiri ve yeniden modellenmesinde ndronlarin
hasara kargi korunmasinda indirgenmis yetenege sahip olmasi ile iligkili olabilir
[145].

Apo-E proteininin glial aktivasyonu ve santral sinir sisteminin inflamatuvar
cevabini azalttigi tespit edilmistir. Bu etki izoforma o6zguldur ve Apo-E4
izoformu, inflamatuvar sitokinleri azaltmada daha az etkili olarak bulunmustur
[146].

2.15.3. Kardiyovaskiler Hastaliklar

Kardiyovaskuler hastalik (KVH) ve oOzellikle aterosklerotik bozukluklar dinya
capinda hastalik, sakatlhk ve 6lime yol agan ana sebeplerdir. Global olarak
Olumlerin % 29unun KVH’lara baglanabilecedi ve bu sayilarin gelismis

ulkelerdeki yasli populasyonun artisi ile birlikte daha da artacagi belirtiimektedir.

Her ne kadar yuksek kolesterol, hipertansiyon ve baska vaskuler hastaliklar da
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yaslanmada etkili olsa da, ABD’de 65 yas Uzeri 6limlerin % 40’inin sebebinin
KVH oldugunu blinmektedir [147].

Sirkulasyondaki kolesterol seviyesinin duzenlenmesi buyik olgide Apo-E ile
LDL reseptorleri arasindaki 6zel iliskiye baghdir [148]. Normal olmayan baglama
afinitesi sebebi ile €4 tasiyicilari kanda olusturulan VLDL ve silomikronu
karacigere uzaklastirmada daha verimsizdir. Boyle kisilerde dusuk plazma
kolesterol  seviyesi, karaciger LDL-reseptorlerinde upregllasyon ve
sirkUlasyondaki trigliserid seviyelerinde artig gorulur bu duruma ek olarak €2 alel
tastyicilari diyet lipidlerinin kandan eliminasyonunda €3 ve €4 tasiyicilarina
kiyasla daha etkindirler [149].

Apo-E'nin lipid seviyeleri Uzerine etkisi cogunlukla koroner arter hastaligi (KAH)
riski Uzerine etkili olmaktadir. APOE €4 varyantina sahip olan bireyler daha
yuksek KAH riski tasimaktadir [149]. Kolesterol seviyelerinin degisikliginde
APOE genotipleri 6nemli rol oynamaktadir ve gunimizde ateroskleroz

gelisiminde etkili oldugu ortaya konmusg en 6nemli faktordur [150].

Farkli populasyonlarla yapilan alel frekansi galismalarinin ¢ogu ile Tip Il
Hiperlipoproteinemide altta yatan sebebin APOE polimorfizmi oldugu bulunana
kadar, hastaligin temeli lipid ve kolesterol seviyeleri olgumleriyle
iligskilendirilmistir. Hipertrigliseridemi hastalarinda €2 alelinin daha anlamli
oldugu ve €4 alelinin de hiperkolesterolemili hastalarda daha sik goruldigunu
ifade edilmigstir [150]. Hem hiperkolesterolemi hem de hipertrigliseridemi KVH
patogenezine onemli etkileri olan yaygin risk faktorleridir. APOE genotipinin
hem lipid seviyesi hem de KVH riski ile iligkisi yapilan kapsamli ¢aligsmalarla

onemli 6lglide ortaya konmustur [147].

APOE polimorfizmleri KVH’larda lipoprotein klirensi ve lipid metabolizmasi ile
iligkilendirilmisken, €4 alel tasiyicilarinin daha yuksek aglik kan glikozu duzeyine
oldugu ve zaman i¢inde daha hizli glukoz seviye degisikliklerine yatkin olduklari
g6zlenmistir. Yapilan bir galismada daha ylksek glukoz seviyelerinin daha fazla
Apo-E glikozilasyonuna sebep olacagi éngoértulmastir [151]. Bunun énemi ileri
glikozilasyon son Uurlnlerinin diyabet, diyabet kaynakli ateroskleroz, nefropati,
retinopati, Alzheimer Hastaligi ve bagka norodejeneratif bozukluklar gibi yasa

bagli hastaliklarda rol oynamasidir [152].
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Vaskuler biligsel bozukluk, vaskuler demansi kapsayan, serebrovaskuler kokenli
biligsel hasarlarla olusan klinik kosullari tanimlar, batida klinik temelli yasl
bireylerin yaklasik % 8-15’inde bilissel bozulma gorilmektedir. Son meta-
analizler APOE €4 tasiyicisi bireylerin, APOE €3 (GOO 1.72) tasiyicisi bireylerle
kargilastirildiginda artmig vaskuler demans riski ile karsi karsiya olduklarini

gostermistir.

Cesitli calismalar hipertansiyon, dislipidemi ve aterogenez gibi baska vaskuler
risk faktorlerinden bagimsiz olarak APOE €4 alelinin vaskuler biligsel bozukluk
riskine katki sagladigini gdsterirken, bagka bir calisma biligssel zayiflamanin
APOE ¢4 tasiyicllarinda artmis kan basincindan dolayi olusan beyin hasari
tarafindan induklendigini goOstermistir. Bu sonuglar gosterir ki APOE ¢4

ndrovaskuler bozulma ile yakin iligkilidir [104].
2.15.4. Diger Norodejeneratif Hastaliklar ve Apo-E

Lewy Cisimcigi Hastalidi, ikinci en sik gorilen demans olarak kabul edilir ve
Parkinson Hastaldi (PH), Parkinson iligkili Demans ve Lewy Cisimcikli Demans
(LCD) gibi genig bir spektrumdan olusur. PH ve AH'in klinik ozellikleri genellikle
cakisir. Bununla birlikte gogu ¢calisma APOE €4 ve PH ya da PH iligkili demans
arasinda iligski bulamamistir. LCD’da, AH ve PH ile benzer klinik ve patolojik
karakterlere sahiptir, cesitli calismalar APOE €4’Un LCD riskini artirdigini
g6stermistir. immunohistokimyasal analizler LCD hastalarinda Lewy cisimcigi
birikimininin APOE €4 tasiyicisi bireylerde digerlerine gére daha fazla miktarda
oldugunu gostermistir. Lewy cisimcigi birikimi LCD hastalarinin serebral
korteksinde A birikimi ile uyumlu olarak artis gosterir; amiloid patolojisi ve LCD
patolojisi arasindaki bu guglu iliski APOE €4 alelinin LCD igin neden risk artisina
neden oldugunu aciklayabilir. APOE €4 alelinin frontotemporal demans igin risk
faktori olabilecegi dusunulmektedir; ancak Apo-E'nin  bu hastalikta
patofizyolojik rolu icin ileri arastirmalara ihtiyag vardir [104]. APOE
genotiplerinin Hungtinton Hastaligi [153] ve Amfiyotrik Lateral Skleroz riskleri ile

iliskisi bulunamamistir [154].
2.16. APOE Genotipi ve AR immunterapisi

AB N-terminalini hedefleyen “Bapineuzumab” adli ilag¢ igin gerceklestirilen

immunoterapi faz Il denemelerinden elde edilen sonuglara goére, hafif ve orta
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siddetli AH'a sahip APOE ¢4 tasiyicisi bireylerin beyinlerinde bu ilag
depolanmayi engellemektedir; fakat tasiyici olmayanlarda bu durum

g6zlenmemektedir [155].

Bu sonuglar Alzheimer hastaligina sahip bireylerin beyinlerinden, AR
eliminasyonu igin, AR immunoterapisinin gerekli oldugunun dusundlmesine
neden olur; ancak bu etki muhtemelen Apo-E izoformlarina bagimhdir.
Bapineuzumab ciddi yan etkilere sahiptir ve bu etkiler, APOE €4 tasiyicilarinda
tasiyici olmayanlara gore daha sik gorulir. Bapineuzumab’in bilissel ve
fonksiyonel azalmayi engellemede klinik denemelerde goérilen basarisizligina
ragmen, immunoterapi ve APOE hedefli yaklagimlarin kombinasyonlarinin daha

efektif tedavi edici stratejilere yol agacagi bilinmektedir [155].
2.16.1. €4 Tasiyicilarinda Biligsel Zayiflamanin Engellenmesi

Prospektif calismalar, ¢ok sayida dustnsel agidan normal olan APOE €4
tastyicisi bireyde demans riskinin yuksek egitim, bos zaman aktivitelerinin
coklugu ve vaskuler hastaliklarin olmamasi gibi parametrelerle ters iligki
icerisinde olduguna isaret etmistir. Calismalar gostermistir ki fiziksel aktivite,
distinsel acidan normal APOE ¢4 tasiyicilarinda Pittsburgsh Bilesigi-B (PiB)-
pozitifligini azaltmistir, sedanter yasam tarzi APOE ¢4 tasiyicilarinda amiloid
depolanma riskini artirir. Yuksek egitim, aktif bog zaman faaliyetleri, egzersiz ve
vaskuler saghgin surdurilmesi 6zellikle APOE €4 tasiyicilarinda AH riski ve

bilissel zayiflamanin azaltilmasinda yarar saglar [156].
2.16.2. Apo-E-AB iligkisinin Blokasyonu

Apo-E, amiloid fare modellerinde AR fibrillerin birikimi igin gereklidir. Son
c¢alismalar insan APOE geninde haployetersizligin APOE izoform durumlarina
bagli olmaksizin amiloid fare modelinde amiloid plak birikiminin 6nemli
derecede azalttigini géstermektedir. Boylece Apo-E ve AB arasindaki iligkinin
bozulmasi ile AB yigilma ve birikiminin azaltiimasi bir tedavi yaklagimi olarak
dusunalebilir. AR, Apo-E ile 12-28. amino asit kalintilar araciligiyla etkilesime
gegcer. Bu diziyi taklit eden sentetik peptid AB12-28P, fare amiloid modellerinde
AB birikimini azaltir ve bellek kusurlarini duzeltir. Apo-E-AB- etkilesiminin AR -
taklit edici peptitler kullanilarak engellenmesi AH tedavisi igin efektif bir
yaklasimdir [157].
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Apo-E-AB etkilesimini bozacak Apo-E 0zgul antikorlar ya da bilesikler
belirlemek igin tarama c¢alismalarina ihtiyagc duyulmaktadir. Bu yaklagimlar
dikkatle degerlendirilmelidir; gunkl bu tur yaklagimlar Apo-E’nin lipid etkilesimini

ve iligkili yararli fonksiyonlarini bozabilir [104].
2.16.3. Diger Apo-E Temelli Terapotik Yaklagimlar

Apo-E4, yapisal olarak Apo-E2 ve Apo-E3'ten farklidir ve farkh domeyn
etkilesimlerine sahiptir, bu farklilik muhtemelen Apo-E4’nin izoform 6zgul zarar
verici etkisine neden olur. Apo-E4 yapisinin modifikasyonu ile Apo-E3 benzeri
bir molekul olusturulmasi zararlh etkilerin iyilestiriimesi igin ilging bir yaklagimdir.
Gergekte Apo-E4’e baglanan N-ucu ve C-ucu arasindaki domeyn etkilesimini
bozan cesitli molekuller bulunmustur. GIND-25 (disulfonat) ve GIND-105
(monosulfoalkil) bu baglanma igin uygun adaylardir, ¢unkl onlar AB Uretimini
Apo-E3 tarafindan induklenene benzer sekilde Apo-E4 tarafindan indikleyerek
dusururler [158]. CB9032258 (fitalazine analogu) Apo-E4 domeyn iligkisini
bozar. Apo-E4’Un fonksiyonel aktivitelerini yeniden duzenler. Apo-E taklit edici
peptidinin icerdigi reseptor baglanma bolgesi néronal hicre 6lUmunu ve in vitro
NMDA maruziyeti ile iligkili igeri kalsiyum akisini baskilar. Reseptdr baglanma
bdlgesi iceren COG112 kimerik peptidinin, multiple skleroz ve siyatik sinir
paralizi fare modellerinde inflamatuvar cevaplarin diuzenlenmesi yoluyla
semptomlar iyilestirdigi rapor edilmistir. AB—etki ya da lipid baglanma bdlgesi
icermediginden, bu peptidlerin AH patogenezindeki etkileri bilinmemektedir
[159].

Apo-E reseptorleri de AH terapisi igin potansiyel hedeflerdir. AH'da bu Apo-E
reseptorlerinin ekspresyonlarinin dizenlenmesi lipid homeostazisini ve sinaptik

plastisiteyi yeniden dtzenler, AB klirensini artirir [160].

