T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOTEKNOLOJI ANABILIM DALI

MOLEKULER BiYOTEKNOLOJI YUKSEK LiSANS PROGRAMI

ALZHEIMER TiPi DEMANS ILE BDNF (BEYIN
KAYNAKLI NOROTROFIK FAKTOR) GENINI
DUZENLEYEN MiKRORNA POLIMORFIZMLERI
ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

AYTEN TUNA

YUKSEK LiSANS TEZIi

DANISMAN

Dog. Dr. Seda ORENAY BOYACIOGLU

AYDIN-2023



KABUL VE ONAY

T.C. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler
Biyoteknoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Programi ¢ercevesinde Ayten TUNA tarafindan
hazirlanan “Alzheimer Tipi Demans ile BDNF (Beyin Kaynakli Norotrofik Faktér) Genini
Diizenleyen mikroRNA Polimorfizmleri Arasindaki Iliskinin Arastirilmasi” baslikli tez,

asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 07 / 08 / 2023

Uye (T.D.) : Dog. Dr. Seda ORENAY Aydin Adnan Menderes
BOYACIOGLU Universitesi

Uye : Prof. Dr. Elif Funda Erciyes Universitesi
SENER

Uye : Dr. Ogr. Uyesi Yasan Bilge ~ Aydin Adnan Menderes
SAIR Universitesi

ONAY:

Bu tez Aydin Adnan Menderes Universitesi Lisansiisti Egitim-Ogretim ve Sinav
Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun goriilmiis ve Saghk
Bilimleri Enstitiistiniin ..., tarth ve ...l sayil

oturumunda alinan numaral1 Yonetim Kurulu karartyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Sileyman AYPAK
Enstiti Muduru V.



TESEKKUR

Yiiksek Lisans tez ¢calismamda bana yol gosterici olan, ilgi, yardim ve hosgoriisiinii
esirgemeyen, her zaman &grencisi olmaktan gurur duydugum degerli danismanim Dog. Dr.
Seda ORENAY BOYACIOGLU’na sonsuz tesekkiir ederim. Ayrica ogrencilerine
laboratuvarini agan ve destegini esirgemeyen Molekiler Biyoteknoloji Anabilim Dal1 6gretim
iiyelerinden Dog. Dr. Olcay BOYACIOGLU’na tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Calisma

orneklerinin toplanmasinda yardimei olan Uzm. Dr. Ayse DONDU’ye tesekkiir ederim.

Ogrenim hayatim boyunca maddi ve manevi olarak beni destekleyen ve hep yanimda

olan aileme tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

KABUL VE ONAYY bbbt e e nne s I
TESEKKUR ..ottt sttt s sttt sttt Ii
ICINDEKILER ...ttt sttt i
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......cccoooiiiiiieiiceiee s Vi
SEKILLER DIZINI .....coiiiiiieiiececee ettt sttt an s e X
RESIMLER DIZINT .....oooiiiiiiiiiiiiit s Xi
TABLOLAR DIZINI.....ooiiiiiiiiiiiiiiicsessss s Xii
O ZE T s XIII
ABSTRACT Lt b e s XV
L GIRIS ottt bbbt 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 3
2.1 DEMANS ... 3
2.2. AlZNeimEr TIPi DEIMANS. ........oiiiiiiiiieieee bbbt se bbb 5
2.3. Alzheimer Tipi Demansin Epidemiyolojisi.......ccccooviirieiiiiiiieniiiiesec e 7
2.4. Alzheimer Tipi Demansin Patofizyolojisi........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiicccc e 7
2.4.1. AMIlOid Beta HIPOEZI.......ccviiuieiieeie ettt 8
2.4.2. TaU Protein HIPOTEZI.....c..oiuiiiieiiiiiiieiie ettt 9
2.5. Alzheimer Tipi Demansin EtiyOlojiSi.......cccoiiiiiiiiiiiiiiienee e 12
2.6. Etiyolojisinden Sonra Alzheimer Tipi Demanst Degerlendirme...........cccoceviiiiiininnnnn 13
2.7. Alzheimer Tipi Demansin GeNEtiZi.......ccocvueriririiiiiiiiiiieiieie e 14
2.8. Alzheimer Tipi Demansta Norogoruntiileme ve Biyobelirtegler ..., 17
2.9. Alzheimer Tipi Demansin TedaViSi.......ccouiiirieriiiiiieriiiiesee e 19
2.10. Beyin Kaynaklt NOrotrofik FaKtor .........cccoviiiiiiiiiiiicce e 26
2.11. BDNF Gen Yapisi ve TransKriptler.........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiisess s 27