Apo-E temelli tedavilerin geligtiriimesinde henlz erken agamalarda olunmasina
ragmen, AH’a karsi savasta onemli gelismeler vardir. Sonug¢ olarak, AH igin
koruyucu ya da tedavi edici uygulamalar i¢in Apo-E temelli stratejilerin tedavi
edici potansiyellerinin sonraki klinik denemelerle aydinlatilmasi gerekmektedir
[104].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Arastirmaya dahil edilen hasta grubu kanlari, Gulhane Askeri Tip Akademisi
Noroloji Ana Bilim Dal Klinigi'ne bagvuran ve yapilan muayene sonucunda
DSM-IV kriterlerine gore olasi Alzheimer tanisi konulan 30 bireyden, kontrol
grubu kanlari ise ayni poliklinige basvuran; ancak Alzheimer hastaligi ve baska
bir nedene bagli demans 6ykuslU bulunmayan 40 bireyden gonulltlik esasina
bagll kalinarak etik kurallar ¢ergevesinde toplanmistir. Kontrol grubunda yer
alan bireyler hasta grubu ile ayni yas araliginda secilmistir. Hasta ve kontrol

gruplarini olusturan bireylerin demografik 6zellikleri Tablo 3.1.’de verilmisgtir.

Tablo 3.1. Kontrol ve hasta gruplarinin demografik 6zellikleri

Kontrol Grubu Hasta Grubu

(n=40) (n= 30)
Yas (Ortalama) 60.68 69.3
Cinsiyet 32E/8K 13E/17K
Ailede Demans 0 6

Oykiisii

Hasta ve kontrol gruplarina ait kan ornekleri DNA izolasyonu gercgeklestiriimek

uzere etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren tuplerde +4 °C’de saklanmistir.
3.2. Kandan Genomik DNA izolasyonu
3.2.1. Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

Fenol-kloroform ekstraksiyonu SIVI-SIVI ekstraksiyonudur. Sivi-sivi
ekstraksiyonu molekul karigimlarinin iki farkh karigsmaz sivi igerisinde
molekullerin ¢dzunurluk farkhliklari temelinde ayrilmasidir [161]. Bu ydntem

RNA, DNA ve proteinlerin ayriminda yaygin olarak kullaniimaktadir [162].

Saf fenol 1.07 g/cm® yogunluga sahipti; bu nedenle su (1.00 g/cm?®) ile
karistinldiginda alt fazda yer alir [163]. Fenoltin pH’si DNA ve RNA’'nin sulu ve
organik faz arasinda dagiima o6zelligini belirler. Nétral ve hafif alkali pH’'da (pH
7-8), nukleik asitlerdeki fosfat diesterleri negatif yukltdur, boylece DNA ve RNA
sulu faza dagilir [164].

Kloroform, sivilar arasinda faz ayrimini saglar; ¢unku kloroform fenolle kolayca

karisabilir ve fenolden yilksek yogunluga (1.47 g/cm?®) sahiptir [163]. Bdylece
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organik ve sulu fazin ayrimi igin itici bir gu¢ olusturur ve sulu fazin organik

fazdan minimal kargi kontaminasyon ile uzaklastiriimasini saglar [162].

Kandan genomik DNA izolasyonu igin, Sambrook ve arkadaslari [165]
tarafindan gelistirilen fenol-kloroform ydnteminin modifiye edilmis sekli

kullaniimistir. Yontem asagidaki basamaklari igermektedir.

1. 1.5 ml’lik steril ependorf tubune EDTA’lI tiplerde bulunan yaklasik 5 ml kan
orneginden 250 yl alinmistir.

2. Tuapler icerisindeki 250 pl kan 6rnekleri 1XTE (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH=7.4) tamponu ilave edilerek 1.5 ml’'ye tamamlanmistir.

3. Ornekler iyice karistirilarak 13.000 rpm’de 2 dakika santrifije edilmistir.
Supernatan uzaklastirarak 2. basamak iki kez tekrarlanmigtir.

4. Son ylkama basamagindan sonra peletin Uzerine 90 pyl 1M sodyum klorGr

(NaCl), 80 pl % 10’luk sodyum dodesilsulfat (SDS) ve 10 pl 10 mg/mi

proteinaz K ilave edilmig son hacim 1XTE ile 500 ul'ye tamamlanmigtir.

Ornekler 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilimistir.

inkiibasyon sonrasi tiiplere 250 pl fenol ve 250 pl kloroform eklenmistir.

Tapler iyice karigtirilarak 2500 rpm’de 4 dakika santrifije edilmistir.

© N O O»

Santriflij sonrasi stpernatanlar temiz tiplere aktariimis ve saf alkol ile 1,5

ml'ye tamamlanmistir. Tupler hafifce alt-Ust edilerek DNA’nin gorandr hale

gelmesi saglanmigtir. Presipitasyonun fazlalagsmasi igin tupler -20°C’de 10

dakika bekletilmistir.

9. Ornekler 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiije edilerek, saf alkol uzaklastirilmis;
pelet Uzerine % 70’lik etanol ilave edilerek 1,5 ml'ye tamamlanmistir.

10.Ornekler 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiije edilmistir. % 70’lik alkol ile
ylkama tamamlandiktan sonra alkoliin tamamen ugmasi igin tlpler oda
sicakliginda bir sure bekletilmigtir.

11.Elde edilen pelet, ¢dzinme oranina bagh olarak 50-150 pl steril distile su

icerisinde ¢ozulmastur.

12.izole edilen genomik DNA’lar -20 °C ‘de saklanmistir.
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3.2.2. izole Edilen Genomik DNA’larin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii
Hasta ve kontrol gruplarinin kanlarindan izole edilen genomik DNA ornekleri %

1’lik agaroz jelde kontrol edilmistir.

Agaroz jel elektroforezi, buyuklikleri 100 bp ve 25 kb arasinda degdisen DNA
fragmentlerinin ayrilmasinda en etkili yoldur. Agaroz, Gelidium ve Gracilaria
cinsi deniz yosunlarindan izole edilmigtir ve ‘L ve D-galaktoz’ subunitleri
tekrarlarindan olugur. Jellesme sirasinda, agaroz non-kovalent sekilde
polimerlegir ve jelin molekller eleme Ozelligini belirleyen dallanma aglarini
olugsturur. Agaroz jelin kullanimi DNA ayrimi i¢in devrim niteliginde olmustur.
Agaroz jel kullanimina gecisten once, DNA esas olarak yalnizca molekul
buyukligune gore ayrim yapabilen sukroz—yogunluk gradient santrifigasyonu ile
aynistirihyordu. DNA’nin agaroz jel elektroforezi ile ayrimi icin DNA, 6nceden jel
icerisindeki kuyucuklara yuUklenir ve akim uygulanir. DNA (ve RNA)'nin fosfat
omurgasi negatif yuklidar; bu nedenle elektriksel alan olusturuldugunda pozitif
yukli anoda hareket ederler. DNA, homojen kutle/ylik oranina sahip olmasi
nedeniyle agaroz jelde buyukluklerine gore ayrilir ve molekuler agirliginin
logaritmasi ile ters orantili olarak gé¢ eder. DNA molekulinin jel boyunca gog¢
orani; 1) DNA molekalinin blyutkligune, 2) Agaroz konsantrasyonuna, 3) DNA
konformasyonuna 4) Uygulanan voltaja 5) Etidyum bromur (EtBr) varligina 6)
Agaroz ve elektroforez tamponunun oOzelligine baghidir. Ayrim sonrasi DNA

molekulleri UV 1511 altinda goérintulenebilir [166].

Agaroz 0.5X TBE tamponu (Tris-Borat-EDTA) icerisinde kaynatilarak
¢ozulmustur, sogutma islemini takiben 18 pl EtBr (interkalasyon ajani)
eklenerek, elde edilen karigim, taraklari vyerlestirilerek hazirlanan yatay
elektroforez sistemine dokulmustar. Jelin polimerizasyonu tamamlandiktan
sonra icinde 0.5X TBE vyuritme tamponu bulunan elektroforez tankina
yerlestirilmistir. 2 pl DNA 6rnegi, 2 yl 6X yukleme c¢ozeltisi ile karistirilarak,
hazirlanan jele yuklenmis ve 80 volt (V) sabit voltaj verilerek 30 dakika sureyle
yuratilmastar. Jel, 300 nm dalga boyuna ayarh UV transilluminatérde

incelenmisgtir.
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5X TBE tamponu (pH= 8.3,1L) Hazirlanmasi
54 g Tris-Baz (Ma: 121.14,Sigma®)

27.5 g Borik asit (Ma: 61.83,Sigma® )

20 ml 0.5 M EDTA ( M, 372.24,Sigma®)

6X Yiikleme Tamponu icerigi

% 40 (w/v) sukroz ¢ozeltisi
% 0.25 brom fenol mauvisi
% 60 10X TBE tamponu

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

1985 yilinda K.Mullis ve arkadaslari tarafindan ’Polimeraz Zincir Reaksiyonu’
(PZR)'nun kesfedilmesiyle molekuler biyoloji ve molekuler tip alanlarinda buyuk
bir ilerleme olmustur. Polimeraz zincir reaksiyonu, 6zgul bir DNA parcasinin
kopyalarinin ~ primerler tarafindan  yoOnlendirilerek, enzimatik olarak
sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir yontemdir. PZR ile insan genomik
DNA’si gibi kompleks DNA kaliplarindan 6zgul DNA pargalarinin sentezinin
birkag saat icinde gercgeklestirilebilir hale gelmesi, bu teknolojinin
yayginlagsmasinda baslica neden olmustur. Ginumuizde bu teknolojiyi, alelik dizi
varyasyonlarinin tespit edilebilmesi ile doku transplantasyonu igin doku tipinin
belirlenmesi, adli tip 6rneklerinin genetik tiplendirmesi (analik-babalik tayini) gibi
tibbin diger kollarinda, tarimda (tohum safliginin belirlenmesi), sistematik ve
evolUasyon ¢alismalari gibi birgok alanda (dogadaki ¢esitli canli tarlerinin tanisi,

turler arasi polimorfizmin belirlenmesi) kullanmak olasi hale gelmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu, cift zincirli bir DNA molekulindeki hedef dizilere iki
oligonukleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Primerler,
kalip DNA molekull denature edildikten sonra, tek iplikli DNA molekulleri
uzerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelere hibridize olurlar. Primerlerin
O0zgul olarak dizilere baglanmasi dusuk sicaklik derecelerinde gerceklesir. DNA
polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit deoksiribonukleotit trifosfat
(dNTP) varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip
DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekili sentezlenmis olur. Bir PCR
dongusu; denaturasyon, primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (extension)
olarak adlandirilan GU¢ asamadan olusur. Artarda tekrarlanan bu evrelerle DNA

parcalari Ussel olarak artis gosterir. Bu Ussel artisin nedeni, bir déngu sonucu
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sentezlenen Uurinun ardisik dongude diger primerler icin kalip gorevi
yapmasidir. PZR boyunca biriken urtnlerin boyu iki primerin boyu ve hedef

DNA bdlgeleri arasindaki mesafelerin toplami kadardir.

(1 ]

Matematiksel olarak amplifikasyon 2" formili ile ifade edilir. “n” doéngi sayisi
olarak belirtilir ve potansiyel olarak her déngunin % 100 verimle gerceklestigi

varsayllirsa; érnegdin 20 déngii sonucunda 2%° kat iiriin meydana gelir.

PZR’in temel bilesenleri olan kalip DNA molekuli, DNA polimeraz enzimi,
primerler, dNTP karisimi, tampon ve MgCl, ayni zamanda PZR verimini de

etkileyen 6nemli parametrelerdir [167].
3.3.1. PSEN1 Geni 3-12. Ekzonlarinin PZR ile Gogaltiimasi

Calisma kapsaminda PSEN1 geni 3-12. ekzon bdlgelerinin gogaltimi igin uygun

primer ciftleri sentez ettirilmistir [Tablo 3.2.].

Tablo 3.2. PSEN1 geni 3-12. ekzon bdlgelerinin ¢godaltimi i¢in kullanilan primer

ciftleri

Primerler 5°-3’ dizisi Uriin
boyutu

PSENI-3F 5-TCTGCTTAATGTAATCTATGAAAGTG-3’ 277 bp

PSENI-3R 5-AGATGATAAGTGAATCCAGTCTGG-3'

PSENI-4F 5-CCAGGTCTAACCGTTACCTTGAT-3’ 390 bp

PSENI-4R 5-GCCTTCAAGGTGATGATGACATG-3’

PSENI-5F 5-TCTGTGTTGGAGGTGGTAATGTG-3 303 bp

PSENI-5R 5-CTAGATCAGTTAAGTTACTGTGAC-3’

PSENI-6F 5-AAGTGAGACCCTGTCTCAAAAAAG-3 262 bp

PSENI-6R 5-CTTCAGAGTAATTCATCAACAAAGTA-3’

PSENI-7F 5-GAGCCATCACATTATTCTAAATAATG-3’ 359 bp

PSENI-7R 5-AAAGAAAACACTCCAGTGGGGCA-3’

PSENI-8F 5-TACCACCCATTTACAAGTTTAGCC-3’ 233 bp

PSENI-8R 5-TTACATGTGCTTCAGTTCCGATAAA-3’

PSENI-9F 5-AAGACTGGCGATTTGTGTGGAGA-3’ 282 bp

PSENI-9R 5-AGTCTATGACCAAAGAAAGACGATA-3'

PSENI-10F 5-CTGTTTCCATGTAATTTTCTTAAAGG-3' 352 bp

PSENI-10R 5-AATTAGACTGTAACACTCTCAATTCA-3’

PSENI-11F 5-ATTCATTGTGGGGTTGAGTAGGG-3’ 267 bp

PSENI-11R 5-ACAGAACTGCCTTAAAGGGACTG-3

PSENI-12F 5-ATGTTAAAAACCAAGACTTGTGATTG-3’ 356 bp

PSENI-12R 5-CCGGGAATCTTGACTTTGTTAGAT-3’

PSENT1 geni belirtilen ekzon bolgelerinin gogaltimi igin gerekli kosullari saglayan
PZR karisimi asagida belirtildigi sekilde hazirlanmistir [Tablo 3.3.].
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Tablo 3.3. PSENT geni 3-12. ekzon bdlgelerinin ¢ogaltimini gergeklestirmek

uzere belirlenen reaksiyon bilesen miktarlari

Reaksiyon Bilesenleri 1X25uL
2 ul

Kalip DNA

10X Standart PZR 2.5 pl

Tamponu (Dr.Zeydanlr)
(15 mM MqgCl; igerir)

2,5 mM dNTP karigimi 1.0 i
ileri primer (F) 1.0 pl
(10 pmol/ pl)
Geri primer (R) 1.0 pl
(10 pmol/ pl)
Taq DNA polimeraz 0.2 ul

(Dr.Zeydanlr)
(10 Unite (U) / pI)
Steril distile H,O 17.3 ul

Toplam Hacim 25 pl

PZR asagida belirtilen kogulda yapilmistir.
94 °C2 1 dongl

94°C 30 *

*64 °C 30” 30 dongu

72 °C 307

72°C5 1 dongl

* 7. ve 10. ekzon bdlgelerinin ¢ogaltimi igin primer baglanma sicakhgr 58 °C
olarak optimize edilmis ve reaksiyona 0.1 pl dimetilstlfoksit (DMSO)

eklenmisgtir.

3.3.2. PSEN1 Geni 3-12. Ekzon Bolgeleri PZR Uriinlerinin Agaroz Jel

Elektroforezi ile Kontrolii

Reaksiyonlar sonucunda elde edilen PSENT geni 3-12 ekzonlarina ait PZR
artnleri % 1.5 ‘luk agaroz jelde kontrol edilmigtir. 8 pl PZR Urind, 2 yl yukleme

boyas! ile karigtirilarak hazirlanan ornekler, etidyum bromur iceren jele
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yuklenmig, 85 V sabit voltaj verilerek 30 dakika yurutulmastar. Jel 300 nm

dalga boyuna ayarli UV transilliminatdrde incelenmistir.
3.3.3. PZR Uriiniiniin Temizlenmesi

DNA dizi analizi gergeklestiriliecek amplifikasyon Grdnlerinin temizlenmesi
Ekzonlkleaz | USB®/Shrimp Alkalen Fosfataz USB® kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu iki hidrolitik enzimden “Ekzonukleaz I” kalinti tek-zincirli
primerleri ve PZR'da yer alan dis kaynakli tek zincirli DNA pargalarini
uzaklastirirken, “Shrimp Alkalen Fosfataz” ise PZR karisiminda kalan ve sonraki
reaksiyonlari etkileyebilecek olan dNTP’leri uzaklastirir. Her bir PZR Urlnin
temizlenmesi icin Tablo 3.4."de verilen protokol kullanilarak reaksiyon karigimi

hazirlanmistir.

Tablo 3.4. PZR udrununudn temizlenme basamagini gerceklestirmek Uzere

belirlenen reaksiyon bilesen miktarlari

Reaksiyon
Bilesenleri
PZR Grinu 4 ul
Ekzonukleaz | USB® 0,4 pl
(10 U/pl)
Shrimp Alkalen 0,4 pl
Fosfataz USB®
(2 U/l

Toplam hacim 4.8 ul

Tuap igerikleri belirtilen sekilde hazirlandiktan sonra PZR aletinde asagidaki
program 1 dongu uygulanmigtir.

37 °C 20 dakika
80 °C 20 dakika
95 °C 2 dakika

Ornekler islemin ardindan -20 °C 'de saklanmistir.

61



3.3.4. Otomatik DNA Dizi Analizi

Zincir sonlandirma metodu temelinde gergeklestirilen DNA dizi analizi
reaksiyonu, dizisi ¢ikarilacak DNA pargasinin 5 — 3’ yonundeki ipliginin
sentezini floresanla isaretlenmis  dideoksinukleotidtrifosfat  (ddNTP)’lar
kullanarak belirli bazlarda sentezin durdurulmasi ve farkh uzunluklarda DNA
parcalari elde etme esasina dayanir. Bu yontemde farkli renklerde isaretlenmis
dort ddNTP ayni tube konulur. Reaksiyon tamamlandiktan sonra meydana
gelen farkh uzunluktaki renkli DNA fragmentleri, kapiller elektroforez sisteminde
ayristirilhr.  Cihaz tarafindan algilanan floresan rengin olusturulmasi igin
orneklerin isaretleme reaksiyonu Tablo 3.5.°de belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
Tez galismasi kapsaminda gogaltimi gergeklestirilen bolgelerin DNA dizi analizi
“‘ABI 310 Genetic Analyzer” cihazi ile gerceklestiriimistir. Veriler DNA dizi

analizi programlari kullanilarak incelenmistir.

Tablo 3.5. Temizlenmis PZR Urdnlerinin  isaretleme reaksiyonlarini

gerceklestirmek Uzere kullanilan reaksiyon bilesen miktarlar

Reaksiyon Bilesenleri

PZR UGrlniU (Temizlenmis) 1.5 ul
Big Dye reaksiyon 0.6 pl
karisimi

Primer (10 pmol /ul) 0.5 ul
Reaksiyon tamponu 0.95 ul
Steril distile H20 6.45 pl
Toplam hacim 10 pl

Hazirlanan orneklerin isaretleme reaksiyonu asagidaki programin 25 dongu

halinde uygulanmasi ile gergeklestirilmigtir.
96 °C 10 saniye

50 °C 5 saniye
60 °C 4 dakika
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Donguler tamamlandiktan sonra reaksiyondan arta kalan malzemeler, asagida

belirtilen prosedur takip edilerek sekans sonrasi purifikasyon gergeklestirilmistir.

1. Her bir 6rnek tibune 2 pyl 3M sodyum asetat eklenmistir.

2. Tuplere 50 pl soguk % 100 ‘luk etil alkol ilave edilerek iyice karistiriimis
ve 1,5 ml'lik ependorf tiplere aktariimistir.

3. Tupler 20 dakika -20 °C ‘de bekletilmistir.

4. Bekleme suresinin ardindan ornekler 20 dakika 13.000 rpm’de santrifQj
edilmis ve stpernatan uzaklastiriimistir.

5. Pelet Uzerine 250 pl soguk % 70’'lik etil alkol ilave edilmis ardindan
13.000 rpm’de 20 dakika santrifuje edilmistir. SUpernatan uzaklastiriimis
ve pelet oda isisinda kurumaya birakilmigtir.

6. Pelet 20 ul deiyonize formamid ilavesi ile ¢ozulmuUs ve vortekslenmistir.

7. Spin edilerek érnekler ABI 310 sekans tuplerine aktariimistir.

Ornekler 95 °C ‘de 5 dakika inkiibe edilerek denatlre edilmig, 3-4 dakika
-20 °C’de bekletilmigtir.

9. Hazirlanan érnekler kapiller elektroforez sisteminde yuratiimastur.

3.3.5. APOE Geninin Alellerinin PZR ile Gogaltiimasi

APOE geni alelleri hedef bodlgeye o6zgul primerler kullanilarak gogaltiimistir
[Tablo 3.6.].

Tablo 3.6. APOE geni alellerinin PZR ile ¢ogaltiimasi asamasinda kullanilan

primer ¢ifti ve Urlin boyutunun gosterimi

Primer g¢ifti 5-3’ dizisi Uriin boyutu
APOE-F (ileri) 5-GAACAACTGACCCCGGTGGCG-2 295 bg
APOE-R (geri) 5-GGATGGCGCTGAGGCCGCGCTC-3

APOE geni alellerinin ¢ogaltiimasi i¢in gerekli kosullari saglayan PZR karisimi,
son hacim 25 pl olacak sekilde Tablo 3.7.’de belirtildigi sekilde hazirlanmigtir.
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Tablo 3.7. APOE geninin alellerinin ¢ogaltilmasi icin kullanilan reaksiyon

bilesen miktarlar

Reaksiyon Bilesenleri

2 ul
Kalip DNA
10X PZR Tamponu 2.5 ul
Sigma®
25 mM MgClI,;Sigma® 1.5 pl
2,5 mM dNTP karisimi 1.0 pl
lleri primer (F) 1.0 pl
(10 pmol / ul)
Geri primer (R) 1.0 pl
(10 pmol / ul)
DMSO 2.5yl
Taq DNA polimeraz 0.2 ul
(Sigma®)
(5U/ )
Steril distile H,O 13.5 ul
Toplam Hacim 25 pl

PZR asagida belirtilen kosullarda yapiimigtir.

94 °C4 1 déngu
94°C 45°¢
62 °C 45” 32 dongu
72 °C 457
72°C5% 1 déngu

3.3.6. APOE Geni Alelleri PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile

Kontrolii

Reaksiyonlar sonucunda elde edilen PZR drunleri % 1,5'luk agaroz jelde kontrol
edilmigtir. 8 yl PZR Grunu 2 pl ylkleme boyasi ile karistirilarak hazirlanan
ornekler, EtBr iceren jele yuklenmig, 85 volt sabit voltaj verilerek 30 dakika

yurattlmastur. Jel, UV transilliminatérde incelenmistir.
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3.3.7. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

PZR-Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) temelli analizler,
genotipleme igin yaygin olarak kullanilir. PZR-RFLP analizinde ilk basamak,
varyasyon igeren fragmentin ¢ogaltiimasidir. Bunu takiben ¢ogaltiimis fragment
uygun restriksiyon enzimi ile muamele edilir. Restriksiyon enziminin tanima
bolgesinin varligi ya da yoklugu farkli boyutlarda restriksiyon fragment
artnlerinin olusumu ile sonuglanir. Alelik belirleme, fragmentlerin elektroforetik

ayrimi ile gergeklestirilir [168].

APOE geninin alellerini belirlemek Uzere PZR ile g¢ogaltilan bdlgenin RFLP

analizi igin izlenen protokol Tablo 3.8.’de belirtiimistir.

Tablo 3.8. RFLP analizi i¢cin hazirlanan reaksiyon bilesen miktarlar

Reaksiyon Bilesenleri
PZR UrGnu 15
10X Tango Reaksiyon Tamponu | 2 pl
(Thermo Scientific®)

1X Tango Reaksiyon Tampon Icerigi
33 mM Tris-asetat ( pH 7.9)

10 mM Magnezyum asetat

66 mM Potasyum asetat

0.1mg/ml BSA

Hhal (10 U/ ul) (Thermo Scientific®) | 0.5 ul
Steril distile H,O 2.5yl
Toplam hacim 20 pl

Reaksiyon karigimi belirtilen miktarlar kullanilarak hazirlanmig 37 °C’de gece
boyu inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyon 6x
durdurma tamponu (% 40 (w/v) stkroz ¢ozeltisi, % 0.25 brom fenol mavisi,% 60
10X TBE tampon) ile durdurulmus, kesim o&rnekleri Poliakrilamid Jel

Elektroforezi (PAGE) ile analize hazir hale getirilmistir.
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3.3.8. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)'de matriks materyali olan poliakrilamid,
akrilamid monomerlerinin ¢apraz baglayici ajan olan N-N' metilenbisakrilamid
yardimiyla kovalent olarak baglanmasiyla olugsan polimerik bir yapidir.
Amonyumpersitilfat (APS) serbest radikal olusturarak polimerizasyonu basglatir.