2.12. BDNF’nin Merkezi Sinir Sistemindeki RO .......oviiiiiieeeeee e 29

2.13. BDNF'nin Alzheimer Tipi Demansta NOroprotektif ROIU ...........ccocveviiiiiiiiiiiie 30
2.14. MiKIORNA (MIRNA) ..ot 32
2.14.1. MIRNA BIYOQENEZI ....veivieiieiieitieete et e ste ettt ste e ste et esbeaaesraestaennesraenneaneesneees 32
2.14.2. MiRNA’nin mRNA Hedeflerini DUzenlemesi..........cccovciiiiiiiiiniiiicnccc e 34
2.14.3. Norodejeneratif Bozukluklarda miRNA’IAr ... 35
2.14.4. BDNF’yi Diizenleyen miRNA’larin AD’deki Etkileri..........coccvviiiiiiniiinniiieiiie 36
3. GEREG VE YONTEM....oiiiiiiiiieiiietsiste ettt 37
3.1, CalISMA GOIECIETT ..vviiueiiiiii ettt sttt e et e et e e e teenaee e 37
3.1.1. Kullantlan CIRazIar.........c.cooviiiiiieiieie et 37
3.1.2. Kullantlan Yazilimlar .......cccoooiiiiiiiei e 37
3.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler...........cocvoiiiiiiiiieiieiecse e 38
3.1.4. Kullanilan Kimyasallar...........cccocveiiiiiiiiiiiiee s 38
3. 1.5, Kullantlan KItIT ......cuei i ettt 39
3.1.6. Kullanilan Cozeltilerin HazZirlaniSi.........oovvveiiiiiiiiie i 39
3.2. Deneysel Calisma TaSAITMT ........cieiuiiiiieieeiie et 40
3.2.1. Arastirmanin Orneklem BUyTKITST .......ccveveviiivivereiiiicce e 41
3.2.2. Kontrol ve Hasta Grubunun Klinik Degerlendirme OlgekIeri.............covevivirririirererannn 41
3.2.3. Kontrol ve Hasta Gruplarimnin Olugturulmast ........c.ccoveveriniiiiniiniiiiceeeesc e 41
3.2.3.1. Olgularin Caligmaya Dahil Edilme Kriterleri............ccooiiiiiiniiiiiic e 41
3.2.3.2. Olgularin Calismaya Dahil Edilmeme Kriterleri.........cccocoiiiiiiiiiiiiie e 42
3.2.4. Alzheimer Tipi Demansta BDNF iliskili miRNA’larm Segilmesi........ccccoevevevevevernnnn 43
3.2.5. Genotipleme icin miIRNA Polimorfizmlerinin SECIHMESI........cccocevviiiiiiiie e 43
3.2.6. miRNA Polimorfizmleri igin SNPType Assay Yontemine Uygun Primer Tasarimu..... 44
TN TR O 1 11353 T B 0 1173 1 1 SO SPR 46
3.3.1. Periferik Kandan Genomik DNA IZ0laSyOnUe...........ccccoeueverivriiiirerereiisseseiessssseeesesenans 46



3.3.2. SNP Genotipleme Testi: SNPTYPE ASSAY ....c.eiuriieiiriiesieeie e sieenie e sieeie e see e snee e 48
3.3.3. SNPType Assay Flex Six Chip Protokoll...........cccceieiiiiiiniiiiiiceeee e 49

3.3.3.1. 10X SNPType Spesific Target Amplifikasyon (STA) Primer Havuzunun Hazirlanmasi