N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) ise katalizor olarak islev gorur.
Poliakrilamid jellerde por buyuklugu, akrilamid ve bis icerigini ifade eden % T ve
% Cypis degerleri ile belirlenir. % T total akrilamid % ‘si (w/v); % Cpis ise bis’in
monomere orani (w/w)’dir [169].

Restriksiyon enzim kesim sonuglarini belirlemek icin % 10luk PAGE

kullaniimigtir. 10X TBE ve % 10 ‘luk jelin hazirlanmasi igin kullanilan karigim

asagida belirtildigi sekilde hazirlanmistir.

10X TBE Tamponu (pH 8.3,1L) Hazirlanmasi

60.55 g Tris-Baz (Mj: 121,14; Sigma®)
31 g Borik asit (Ma: 61,83; Sigma®)
3.725 g EDTA (Mg: 372,24; Sigma®)

% 10’luk Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi icin Kullanilan Karisim (50 mL)

—

Akrilamid (M5: 71.08; Sigma®) 4.8 gr

Bisakrilamid (Ma: 154.17; Sigma® ) 0.25 gr [ Stok sollisyon olarak

10XTBE 5ml | hazirlanmgtir.
APS 0.03 gr
TEMED 22.5 pl

Elektroforez sisteminin camlari jel yuzeyinin puruzsiz olabilmesi igin
yikandiktan sonra % 70 ‘lik etanol ile silinerek iyice temizlenmistir. Akrilamid
(4.8 gr) ve bisakrilamid (0.25 gr) tartildiktan sonra 5 ml 10X TBE igerisinde
¢ozulmus ardindan son hacim su ile 50 mlye tamamlanmistir. Karigim
suzulmusg ve oksijen polimerizasyonu engelleyici olarak davrandigi i¢cin havasi
alinmigtir. APS, sdH,0 ile 300 pl ye tamamlanmis, TEMED ile birlikte 50 ml’lik
akrilamid: bisakrilamid stoguna eklendikten sonra karigim hizli bir sekilde jelin

cesitli kalinlik ve boyutta hazirlanabilmesine olanak veren elektroforez aygitinin
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dokme aparati kullanilarak iki cam (jel kaseti) arasina dokulmustir. Jelin
polimerlesmesi tamamlandiktan sonra ornekler jele yuklenmis ve 230 V'ta 4
saat 1X TBE (10X TBE stogundan 1:10 seyreltilerek hazirlanmistir) tamponu
kullanilarak yaratalmustar. Yurime tamamlandiktan sonra jel iki cam arasindan
cikarilarak EtBr ¢ozeltisi ile boyanmig, boyasi alindiktan sonra jel gorunttileme

sisteminde, olusan bant profilleri gorantilenmigtir.
3.4. Verilerin istatiksel Analizi

Verilerin istatistiksel acidan degerlendiriimesi, SPSS V21.0 programi
kullanilarak yapilmigtir. Kontrol ve hasta gruplarinda PSEN1 rs165932 (G/T) ve
APOE €2, €3 ve €4 polimorfizmlerinin genotip ve alel frekanslari, ailesinde
demans Oykusu bulunan hastalar ve bulunmayan hastalarda €4 alel varligi, ki-
kare (y2) testi kullanilarak karsilastiriimistir. Alzheimer hasta grubunda APOE
geni €4 aleli ve PSEN1 rs165932 (G/T) polimorfizmi genotiplerinin birlikteliginin
istatiksel acidan degerlendiriimesinde de 2 testi kullaniimistir. Verilerin

kargilastiriimasinda p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda, hasta grubunda PSEN7 geni kodlayici bdlgeleri (3-
12.ekzonlar) DNA dizi analizi ile mutasyon acisindan taranmistir. Sekans
analizleri sonucunda hasta grubunda sadece PSEN1 geni intron 8 bdlgesinde
rs165932 (G/T) polimorfizmi saptanmig olup, anlamlihgi degerlendiriimek Gzere
bu bdlge kontrol grubunda da DNA dizi analizi ile taranmistir. Ayrica, olasi
Alzheimer tanisi almig hasta bireyler ile demans dykusu bulunmayan saglikli

bireylerde APOE €2, €3 ve €4 polimorfizmleri genotiplemesi yapilmistir.
4.1. PSEN1 Geni (3-12.ekzonlar) PZR Uriinlerinin Jelde Gériintiilenmesi

PSEN1 geni kodlanan bodlgelerinin (3-12.ekzonlar) PZR Uranleri % 1.5'luk
agaroz jelde yuratilerek goéruntilenmistir. Kontrol amagh olarak 100 bg¢’lik

marker kullaniimistir [Sekil 4.1.].

Marker ex-3 ex-4 ex-5 ex-6 ex-7

1-Marker
2-6. PZR urunleri (ekzon 3-4-5-6-7 sirasi ile)

Marker ex-8 ex-9 ex-10 ex-11 ex-12

200 bg¢

1-Marker
2-6. PZR urunleri (ekzon 8-9-10-11-12 sirasi ile)

Sekil 4.1. PSEN1 Geni (3-12.ekzonlar) PZR Urdnlerinin jelde goruntilenmesi
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4.2. PSEN1 Geni Amplifikasyon Bolgelerinin DNA Dizi Analizi

Kromatogramlari

PSEN1 geninin kodlayici bolgelerini olusturan ve 30 hasta bireyin tamaminda
okunan amplifikasyon bolgelerinin ileri primerler (F) ile gergeklestirilen
okumalari ekzon sirasi ile Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6.,
Sekil 4.7., Sekil 4.8, Sekil 4.9., Sekil 4.10. 'de verilmistir. PSEN1 geni ekzon 6

bdlgesinin sekansi okunamamistir.

T

Sekil 4.2. PSEN1 geni ekzon 3 bdlgesi DNA dizi analizi kromatogrami

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

i i

Sekil 4.3. PSEN1 geni ekzon 4 bodlgesi DNA dizi analizi kromatogrami

b o b

Sekil 4.4. PSEN1 geni ekzon 5 bdlgesi DNA dizi analizi kromatogrami
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c A C A G A A G AT A C CG& A G A €CT GG TG G6 66 €C €C A G A G A & C C C T E C A C T € A

\

Sekil 4.5. PSEN1 geni ekzon 7 bdlgesi DNA dizi analizi kromatogrami

[H G c T T T T T H cC A G A T c T c A T T T A c T A c T G T A A G T AT T T G LI L]

|
Al i

Sekil 4.6. PSEN1 geni ekzon 8 bdlgesi DNA dizi analizi kromatogrami

A ] C a G [H ] ] [H A ] T G G ¥ G T G 4 T T G G T G A ] T A T &6 G [H ] G a A

it e

Sekil 4.7. PSEN1 geni ekzon 9 bodlgesi DNA dizi analizi kromatogrami
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&6 &6 6 ¢ ¢c T €C A T C 6 €C T €C T A C A C C T G A & T € A C G A 6 €C T 6 € T 6 T €C C A G G

Sl |

Sekil 4.8. PSEN1 geni ekzon 10 bolgesi DNA dizi analizi kromatogrami

G T G A A AT cC A T A G cC A A A G L] 6 T G A c c A A C T T T T T A AT AT T T 6 T A

‘ A“ A \

Sekil 4.9. PSEN1 geni ekzon 11 bolgesi DNA dizi analizi kromatogrami

B F B WOE W O E i W OEGE F OECH OE e M ETRIG E B PSH ¥ OE ST B e bR FaeE A OF T R WO

b

Sekil 4.10. PSEN1 geni ekzon 12 bdlgesi DNA dizi analizi kromatogrami
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4.3. PSEN1 Geni intron 8 Bélgesinde Tespit Edilen rs165932 (G/T)

Polimorfizminin DNA Dizi Analizi Kromatograminda Gosterimi

T T T A C T C Cc T G T A A G T AT T T G A G A 3.G)G AT AT T G A AT T

‘II |'(\ | a III'\II iy

I|| ‘\ n .Ilf-lllll A If"\lr R .f( v, -III II ||I |IIl l|'||
AW /\ M AAAAN T\ A A AW
.|' " ||.r 3 \\/\ ll " /\I j{\ /‘ | lll; u"f \1 \ fll, lly

N AN \/‘ ?\ fu ANV NATWA A A
Sekil 4.11. 1/1 Genotipine sahip bireyin DNA dizi analizi kromatogrami (TT)

T T T A C T c c T G T A A G T AT T T G A G A _@ G AT A T T G A AT T ¢

ol b by 1

Sekil 4.12. 1/2 Genotipine sahip bireyin DNA dizi analizi kromatogrami (TG)

T T T A C T C C T G T A A G T A T T T G A G A ,k@ G AT A T T G A A T T

el

Sekil 4.13. 2/2 Genotipine sahip bireyin DNA dizi analizi kromatogrami (GG)

4.4. PSEN1 Geni intron 8 Polimorfizminin (rs165932 G/T) Olusturdugu

Genotip ve Alel Frekansi

PSEN1 geni intron 8 bolgesinde yer alan rs165932 G/T polimorfizmi agisindan
bireyler TT (1/1), TG (1/2) ve GG (2/2) olmak Uzere U¢ genotipe sahiptir.
Calisma kapsaminda PSEN1 geni intron 8 bdlgesinde yer alan rs165932 G/T

polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol gruplari degerlendirilmigtir.
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Kontrol ve hasta gruplari icin PSEN1 geni intron 8 bolgesinde yer alan rs165912
G/T polimorfizmine iligkin genotipleme c¢alismasina ait genotip ve alel

frekanslarinin dagilimi Tablo 4.1.’de verilmistir.

Genotip frekanslant TT (1/1), TG (1/2) ve GG (2/2) 2 testi kullanilarak
istatistiksel olarak karsilastirildiginda 1/1, 1/2 ve 2/2 genotipleri agisindan
kontrol ve hasta gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamigtir (p>0.05)
[Tablo 4.1.]. Kontrol ve hasta guplarinda genotip frekanslari dagihiminin

grafiksel gosterimi Sekil 4.14.’de verilmigtir.

1 (T) ve 2 (G) alel frekanslari y2 testi kullanilarak istatistiksel olarak
kargilagtirildiklarinda kontrol ve hasta gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir (p> 0.05) [Tablo 4.1].

Tablo 4.1. PSEN1 intron 8 polimorfizmi (rs165932 G/T) genotip ve alel
frekanslarinin kontrol ve hasta gruplarinda dagilimi

Kontrol grubu Hasta grubu p
(n=40) (%) (n=30) (%)
Genotip
11 (TT) 13 (32.5) 11 (36.7) 0.455
1/2 (TG) 21 (52.5) 15 (50.0) 0.514
2/2 (GG) 6 (15.0) 4 (13.3) 0.563
Alel
1(T) 47 (58.75)(n=80) 37 (61.7)(n=60) 0.432
2 (G) 33 (41.25)(n=80) 23 (38.3)(n=60) 0.432

p degeri ki-kare (x2) testi sonucunda elde edilmigtir.
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708 - .Hasta
grubu

Kontrol
. grubu

Frekans (%)

1/1 | 1/2 | 2/2

Sekil 4.14. Kontrol ve hasta gruplarinda PSEN1 genotip frekanslarinin dagilimi
4.5. APOE Geni Alellerinin PZR Uriinlerinin Jelde Gériintiilenmesi

APOE geni 4.ekzonunda yer alan 295 bg¢’lik bolgenin ¢ogaltimi sonucunda elde
edilen PZR urdnu %1.5'luk jelde yurutulerek goruntulenmistir. Kontrol amagli
olarak 100 b¢’lik marker kullaniimistir [Sekil 4.15.].

300 b¢—>

Sekil 4.15. APOE geni alellerinin PZR drtnlerinin jelde goértntilenmesi
1- Marker

2-6.PZR iriinii (295 bg)
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4.6. APOE PZR Uriinlerinin Hhal Restriksiyon Enzimi ile Kesim Sonuglari

APOE geni 4.ekzonunda yer alan polimorfik bolgeleri igeren 295 bg¢’lik bolge
PZR ile cogaltildiktan sonra drunler Hhal (Thermo Scientific®) restriksiyon

endonukleazi ile kesilmistir [Sekil 4.16.].

Enzimin tanima dizisi Sekil 4.17.de ve kesim sonucu elde edilen APOE
genotiplerinin sematik gérinumu Sekil 4.18’de verilmistir.

GAACAACTGACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGG
CGGCGCAGGCCCGGCTGGGCGCGGACATGGAGGACGTGIBBGGCCGCCTGGTGCAGTA
CCGCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTGCGGGTGCGCCTC
GCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAAGCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAA
GEBEBBCTGGCAGTGTACCAGGCCGGGGCCCGCGAGGGCGCCGAGCGCGGCCTCAGCGCC
ATCC

Sekil 4.16. APOE geni PZR urlnu dizisi

5. . . GCGC...3
3. .. CGCG...5

Sekil 4.17. Hhal enzimi tanima dizisi

Sekil 4.16.de belirtilen diziye gore enzim kesimi sonucu asagida belirtilen
uzunlukta kesim Urunleri olusmaktadir.

€2/e2 : 63-16-91-18-83-7-11-6

€2/€3 : 63-19-91-18-48-35-83-7-11-6

€3/e3 : 63-16-91-18-48-35-7-11-6

€3/e4 : 63-16-91-19-72-18-48-35-7-11-6

€4/e4 : 63-16-19-72-19-18-48-35-7-11-6

€2/e4 : 63-16-91-19-72-18-48-35-83-7-11-6
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Sekil 4.18. Hhal restriksiyon enzim kesim noktalari ve kesim sonucunda elde

edilen APOE genotiplerinin sematik gorunumu [170].

Elde edilen PZR durunlerinin Hhal enzimi ile kesimi sonucu elde edilen ve
PAGE’de ayrilan bant profilleri Sekil 4.19.’da verilmigtir.
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12 3 4 5 6 7 8 0 10 11 1213 415 16 17 18 19

Kesilmemi
PZR Uriinti
(295 bg)

100 bg
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-

Sekil 4.19. Hhal enzim kesimi sonucu elde edilen APOE genotiplerinin %10 ‘luk
PAGE’de goruntulenmesi

1-Kontrol (Kesilmemis 6rnek; 295 bg) 13- APOE €3/e3
2-“Marker” 14- APOE €3/e3
3- APOE €3/e4 15- APOE £2/€3
4- APOE £2/€3 16- APOE €4/€4
5- APOE €3/€4 17- APOE €3/e4
6- APOE £3/€3 18- APOE €3/€4
7- APOE €3/¢€3 19- APOE €3/€3

8- APOE €2/¢4
9- APOE €3/¢4
10- APOE €3/e4
11- APOE £3/e3
12- APOE €3/€3
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4.7. APOE Geni €2, €3 ve €4 Polimorfizmlerinin Genotip ve Alel Frekansi

APOE geni €2, €3 ve €4 polimorfizmleri bireylerde €2/€2, €2/€3, €2/e4, €3/€3,
€3/e4 ve ¢€4/e4 olmak Uzere alti farkh genotip olusturmaktadir. Calisma
kapsaminda APOE geninde yer alan belirtilen polimorfizmler, Alzheimer tanisi
almig hastalar ve demans Oykusu bulunmayan saglikh kontrollerde

degerlendirilmigtir.

APOE geni €2, €3 ve €4 polimorfizmlerine iliskin genotipleme galismasina ait
genotip ve alel frekanslarinin dagilimi kontrol ve hasta grubu icin Tablo 4.2.’de,

grafiksel gosterimi ise Sekil 4.20. ve Sekil 4.21.’de verilmistir.

Kontrol grubunda €2/e2, €2/e4 ve €4/¢e4 genotiplerine sahip bireye, hasta

grubunda €2/€2 genotipine sahip bireye rastlanmamistir [Tablo 4.2.][Sekil 4.20.].

Tablo 4.2. APOE genotip ve alel frekanslarinin kontrol ve hasta gruplarinda

dagilimi
Kontrol grubu Hasta grubu p
(n=40) (%) (n=30) (%)

Genotip
£2/e2 0 (0.0) 0 (0.0) -
£2/e3 4 (10.0) 3(7.5) 0.660
£2/e4 0 (0.0) 1(3.3) 0.429
€3/e3 33 (82.5) 15 (50.0) 0.004
€3/e4 3 (7.5) 9 (30.0) 0.016
edled 0 (0.0) 2 (8.7) 0.180
Alel
€2 4 (5.0) (n=80) 4 (8.7) (n=60) 0.473
€3 73 (91.3) (n=80) 42 (70.0) (n=60) 0.001
€4 3 (3.7) (n=80) 14 (23.3) (n=60) 0.001

p degeri ki-kare (x2) testi sonucunda elde edilmistir.
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Sekil 4.20. Kontrol ve hasta gruplarinda APOE genotip frekanslarinin dagilimi
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Sekil 4.21. Kontrol ve hasta gruplarinda APOE alel frekanslarinin dagilimi

Genotip frekanslari (€2/€2, €2/€3, €2/e4, €3/e3, €3/e4 ve ¢ed/ed) y2 testi
kullanilarak istatistiksel agidan degerlendirilmis, €3/e3 ve €3/e4 genotiplerinin
kontrol ve hasta gruplari arasindaki dagilim farkinin anlamh oldugu goértlmastur
(p<0.05). €3/e3 genotip frekansi; kontrol grubunda, hasta grubuna gére anlamli
dizeyde yuUksektir. €3/e4 genotip frekansi ise hasta grubunda kontrol grubuna

gore anlaml diizeyde ylksek bulunmustur [Tablo 4.2.].
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APOE genine ait; €2, €3 ve €4 alel frekanslari y2 testi kullanilarak istatistiksel
acidan karsilastirildiginda, €3 ve €4 alelleri agisindan kontrol ve hasta grubunda
anlamh bir fark bulunmustur (p<0.05). €3 alel frekansinin kontrol grubunda
hasta grubuna goére anlamli dizeyde ylksek oldugu gorulmustar. €4 alel
frekansi ise hasta grubunda kontrol grubuna gére anlaml dizeyde ylksektir

[Tablo 4.2.].

Kontrol ve hasta grubunda €4 alelinin varligi bakimindan farkin anlamli dizeyde
oldugu belirlenmistir (p<0.05) [Tablo 4.3.]. Sonuglarin grafiksel gésterimi, Sekil
4.22.de verilmistir.

Tablo 4.3. Kontrol ve hasta gruplarinda APOE €4 alelinin varlidi ya da yoklugu

Alel Kontrol Hasta p
varhgi/yoklugu grubu grubu
n=40 (%) n= 30 (%)
€4 (+) 3(7.5) 12 (40.0) 0.001
€4 (-) 37 (92.5) 18 (60.0)

p degeri ki-kare (x2) testi sonucunda elde edilmistir.

Hasta
& grubu

Kontrol
H grubu

Frekans(%)

ed (+) ed(-)

Sekil 4.22. Kontrol ve hasta gruplarinda APOE €4 varligi ya da yoklugu
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Ailesinde demans Oykusu bulunan ve bulunmayan hastalarda €2, €3 ve €4 alel
frekansi y2 testi kullanilarak istatiksel acgidan karsilastirildiginda, ailesinde
demans Oykusu bulunan hastalar ve bulunmayan hastalar arasinda €3 ve €4
alellerinin dagihmindaki farklihgin anlamh oldugu bulunmustur (p<0.05). €4 alel
frekansinin, ailesinde demans OyklUsu bulanan hastalarda anlaml dizeyde
yuksek oldugu, €3 alel frekansinin ise ailesinde demans Oykusu bulunmayan

hasta grubunda anlamli dizeyde yuksek oldugu gorulmustur [Tablo 4.4.].

Tablo 4.4. Hasta grubunda ailesinde demans oykusu bulunan ve bulunmayan
bireylerde APOE

Alel Ailesinde Ailesinde p
demans oykisii demans oykiisu
bulunmayan AH bulunan AH

n= 48(%) n=12(%)
€2 3(6.2) 1(8.3) 0.601
€3 37 (77.1) 5(41.7) 0.023
€4 8 (16.7) 6 (50.0) 0.024

p degeri ki-kare (x2) testi sonucunda elde edilmistir.

4.8. PSEN1 Geni intron 8 (rs165932 G/T) ve APOE €2, €3 ve &4

Polimorfizmlerinin Birlikte Degerlendirilmesi

Calismamizda Alzheimer hasta grubunda APOE geni €4 alel polimorfizmi ile
PSEN1 geni intron 8 bodlgesinde yer alan rs165932 G/T polimorfizminin
olusturdugu 1/1, 1/2 ve 2/2 genotiplerinin birlikteligi y2 testi kullanilarak
degerlendirilmigtir [Tablo 4.5.]. Hasta grubumuzda PSEN1 genotipleri dagilimi
ve €4 aleli tasiyicihgr birlikte degerlendirildiginde anlamli  bir farkhlik

bulunamamistir (p>0.05).
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Tablo 4.5. ¢4 aleli tagiyan ve tagimayan AH bireylerde PSEN1 1/1, 1/2 ve 2/2

genotiplerinin dagilhmi

PSEN1 €4 aleli tagiyan €4 aleli p
Genotip AH tasimayan AH
n=12 (%) n=18 (%)
11 6 (50.0) 5(27.8) 0.163
1/2 3(25.0) 12 (66.7)
2/2 3(25.0) 1(5.5)

p degeri ki-kare (x2) testi sonucunda elde edilmistir.
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5.TARTISMA ve SONUG

Alzheimer Hastahgi (AH), klinik ve norolojik acidan heterojenite gosteren;
biligsel islevlerde bozulma ve gunlik yasam aktivitelerinde azalma ile
sonuglanan ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir [171]. Cok sayida genetik ve
cevresel faktor AH gelisimi icin risk faktorlerini belirlemekte, hastaligin baslangic
yasini ve ilerleme silrecini etkilemektedir. Bu faktorlerin  ¢odunun AH
patogenezine katkisi, onemi ve etkilegimleri halen tam olarak anlasilamamistir.
AH'a neden olan mekanizmalarin aydinlatiimasi icin arastirmalar devam
etmektedir. AH icin birgok aday risk geni belirlenmis, ancak bu genlerin hastalik
ile iligkileri gergeklestirilen c¢alismalarla tam olarak dogrulanamamig, aday

genlerin hastalik ile iligkileri hakkinda birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir
[4].

Tez c¢alismasi kapsaminda hasta grubunda PSEN7 geni kodlama yapan
bdlgelerinde mutasyon taramasi yapilmistir. Kontrol ve hasta gruplarinda APOE
genine ait €2, €3 ve €4 alelleri incelenmistir. Yapilan sekans analizleri
sonucunda yalnizca PSEN1 geni intron 8 bodlgesinde polimorfizm (rs165932
G/T) tespit edilmis olup, bu bdlge polimorfizmin hastalikla iligkisinin

degerlendirilmesi i¢in kontrol grubunda da taranmistir.
5.1. PSEN1 Varyasyonlar ve Alzheimer Hastaligr’nin iligkisi

AH'da kromozom 14924.3 Dbolgesinde lokalize olan PSEN1 geni
mutasyonlarinin ailesel EBAH ‘in buylk ¢ogunlugundan sorumlu faktér oldugu
bilinmektedir. Ancak bu gen, hastaligin ailesel formu ile iligkili oldugu kadar
sporadik olgularda gergeklestirilecek arastirmalar i¢cin 6nemli bir aday olarak
gorulmustdr. Yapilan bir ¢alismada, histolojik olarak dogrulanmis “sporadik”
vak'alar ve bunlarla ayni yas grubuna sahip normal bireylerin beyin
dokularindan ekstrakte edilen PSEN1 transkriptlerinin RT-PZR ile analizinden
sonra PSEN1 kodlayici bdlgelerinde hasta ve kontrol gruplarinda higbir dizi
degisikligine rastlanmamistir. Bu nedenle sporadik vak’alarda PSENT geni
kodlayici bdlgelerinde mutasyon frekansinin dusuk olacagi ileri surtlmagstur
[172]. Bu calismanin verilerine benzer sekilde calismamizda PSEN1 geni
kodlayici bolgelerinde vyapilan sekans analizleri sonucunda mutasyona

rastlanamamisgtir.
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PSEN1 geninde yer alan mutasyonlarin otozomal dominant EBAH olgularinin
%18-50’sinden sorumlu olduguna isaret edilmektedir. Bu nedenle PSENT7in
GBAH igin potansiyel risk geni oldugu ileri surtlmustur [173]. Gergeklestirilen
calismalar sonucu GBAH olgularinda PSENT1 geni 9.ekzonunda A/G
transisyonu ile ortaya ¢ikan Glu318Gly (E318G) mutasyonu tanimlanmistir.
Bununla birlikte E318G mutasyonunun patojenik olmadig! bilinmekte; nadir bir
polimorfizm, nétral ya da tamamlanmamig penetrans gosteren mutasyon oldugu
dusunulmektedir [174]. Gerceklestirilen baska bir calismada ise E318G
varyantinin APOE €4 tasiyicilarinda AH riskini artirdigi belirtilmistir [175].