.................................................................................................................................................. 49
3.3.3.2. Spesifik Target Amplifikasyon (STA) Adimi......ccooovviiiiiiiiiii 51
3.3.3.2.1. SNPType Primer Karigiminin Hazirlanmasi...........c.ccoeoiiiiiiiiiniinicc e 54
3.3.3.2.2. 10X Assay Karisiminin Hazirlanmast ........cccoocvvveiiiieiiiiniiii e 54
3.3.3.2.3. Ornekler i¢in Mix Hazirlanmas! .........cccveveveveeeveieieieeeee ettt seessesesesenens 55
3.3.3.3. IFC Controllerda Genotyping Flex-Six Chip’ in Prime Adimi .........cccooevirvninnnnnne. 56
3.3.3.3.1. Genotyping Flex-Six Chip’e Pipetlemelerin Yapilmasi .........ccocevverereicncnnnnnnnn. 58
3.3.3.4. IFC Controller da Genotyping Flex-Six Chip’ in Load Adimi........ccccceeeviieninnnnnnne. 58

3.3.3.5. Genotyping Flex-Six Chip’ in BioMark’ da Real-Time PCR Yontemi ile Genotip

ANALIZE oo 59
3.3.4. AD ve BDNF {liskili miRNA Genlerine Ait SNP’lerin Data AnaliZi..............ccoevvne... 61
3.4. Istatistiksel ve Analitik Olarak Calismanin Degerlendirilmesi ..............ccocovevevrvrvccuennan. 61
4. BULGULAR ..ot bbbttt e b 62
S.TARTISMA ..ottt b et b et b et et b e 65
6. SONUGC VE ONERILER .......cocueiieiiiiieiececet ettt 71
KAYNAKLAR L.ttt bbbt n e n bbb 72
EK-1 (ADU-GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU).....79
BILIMSEL ETIK BEYANI ..ottt 80
OZ GECMIS ..ottt bbbttt s et sas 81



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

T, - Erime Sicakligi

3'UTR : 3' Untranslated Region; 3' Cevrilmeyen Bolgeler

ABCA7 : ATP Baglayici Kaset Alt Aile A Uyesi 7

Ac-CoA : Asetil Koenzim A

ACh : Asetilkolin

AchE : Asetilkolinesteraz

AD . Alzheimer Tipi Demans; Alzheimer Hastalig1

ADNP . Activity-Dependent  Neuroprotective  Protein;  Aktiviteye

Noroprotektif Protein

Ago : Argonat

ALS : Amyotrofik Lateral Skleroz
aMCl : Amnestik Hafif Biligssel Bozukluk
ApoE : Apolipoprotein E

APP : Amiloid Oncii Protein

Arg - Arginin

Asn : Asparajin

ASP . Allel Spesifik Primer

Asp - Aspartik Asit

AP : Amiloid-Beta Proteini

BBB : Kan-Beyin Bariyeri

BDNF : Beyin Kaynakli1 Norotrofik Faktor
BOS : Beyin Omurilik S1visi

CAA - Serebral Amiloid Anyiyopati

Bagimh

Vi



CDC

ChAT
CJD
CNS
CNV
CREB
CSF
DSM-V
dsRNA
ExXAC
FAD
FDG-PET
fMRI
FOXO3A
G/IC
GLO1
GWAS
HADO
HDDO
His
HRT
IDE
IFC
IL-1

In/dels

. Centers for Disease Control and Prevention: Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi

: Kolin Asetiltransferaz

: Creutzfeldt-Jakob Hastalig1

: Merkezi Sinir Sistemi

: Copy Number Variation; Kopya Sayis1 Varyantlari

: CAMP Response Element-Binding Protein

: Serebrospinal S1vi (BOS)

: Psikiyatrik Hastaliklarin Teshis ve Istatistiksel Bilgileri
: Cift Zincirli RNA

: The Exome Aggregation Consortium; Exome Birlestirme Konsorsiyumu
. Ailesel Alzheimer Hastaligi