PSEN1 geninde GBAH ile iliskisi kesin olarak ortaya konan bir baska varyant
ise R269H'dir. GBAH tani kriterlerine kesin olarak uyan ve ailede etkilenen
toplam dokuz birey varhdi ile U¢ nesil (jenerasyon) boyunca otozomal dominant

gegis gosterdigi belirlenen bu mutasyon, ikiz kardeglerde tespit edilmistir [176].

PSEN1 varyasyonlarinin GBAH patogenezinde etkisiz olduguna dair kanitlarin
yani sira [177] PSEN1 nadir varyantlarinin hastaligin ge¢ baslangicli formunun
patogenezine katkida bulunduguna dair kanitlar da mevcuttur [178].Ancak
PSEN1 GBAH iligkisini molekller dlizeyde arastiran ¢alismalarin pek ¢ogunun

calismamiza benzer sekilde kuvvetli baglantilar bulamadigi gorulmektedir.

PSEN1 genindeki mutasyonlarin, EBAH olgularinin pek c¢ogunda etkili
oldugunun bilinmesinin ve APOE ¢4 alelinin de GBAH ile iligkilendirilmesinin
yani sira; c¢alismamizda tespit ettigimiz PSEN1T intron 8 polimorfizminin de
hastaligin ge¢ baslangic gdsteren formu ile iligkili oldugu ileri surtlmustur.
Wragg ve arkadaslarn tarafindan gerceklestirien c¢alismada alel 1
homozigotlugunun, alel 2 homozigotlugu ve alel 1/2 heterezigotlugu ile
kargilastinldiginda GBAH riskini iki kat artirdigi bulunmustur [179]. PSEN1 1/1
genotipinin ge¢ baslangig gosteren AH vak’alarinin sporadik ve ailesel
formlarinda risk artigi ile iligkili oldugu gosterilmistir [180] ancak daha sonra
gerceklestirilen sayilari 40’1 askin patolojik ve klinik c¢alismada bu iligki
dogrulanmamistir. Bazi calismalar AHda gorllen histolojik degisikliklerle
intronik polimorfizm arasinda baglanti oldugunu vurgulamis, bazilari ise bu
baglantiy1 ortaya koyamamistir. Cesitli meta-analizler ile PSEN1T 1/1 genotipi ve
EBAH/GBAH olgulari arasinda iliskilendirme c¢alismalari yapiimig, bu genotipin

yalnizca GBAH’a yatkinlik ile iligskili oldugu bulunmustur. Ancak ailesel
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Alzheimer vakalarinda alel 1 frekans artisinin, PSEN1 ya da PSEN2
mutasyonlar ile iligkili oldugu fakat APP mutasyonlari veya GBAH ile iligkili
olmadigi da rapor edilmistir. Bununla birlikte PSEN1 2/2 genotipinin hastaligin
patogenezi ile iligkili oldugunu ileri stren bazi klinik ¢calismalar da mevcuttur
[181].

Calismamizda kontrol grubunda 1/1 genotipine sahip birey sayisi 13 (% 32.5),
1/2 genotipine sahip birey sayisi 21 (% 52.5), 2/2 genotipine sahip birey sayisi
ise 6 (%15.0) olarak bulunmustur [Tablo 4.1.]

Hasta grubunda 1/1 genotipine sahip birey sayisi 11 (% 36.7), 1/2 genotipine
sahip birey sayisi 15 (% 50.0), 2/2 genotipine sahip birey sayisi ise 4 (% 13.3)
olarak bulunmustur. Calismamiz kapsaminda literaturdeki birgok c¢alismayi
destekler sekilde rs165912 G/T polimorfizm varliginin AH bireyler ve saglikli
bireylerde genotip ve alel frekanslarinin dagihimlari arasinda anlaml bir farkin

olmadigi belirlenmistir [Tablo 4.1].

Tysoe ve arkadaslarinin; otopsi ile dogrulanmis EBAH / GBAH vakalari ve genis
kontrol grubu ile gerceklestirdigi calismada PSEN1 1/1 risk genotipi dagihminin
EBAH ve GBAH vakalarinda 6nemli derecede artis gostermedigi belirtilmistir
[182].

Cin populasyonunda gergeklestirilen galismada APOE €4 aleli dagilimi ve
PSENT1 intron 8 polimorfizminin AH ile iligkisi birlikte ve ayri parametreler
seklinde degerlendiriimis, PSEN1 genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarinda
benzer dagilim gosterdigi gorilmus, polimorfizmin APOE €4 aleli ile iliskisi €4
aleli tasiyan AH birey sayisinin azligi nedeniyle net olarak ortaya
konulamamistir [183]. Bu calisma, sonugclari bakimindan bizim ¢alismamiz ile

paralellik gostermektedir.

Liao ve arkadaslari tarafindan gercgeklestirilen ¢calismada otopsi ile tanilanan AH
orneklerinde; PSEN1 genaotiplerinin; hastaligin baslangi¢ yasi, ilerleme durumu;
ApB(total), AB(1-40), AB(1-42), norofibriler yumak ve ndron miktari parametrelerin
kantitatif noropatolojik 6lcim sonuglari karsilastirilmasi amacglanmigtir. 1/1
genotipinin kliniksel veya néropatolojik fenotipteki herhangi bir degisiklikle iliskili
olmadigi goérulmusg, PSENT1 intron 8 polimorfizminin AH’in klinik ve noropatolojik
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karakteristigi Uzerine onemli bir etkisi olmadigini ileri surdlmuagtur [184]. Bu

durum galigmamizla uyum gostermektedir.

rs165912 G/T polimorfizmi EBAH olgularinda da tespit edilmistir [185]. Van
Dujin C.M. ve arkadaslarinin Nature dergisinde yayinlanan c¢alismasinda
PSEN1 mutasyonu tasiyan ve tasimayan EBAH vakalari, ayni zamanda
bunlarla uygunluk gosteren kontrol gruplari kullaniimig, PSENT intron 8
polimorfizmi, promotor polimorfizmi ve PSENT geni yukari bolgesinde yerlegen
basit ardisik tekrar (STR) polimorfizmi D14S1028 birlikte degerlendirilmistir. Bu
calisma sonucu EBAH vakalarinda PSEN1 geninin promotor ya da dizenleyici
bdlgesinde yer alan polimorfizm ya da mutasyonlarin PSENT intron 8
polimorfizminden daha etkili oldugu ileri surilmus, Wragg ve arkadaglarinin
GBAH olgularindaki bulgularinin aksine, EBAH olgularinda PSEN1 geni alel 2

homozigotlugunun artmis oldugunu gdéstermigslerdir [186].

Gergeklestirilen bir diger calismada Bagh ve arkadaslari Alman populasyonu
bazinda PSENT intron 8 polimorfizminin olusturdugu genotip ve alel frekanslari
arasindaki dagilimin AH ve kontrol bireylerde 6nemli derecede farkhlik
g6stermedigini rapor etmiglerdir. Bu ¢alisma bazinda PSENT genotipi ve APOE
€4 aleli dagilimi ile ilgili bir iligkide bulunamamigtir. Bu ¢calisma degerlendirilen
parametreler ve sonuglari agisindan ¢alismamiz ile paralellik gostermektedir
[187].

51 aile bazinda gergeklestirilen ¢calismada, PSEN1 ve APOE polimorfizmi igin
iceresinde GBAH’a sahip bireyler bulunan ailelere iliski analizleri, kosullu lojistik
regresyon ve geleneksel baglanti ¢alisma metodlari uygulanmisg, bu analizler
sonucu PSENT intron 8 polimorfizmi ile GBAH arasinda iliski bulunamamistir

[188]. Calismamiz bu ¢alismanin sonuglari ile benzerlik gdstermektedir.

Cin populasyonunda 2002 yilinda gergeklestirilen bir calismada ise PSEN1T alel
1 frekansinin AH grubunda, diger calismalara gore yuksek oldugu bildirilmistir
[189].

2007 yihinda gercgeklestirilien AH riski ve PSEN1T intron 8 polimorfizmi meta-
analiz ve iligkilendirme calismasinda PSEN1 geni alel 2 homozigotlugunun
calisma yaptiklari 85 GBAH bireyde artis gosterdigini belirlemislerdir (goreceli
risk 2.38 ; % 95 guven araligi 1.07-5.29, p<0.05). Bununla birlikte 85 GBAH
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bireyden olusan grup bazinda PSEN1 2/2 genotipi ve APOE ¢4 aleli AH
gelisiminde bagimsiz faktorler olarak gorulmustur. Ancak PSEN1 2/2 genotipi
tek basina Avrupa alt grubu igin AH gelisimi ile baglantili bulunmustur (goreceli
risk 1.19, 95% glven arahigi 1.02-1.37, p<0.05). Bu durumda PSEN1 2/2
genotipinin GBAH icin ispanya populasyonu ve muhtemel olarak Avrupa

populasyonu igin risk faktort oldugu belirtilmistir [181].

Dursun ve arkadaslan tarafindan Turk populasyonunda gergeklestirilen
¢alismada, intronik polimorfizmle iligkili genotip ve alel frekanslarinin kontrol ve
hasta grubundaki dagiiminda anlamli bir farkin olmadigi belirtiimis, literatlrde
genel risk faktort olarak belirtilen 1/1 genotipinin Turk populasyonunda GBAH
gelisim riskini artirdigi yonunde bulguya rastlanmamigtir [191]. Calismamiz

sonucu elde ettigimiz veriler de bu sonucu desteklemektedir.

Rassas ve arkadaslari tarafindan Tunus populasyonunda gergeklestiriimis
calisma kapsaminda PSENT1 intron 8 polimorfizmi ve APOE €4 alel varligi
birlikte ve bagimsiz parametreler olarak degerlendiriimis PSEN1 genotip ve alel
frekanslarinin dagiiminda kontrol ve hasta gruplari arasinda 6nemli bir fark
bulunamamistir. PSEN1 genotipleri dagihmi APOE €4 aleli varligina gore birlikte
degerlendirildiginde de iligki ortaya konulamamistir [192].

PSEN1 geninde 8. ve 9. ekzonlar arasinda yer alan intron 8'de goérulen bu
polimorfizmin, konumu nedeniyle PSEN1 proteininde, dolayisiyla AH
patogenezinde biyolojik herhangi bir etkisinin olma olasiligi disuktir. Bu durum

uc sekilde agiklanabilmektedir:
1) PSENT1 geni intron 8 polimorfizmi hastalikla biyolojik olarak iligkilidir,

2) Polimorfizm PSENT1 geni uzerinde farkh bir yerde bulunan ve hastalikla

biyolojik olarak iligkili bagka bir degiskenle baglantihidir,

3) Polimorfizmin baglanti gosterdigi bolge hastalikla biyolojik olarak iliskili ve

polimorfizme ¢ok yakin olan bir gen ile ¢akisir [179].

Bununla birlikte ekzon 8 ve ekzon 9 arasindaki bu intronik polimorfizmin
bulundugu yer nedeniyle farkli bir kirpilma varyanti olusturabilecegi ve bu
acidan hastalikla dogrudan etkilesim igerisinde olabilecedi dusunulmektedir.
Ekzon 8 ‘in bazi dokularda alternatif olarak kirpilmaya ugradigr gosterilmigtir.