: Florodeoksiglukoz Pozitron Emisyon Tomografisi

: Fonksiyonel Manyetik Rezonans Goruntiileme

: Forkhead Box O-3

> Guanin/Sitozin Orani

: Glioksalaz-1

: Genome-Wide Association Studies;Genom Capinda Iliskilendirme Calismalari
: Hamilton Anksiyete Degerlendirme Olgegi

: Hamilton Depresyon Olgegi

> Histidin

: Hormon Replasman Tedavisi

- Insulin-Degrading Enzyme; Insiilin Pargalayict Enzim

- Integrated Fluidic Circuit; Entegre Akiskan Devre

. Interlékin-1

: Insersiyon/delesyon

Vii



LSP
LTP
MAPT
MCI
MG
miRNA
MMSE
MPTP
MRG
NFT
NGF
NGFR
NIA-AA
NMDA
NSAID
NT
NTRK
PCR
PD
PET
PHF
PI3K
PiB
PLC-y
PSEN

P-tau

: Lokus Spesifik Primer

: Uzun Sireli Guglenme

: Mikrotiibiille iliskili Protein Tau
: Mild Cognitive Impairment; Hafif Bilissel Bozukluk
: Metilglioksal

: Mikro RNA

: Mini-Mental Durum Muayenesi

: Metil Fenil Tetrahidropiridin Nérotoksin

: Manyetik Rezonans Gorlntuleme

: Norofibriler Yumaklar

: Nerve Growth Factor; Sinir Blyume Faktori

: Sinir Bluyume Faktori Reseptori

: Ulusal Yaglanma Enstitiisii-Alzheimer Dernegi
: N-Metil-D-Aspartat

: Steroid Olmayan Anti-Inflamatuar ilag

: Norotrofinler

: Norotrofin Tirozin Reseptor Kinazlar

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Parkinson Hastalig1

: Pozitron Emisyon Tomografi

. Eslestirilmis Sarmal Filamentler

. Fosfatidilinositol 3-Kinaz

- Pittsburgh Bilesik-B

: Fosfolipaz C-Gama

: Presenilin

: Fosforile Tau Protein

viii



RISC
ROS

rs

RSV
RT-PCR
SAD
SCI
SCID-I
SCID-II
SIRT1
SiRNA
SNP
SNpc

SNPType

SOD2
SORL1
STA
TNF
TREM2
TrkB
WES
WGS
WHO
WT

Y-BOKO

- RNA Kaynakli Susturma Kompleksi

: Reaktif Oksijen Ttrleri

: Referans Sekans

: Resvaratrol

: Real-Time PCR

: Sporadik Alzheimer Hastalig1

- Subjective Cognitive Impairment; Subjektif Bilissel Bozukluk
: DSM-1V Eksen | Bozukluklari i¢in Yapilandirilmis Klinik Goriisme
: DSM-11I-R Kisilik Envanteri

- Sirtuin 1; Sirtuin Ailesine Ait Protein

: Small Interfering RNA; Kiicik Engelleyici RNA

: Single Nucleotide Polymorphism; Tek Nikleotid Polimorfizmi
: Substantia Nigra Pars Compacta

: Single Nucleotide Polymorphism Typing; Tek Nukleotid Polimorfizmi

Tipleme

: Superoksit Dismutaz 2

: Sortilin ile Iliskili Reseptor 1

- Spesific Target Amplifikasyon

: TUmor Nekroz Faktori

: Myeloid Hcrelerde Eksprese Edilen Tetikleyici Reseptor 2
: Tropomiyozinle Iliskili Kinaz Reseptorii-B
: Tim Ekzom Dizilimi

: Tim Genom Dizilimi

: Diinya Saglik Orgiitii

> Yabanil Tip

: Yale Brown Obsesif Kompulsif Bozukluk Olgegi



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
birikimi
Sekil 5.
Sekil 6.
olusumu

Sekil 7.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.