Yapilan bir ¢calismada intron 8’in akseptdr bolgesindeki bir mutasyonun ekzon
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9'un ortadan kaldiriimasina neden olarak EBAH nedeni oldugu belirlenmigtir
[179]. Bunlara ek olarak ekzon 8’in EBAH-iligkili mutasyon frekansinin yuksek
oldugu bir bdlge oldugu belirtiimigtir; ancak polimorfizmin populasyonlar arasi
heterojenite gdstermesi, hastaligin patogeneziyle iligkili olduguna dair gorusleri
desteklememektedir. Ayni zamanda, bu polimorfizmin AH'da AR birikiminin
molekuler formunu ve miktarini etkilemedigi gosterilmistir [184]. Bu sonuglar, bu
polimorfizmin PSEN1 geni Uzerinde bulunup hastalikla biyolojik olarak iligkili bir
degdisken ile baglanti gosterdigi gorusunu belirgin kilmaktadir. 1/1 genotipine
sahip hastalarin agik okunma gergevelerinin dizi analizleri sonucu kodlayan
bdlgelerde herhangi bir degisiklik aciga cikarilamamistir. Bu durum PSEN7'de
intronik polimorfizmle baglantili bir degiskenin promotor bolgede veya kodlama

yapmayan bir bdlgede bulundugunu diagstndurmektedir [179].

Sonug olarak ¢alismamizda PSEN1 rs165932 (G/T) intronik polimorfizmi ile AH
patogenezi arasinda herhangi bir iliski belirlenememistir. Bulgularimiz farkl
populasyonlarda 1/1 ya da 2/2 genotiplerinin hastalik riskini artirdigi yonundeki
Ongoruyu desteklememektedir. Ancak iligskinin tam olarak ortaya konulmasi igin
hasta ve kontrol sayilarinin artiriimasi, homojen ve kapali populasyonlarda
calisiimasi gerekmektedir. Polimorfizmin PSEN1 geninde alternatif kirpiima
surecine etkisinin belirlenmesi 6nemlidir. PSEN1 geninin promotor bolgesi veya
dizenleyici bolgeler Uzerindeki baska degiskenlerle etkilesiminin arastiriimasi
ve daha sonra da bu degiskenlerin hastalikla olan iligkilerinin belirlenmesi,

polimorfizmin fonksiyonunun aydinlatiimasi igin bir yol olabilir.

5.2. APOE Geni €2, €3 ve €4 Polimorfizmleri ile Alzheimer Hastaligi’nin
lligkisi

APOE geni 19. kromozomun uzun kolunda yer alan; 4 ekzon ve 3 introna sahip
3597 bg¢ uzunlugunda bir gendir ve 299 amino asitten olusan 34 kDA molekuler
agirhiga sahip bir proteini kodlar [114]. APOE geninde yer alan iki polimorfik
bdlge €2, €3 ve €4 olmak Uzere ug¢ alelin olusumundan sorumludur. AH igin
bilinen en dnemli risk faktorlerinden biri APOE €4 izoformunun varhigidir. Pek
¢ok calismada €4 aleli tagiyiciliginin AH baslangi¢ yasini ve hastaligin gelisim

surecini etkiledigini gosterilmistir [7].
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Calisma grubumuzda APOE genindeki €2, €3 ve €4 polimorfizmlerinin genotip
frekanslari kontrol grubunda €2/€3 (% 4), €3/€3 (% 82.5) ve €3/e4 (%7.5), hasta
grubunda €2/€3 (% 7.5), €2/€4 (% 3.3), €3/e3 (% 50.0), €3/e4 (% 30.0) ve €4/e4
(% 6.7) olarak bulunmustur. APOE genindeki €2, €3 ve €4 polimorfizmleri
genotip frekanslari agisindandan degerlendirildijinde hasta ve kontrol gruplari
arasinda ¢€3/e3 ve €3/e4 genotipleri agisindan anlamli bir farkin oldugu tespit
edilmigtir. €3/e3 genotip frekansi kontrol grubunda, hasta grubuna gore anlamli
derecede yuUksek iken, €3/e4 genotip frekansi ise hasta grubunda kontrol

grubuna goére anlamli derecede yuksek bulunmustur [ Tablo 4.2.]

De-Andrade ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen calismada [192] bizim
calismamiza benzer gsekilde hasta grubunda €2/¢2 genotipine sahip birey
bulunmamistir. Ancak s6z konusu cgalismadan farkli olarak ¢alismamizda

kontrol grubunda €4/¢4 genotipinde bireye rastlanmamistir [ Tablo 5.1].

Brezilya populasyonunda gerceklestiriimis olan bir calismada [193] €3/e4
genotip frekansinin hasta grubunda, €3/¢3 genotip frekansinin ise kontrol
grubunda anlaml dizeyde yuksek oldugu rapor edilmigtir. Calismamiza benzer
sekilde, s6z konusu c¢alismada kontrol ve hasta grubunda €2/¢2 genotipine
sahip bireye rastlanmamistir. Bu ¢calisma, hasta grubunda €2/¢4 genotipli bireyin
olmamasi ve kontrol grubunda €4/e4 genotipli bireylerin varhgr ile

calismamizdan farkhlik gostermektedir [Tablo 5.1].

isbir ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calisma [194] hasta ve kontrol grubunda
€2/e2 genotipinde bireye, kontrol grubunda ise €4/¢4 genotipine sahip bireye

rastlanmamasi ile galismamizla benzerlik gostermektedir [Tablo 5.1].

Yokes ve arkadaslari tarafindan gercgeklestiriien ¢alismada genotip frekanslari
hasta grubunda €2/e3 (% 11.8), €2/e4 (% 0.8),e3/€3 (% 71.7),e3/e4 (% 15.7) ;
kontrol grubunda €2/e3 (% 7.4), €3/e3 (% 63.2), €3/e4 (% 29.4) olarak
belirtiimistir [195]. Turkiye'de gergeklestirilen ¢alismada hasta grubunda €2/€2,
€2/e4 ve ¢€4/e4, Kkontrol grubunda ise ¢€2/e2 ve ¢€4/e4 genotiplerine
rastlaniimamistir, bu durum c¢aligmamizda ortaya c¢ikan sonuglarla uyum

gOstermektedir [Tablo 5.1.].
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B.V.P. de-Almada ve arkadaslarinin gergeklestirmis oldugu calismada [196]
kontrol grubunda €2/e2, €2/e4 ve €4/e4 genotipine sahip bireylerin oldugu
gorulmustidr. Hasta grubunda ise €2/¢2 genotipine sahip birey tespit edilmigtir.

Bu bulgular galismamizdan farkhlik géstermektedir [Tablo 5.1].

Cin populasyonu temelinde Zhou ve arkadaslari tarafindan gercgeklestirilen
calismada [197] g¢alismamiza benzer gsekilde €2/e2 genotipine sahip bireye
hasta ve kontrol gruplarinda rastlaniimamigtir. Kontrol grubunda ¢€4/e4
genotipine sahip birey varligi ise ¢alismamizdan farkhlik gostermektedir [Tablo
5.1].

Rassas ve arkadaslari gergeklestirdikleri calismada [198] ¢alismamiza benzer
sekilde ¢€2/¢2 genotipine sahip bireye hasta grubunda rastlaniimamistir,
calismamizdan farkli olarak kontrol grubunda €2/e4 ve €2/€2 genotipine sahip

bireyler tespit edilmigtir [Tablo 5.1].

Turkiye’de gercgeklestirilien bir baska calismada genotip frekanslari hasta
grubunda; €2/e3 (% 7.4 ), €2/€4 (% 2.1), €3/€3 (% 63.2), €3/e4 (% 21.1) ve €4/c4
(% 6.3),kontrol grubunda; €2/€3 (% 1.7), €3/€3 (% 93.3), €3/e4 (% 5.0) olarak
belirtilmistir [199]. Bu calismada calismamiza benzer sekilde hasta ve kontrol
grubunda €2/e2 genotipine, bunun yani sira kontrol grubunda €3/¢4 ve €4/¢4
genotiplerine rastlaniimamistir. Bu agidan s6z konusu bulgular, galismamizda

elde edilen veriler ile paralellik gostermektedir [Tablo 5.1.].

Verilerimiz alel frekansi agisindan degerlendirildiginde kontrol grubunda €2 %
5.0, €3 % 91.3 ve €4 % 3.7 olarak, hasta grubunda ise €2, €3 ve €4 alellerinin
frekansi sirasiyla % 6.7, % 70.0 ve % 23.3 olarak bulunmustur [Tablo 4.4.].

De-Andrade ve arkadaslarinin ¢alismasinda [192] calismamiza benzer sekilde
€3 aleli kontrol grubunda , €4 aleli ise hasta grubunda anlamli dizeyde yuksek
¢cikmistir [ Tablo 5.1.].

Brezilya populasyonunda gergeklestiriimis c¢alismada [193] calismamiz ile
uyumlu sekilde €3 alel frekansinin kontrol grubunda, €4 alel frekansinin ise

hasta grubunda anlamli diuzeyde yuksek oldugu belirlenmistir [ Tablo 5.1.].
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Clarimon ve arkadaslari tarafindan gercgeklestiriien ¢alismada €4 alel frekansi
Alzheimer hasta grubunda (% 30) kontrol grubuna goére (% 8) anlamli duzeyde
yuksek bulunmustur [200] [ Tablo 5.1.].

Thang ve arkadasglari tarafindan 2004 yilinda gergeklestirilen ¢calismada €4 aleli
hasta grubunda (% 28.6) kontrol grubuna goére (% 14.2) anlamh duizeyde
yuksek bulunmustur [201] [ Tablo 5.1.].

2005 yilinda gerceklestirilen bir diger gcalismada kontrol ve hasta gruplarinda €2/
€2 ve €4/¢4 genotiplerine rastlanilmamis genotip ve alel frekanslari agisindan

kontrol ve hasta gruplari arasinda fark bildirilememigstir [202] [ Tablo 5.1.].

isbir ve arkadaglarinin galismasinda alel frekanslari kontrol grubunda €2 (%
1.7), €3 (% 96.5) ve €4 (% 1.7) , hasta grubunda ise €2 (% 4.2), €3 (% 83.2) ve
€4 (% 11.4) olarak bildirilmistir [194]. Calismamiz bu ¢alisma sonucu elde edilen

alel frekanslari ile tam paralellik géstermektedir [Tablo 5.1.].

Yokes ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen calismada €2, €3 ve €4 alel
frekanslari kontrol grubunda sirasiyla % 6.3 , % 85.4 ve % 8.3, hasta grubunda
ise % 3.7, % 81.6 ve % 14.7 olarak bildirilmistir [195]. S6z konusu c¢alismada
€2 alel frekansi c¢alismamizdan farkli olarak kontrol grubunda yuksek
bulunmustur, €4 alel frekansi ise calisamiza paralel sekilde hasta grubunda

anlamli duzeyde yuksek olarak bildirilmistir [Tablo 5.1.].

Turkiye’de 56 kontrol ve 62 hasta ile gerceklestirilen galismada €4 aleli hasta
grubunda (% 21.0), kontrol grubuna gére anlamli dizeyde yuksek bulunmustur
[203]. Bu galismanin sonuglari bizim sonuglarimiz ile uyum gostermektedir [
Tablo 5.1.].

Rassas ve arkadaslari gercgeklestirdikleri ¢alismada alel frekanslari hasta
grubunda €2 (% 5.0), €3 (% 63.5) ve €4 (% 31.65) , kontrol grubunda ise €2 (%
5.6), €3 (% 81.65) ve €4 (% 12.65) olarak bildiriimigtir [198] [Tablo 5.1.].

B.V.P.De-Almada ve arkadaslarinin c¢alismasi kapsaminda [196] €3 alel
frekansi kontrol grubunda, €4 alel frekansi ise hasta grubunda anlamli dizeyde
yuksek bulunurken, €2 aleli igin gruplar arasinda anlamh dizeyde farklihk
go6rulememigstir. Calismamiz sonucunda elde ettigimiz sonuclar, bu ¢alismanin

sonuglari ile paralellik gostermektedir [Tablo 5.1.].
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Cin populasyonu temelinde Zhou ve arkadaslari tarafindan gercgeklestirilen
calismada [194] €4 alel frekansinin hasta grubunda anlamli dizeyde ylUksek
oldugu belirtilmistir. Bu ¢alisma €4 alel frekans verileri agisindan ¢alismamizla

uyum gostermektedir [Tablo 5.1.].

Turkiye’de gerceklestirilen bir baska calismada €2, €3 ve €4 alel frekanslari
sirasiyla kontrol grubunda; % 0.8, % 96.7 ve % 2.5, hasta grubunda; % 4.7 ,%
77.4 ve %17.8 olarak bulunmustur [199]. Bu calisma €3 alelinin kontrol, €4
alelinin ise hasta grubunda anlamli dlizeyde ylksek bulunmasi ile galismamizla
paralellik gdstermektedir; ancak calismamizdan farkli olarak €2 aleli hasta

grubunda kontrol grubundan anlamli duzeyde yuksek bulunmustur [Tablo 5.1.].

Gec¢ baslangich AH, multifaktoriyeldir, bu nedenle ortaya c¢ikisi genetik ve
genetik olmayan faktorler tarafindan desteklenir. GBAH igin kabul edilen risk
faktorlerinin basinda APOE ¢4 tasiyicihigl ve ailede demans dykusundn varhigi
gelmektedir [199]. Calismamizda yapilan pek c¢ok calismada oldugu gibi
[192,193,194,195,196,197,198,199,200,201,202,203] €4 aleli ile AH arasinda
gugla bir iligki oldugu ortaya konmustur [ Tablo 4.5.]. Bunun yani sira ailesinde
demans hikayesi olan AH bireylerin olusturdugu grupta belirlenen APOE €4 alel
frekansi, ailesinde demans hikayesi bulunmayan hastalarimiza gore anlaml
duzeyde yuksek bulunmustur [Tablo 4.6.]. Bu sonug APOE ¢4 aleli tasiyiciligi ile
ailesinde demans hikayesinin bulunmasi etkenlerinin birlikte bulunmasinin AH

gelisim riskini artirabildigi gérisunu desteklemektedir.

Bununla birlikte AH ve APOE polimorfizmleri arasindaki iliski calismalar ve
populasyonlar bazinda farklilik gostermektedir. Tablo 5.1.’"de APOE €2, €3 ve €4
polimorfizmlerine iligkin farkll c¢alismalarda elde edilen genotip ve alel

frekanslari verilmistir.

APOE polimorfizmleri AH patogenezinin olusum ve ilerleme slrecinde énemli
rol oynamaktadir. €4 alelinin kalitiminin AH riskini artirdigina, €3’Un ise ndtral
etki gosterdigine dair kanitlar mevcuttur [196] , €2 alelinin kalitiminin ise AH
riskini azaltarak koruyucu etki gosterdigi dustintlmektedir [199] bununla birlikte
bu koruyuculuk her populasyonda gosterilememistir [196,204,205]. Cesitli
hipotezler Apo-E’'nin amiloid plak birikimi ve norofibriler yumak olusumunu

etkileyen yolaklarda iglev gordugunu ileri surmektedir [199,206]; ancak
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mekanizmalar henliz tam olarak aydinlatiimis degildir. Calismamiz da literatur
ile uyumlu olarak AH gelisiminde €4 alelinin 6nemini gosterir niteliktedir. Ayrica
calismamiz kapsaminda ailesinde demans OykusU olan hastalarda €4 alel
frekansinin anlamli dizeyde yuksek bulunmasi, hastaligin kalitsal temelinin g6z
ardl edilemeyecegini ve hastaliga yatkinlikta kuvvetli bir belirleyici olarak

kullanilabilecegini desteklemektedir [197].

Calismamizda €2 alelinin dagihmi agisindan kontrol ve hasta grubu arasinda
anlamh  bir fark bulunamamigtir. Bu sonug¢ literatirdeki bazi verileri
desteklemektedir [196,204,205]. Ancak €2 alelinin koruyucu bir faktér olarak
bildirildigi calismalar da literatirde mevcuttur [199]. Calismamizda gortlen
farkin muhtemel sebeplerinden biri €2 alel frekansinin hasta grubumuzda
literatlre gore yuksek, kontrol grubunda ise literatirle kiyaslandiginda dusuk
olmasidir. Bu durum iki grup arasindaki farkin anlamh gérilmemesinin nedeni
olabilir, bir diger yaklasim ise ¢alisma grubumuzda €2 alelinin AH igin koruyucu

bir niteliginin olmadig! yonundedir.

Calisma sonuglarimiza gére APOE €4 aleli tasiyiciligi ile AH arasinda kuvvetli
iliski oldugu gosterilmistir [Tablo 4.3.]. PSEN1 geni kodlanan bdlgelerin DNA
dizi analizi sonucunda, yalnizca intron 8 bodlgesinde rs165932 (G/T)
polimorfizmine rastlanmigtir; ancak rs165932 (G/T) polimorfizmi ile AH arasinda
herhangi bir iliski bulunamamigtir. Calisma grubumuzda PSEN7T genotipleri
dagihmi ve €4 aleli tasiyiciligi birlikte degerlendirildiginde anlamh bir farklihk

bulunamamigtir [Tablo 4.5.].
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Tablo 5.2. Tum yayinlanan iliski ¢alismalarinda PSEN1 alel ve genotip
dagiliminin  ozeti (etnik grup temelinde). 207 numarali kaynaktan
degistirilerek alinmigtir. [207]

TUM YAYINLANAN ILISKi CALISMALARININ ALEL VE GENOTIP
DAGILIMININ OZETi (ETNIK GRUP TEMELINDE)

Aleller Genotipler
# Durum G-Aleli T-Aleli GIG GIT TIT
Kontrol (2) 1) (frekans) (frekans) (frekans)
Ornekleri (frekans) (frekans)
Kafkas 26 AH 0.44 0.56 1081 2760 1775
Kontrol 0.45 0.56 (0.192) (0.491) (0.316)
986 2647 1555
(0.190) (0.510) (0.300)
Afrika 1 AH 0.21 0.79 2(0.069) 8(0.276) 19
Kokenli Kontrol 0.20 0.80 3(0.060) 14 (0.655)
(0.280) 33
(0.660)
Asya 11 AH 0.33 0.67 145 688 633
Kontrol 0.39 0.61 (0.099) (0.469) (0.432)
286 957 706
(0.147) (0.491) (0.362)
Diger/ 6 AH 0.39 0.61 147 532 386
Karigik Kontrol 0.39 0.62 (0.138) (0.500) (0.362)
111 427 304
(0.132) (0.507) (0.361)
TOTAL 44 AH 0.41 0.59 1375 3988 2813
Kontrol 0.43 0.58 (0.168) (0.488) (0.344)
1386 4045 2598

(0.173)  (0.504)  (0.324)
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Tablo 5.3. PSEN1 AlzGene meta-analiz verileri. [207]

AlzGene meta-analysis for PSEN1 (rs165932): G vs. T

OR %o P

All atudies 0.53 [0.87,1.01] 56
All exel initial 0.04 [0.871.0Z] 56
All excl HWE viclations 0.54 [0.86,1.02] 60
Caucasian studies 0.5T7 [0.90,1.05] 41
Caueazian exel initial 0.09 [0.921.08] 30
Caucasian excl HWE violatione 0.8 [0.90,1.07] 47
Aslan studies 0.B2 [067,1.01] 71
Study spacific ORs
Giedraitis. 2009 [C] 144 [1.01.2.09] .
Dursun, 2008 [O] # 0.BZ [0.55,1.23 A E—
Wartinez-Garcia, 2008 [ 1.11 [0.953,1.32) ——
Corder, 2008 [C]1 1 - -
Belbin, 2008 [C) 0.79 [054,0.98] —a—
LL 2008 [C| 111 [0.85,1.300 ——
Redriguez, 2007 [C] 1.53 [D.99 2.3E] »
Pandey, 2007 [O0]1 = =
Jia, 200G [A] .53 [0.44 084 —a—
Chandak, 2002 [Q] 1.18 [0.86,2.12)
Yamada, 2002 &) 0.07 [064,1.47] —
Dermnaut, 2001 [C) .86 [087,1.11] —a—
Coui, 2000 [A) 0.61 [0.29,0.485
Kim, 2000 [4) 1.00° [0.70,1.44] ——
Rodrguez, 2000 [C] 0.50 [0821.29 —_——
Pepasactropouos, 2000 {1 [C|t - -
Combamos, 1999 [C] & 0BT [0731.28] R
van Duin, 19499 [C] 0.70 [0.481.03 —_—
Bagli, 1994 [C] 1.07 [0.78,1.52] ———
Tillay, 1899 [Z] 0.78 [0.53,1.08] — =
Yasuda, 1999 [A) 1.00 [0.78,1.32 —
W, 1999 [A) 0.64 [0.53.1.34] »
Sracchi, 1999 [C] 1.12 [0.75,1.685] —_
Lian, 19490 [0 1.18 [D.58,2.51]
Taddel, 1998 [C] # 0.2 [073.1.719] ——
Wang, 1926 [C] 0BT [0.09,1.09] e
Kowalska, 1988 [C)] 1.1% [0.85,1.96] .
Hu, 1998 [A] 1.13 [D.B& 1.37] *
Akdudo, 1987 [C1T - -
Helisalmi, 1957 [C] 1.04  [0.74,1.48] —_———
Spdayama, 1987 [A] 1.06 [0.59,1.98] e
Yamada, 1997 4] T = =
dingleton, 1397 [C] # .67 [0.80,1.27] S S e—
Korovaitsava, 1987 [C] 0. [062,1.33 ———
Brookes. 1937 [C) 1.35 [0.91,2.000 —_
Lendon, 1587 [C] 1.0T [0.75,1.53 i d
Ezquerra, 1957 [C] 0.B3 [060,1.13 .
Scofl, 1897 [O) 0.0 [0.74,1.08] ——
Mishikwakl, 1997 [A] 1.09 [0.79,1.48] -
Cai, 1937 [O] 1.10 [0.80,1.51] —_—
Tysoe, 1987 [C] 1.12 [0.87,1.43 —_—
SO, 1997 [&] 1.10 [0.71.1.659] .
|soe, 1998 [A] .69 [0461.04] —_—
Kehae, 1996 (|1} [C] 0.B0O [0.56,1.15] — -
Perez-Tur, 1996 [C] 1.13 [D.78,1.68] .
Higuchi, 1296 [A] 0.66 [0.46,0.96] - T
Wragg 1936, USA[D| - 1.04 [D.46,2.37]
Wragg, 1896, USA & Eurcpe |C]+ 0.66 [0.50,0.88] ——
I I L T T T T 1
0.3 04 06 0d 10 15 g 25
=Initial siudy T Mo data provided, or data noteigible forinclusion T Overlap % HWE vickadon In conrols (P = 0.05)

Adsian  C Caucesian D Afrcan-descent D Other/Mixed
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Literatur bilgileri ve ¢alisma sonuglarimiz birlikte degerlendirildiginde APOE ve
rs165932 (G/T) polimorfizmleri agisindan pek ¢ok farkli sonug¢ oldugu
goérulmektedir [Tablo 5.1., Tablo 5.2. ve Tablo 5.3]. Sonuglarin gesitlilik
g6stermesinin ¢alisma gruplarinin farkli etnik kdkenden olugsmasi, farkli sayi ve
nitelikte (klinik ya da otopsi ile tanilama) hasta gruplarinin kullaniimasindan
kaynaklandigi dusunulebilir. Hasta grubunda PSEN1 geni kodlayici bolgelerinde
mutasyona rastlanilamamigtir. Alzheimer Hastaligi gibi kompleks multifaktoriyel
hastaliklarda hastaligin olusumunda ve gelisiminde etkisi olan pek ¢ok farkl
gen ve polimorfizmin bir arada etkilesim gostererek cevre ile birlikte slrece

katildig1 dugsunuldigunde bu sonug olasi gorulmektedir.

Calisma sonugclarinin, Alzheimer tanisi alan bireylerde hastaligin seyri ve
ailelerinde yatkinlik agisindan bilgilendirici olacadi dusinitlmektedir. Ayrica
yapilan literatlir taramasinda Ulkemizde bu hasta grubunda PSENT geni
mutasyon taramasina yonelik galismalarin ¢ok sinirli oldugu, APOE alel ve
genotip frekanslarinin ise g¢aligmalar bazinda farklihk gosterdigi gorulmustar.
Calismamiz, Ulkemizde GBAH olgularinda PSEN1 geni mutasyon taramasinin
gerceklestiriimis olmasi ve bu sonuclarin APOE alel ve genotipleri dagihimlari ile

birlikte degerlendiriimesi agisindan 6nem tasimaktadir.

Bu baglamda, bu tez ¢alismasinda elde ettigimiz verilerin daha genis hasta ve
kontrol gruplari kullanilarak, daha ¢ok sayida aday gen ve polimorfizmin birlikte

degerlendirilerek arastiriimasi gerektigi kanisindayiz.
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