SEKILLER DiZINI

Demansin norodejeneratif ya da non-nérodejeneratif birgok nedene ayrimi.......... 4
Cesitli demans nedenleri ve iliskili noropatolojik 6zellikleri ..........cccvcvviiiiviiiinnns 5
Alzheimer tipi demansta erken etkilenen beyin bolimleri ... 6

AD' de amiloid plaklarin hiicre dis1 agregasyonu ve tau proteinlerinin hiicre i¢i

.................................................................................................................................... 8
Alzheimer tipi demansta amiloid oligomerlerinin ekstraselltler birikimi ............... 9
Tau proteinlerinin birikimi ve Alzheimer tipi demansta ndrofibriler yumaklarin

.................................................................................................................................. 10

.................................................................................................................................. 11
AD’ye neden olan bazi molekiiler yollar .............ccoocooiiiiiiiiiinie 13
AD’de rol oynadig1 bilinen genlere genel bir bakis. ........cccccceeviiiiiiiiiiieniiee 15
Saglikl1 bir birey ile Alzheimer tipi demansa sahip hastanin nérogoriintiileri..... 18
AD’nin nedenleri ve tedavi basamaklarinda hedeflenen yollar...............cccceeee. 21
Kolinesteraz inhibitorleri asetilkolinesteraz enzimini engeller.............ccccceevne. 24
BDNF 8N YaPISI....viiiiiiiiiiiii i 27
AD ile ilgili BDNF'nin aracilik ettigi molekiiler mekanizmalar. ................c.oo. 31
RNA interferans; miRNA ve SIRNA BiYOGENEZI ........cccovviiiveiieieie e 33



Resim 1.
Resim 2.
Resim 3.
Resim 4.
Resim 5.
Resim 6.
Resim 7.
Resim 8.

Resim 9.

RESIMLER DIiZiNi

Minisantrifuj ve ISOLAB Laborgerate Vorteks Cihazi.........ccocceoeiiiiiciinnnnnnn 47
Eppendorf Centrifuge 5702-Santrifiij Cihazi.........cccccoevvvivereiiieieece e 47
PhileKorea Heating Block Shaker-Calkalamali ISItICL. .....c.ccvevvevieieeiieiiesieens 47
Thermo Scientific NanoDrop 1000 Spektrofotometre............ccooveveveeiecvieseenne. 48
Nive LN 120 Klas Il Biyoguvenlik Kabini..........cccooiiiiiiiiiicicce 50
PhileKorea Multi Shaker-Well Plate/Piko Plate Karistirict. .........ccooevevvivennnnnnns 52
EcoMate 2500 rpm Plate Santriflijl........c.ccceveiieieeiiiic e 52
Piko plateler BIOER Gene-Pro Thermal Cycle cihazina yerlestirilmis............... 53
96x96 Dynamic Array; Genotyping Flex-Six Chip. .......cccovvviiiiiiniiicicne 57

Resim 10. Fluidigm IFC Controller (Integrated Fluidic Circuit; Entegre Akiskan Devre). .57

Resim 11. Fluidigm IFC Controller’de Flex-Six Chip’in mix ve assaylarin reaksiyon

kanallarina yUKIENMESI. ......c.oiuiiiiiiiiieiee et 58
Resim 12. BioMark HD Real-Time PCR cihazina Genotyping Flex-Six Chip’ in yiiklenmesi

Xi



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.
Tablo 10.
Tablo 11.

TABLOLAR DIiZiNi

Miikemmel bir AD ilact igin belirli kriterler. .........coccoviiiiiiiiiiiii 22
Proteinaz K i¢in gerekli bilesenler.........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiie e 39
Wash Buffer W1 i¢in gerekli bilesenler. .........ccoocvviiiiiiiiiiiiiiiiie e 40
Wash Buffer W2 i¢in gerekli bilesenler. .........ccooceviiiiiiiiiiiiiiie e 40
SNP’ ler i¢in Real-Time PCR Primer Dizilerinin Sentezlenmesi. ............c......... 45
STA primer havuzu i¢in gerekli bilesenler............ccccovviiiiiiiiiici 50
STA karisimi igin gerekli bilesenler. ..........cocovoiiiiiiiiiiiiiic e 51
SNPtype Primer karigimi i¢in gerekli bilesenler. ...........cccooveiiiiiiiiiiiiciiece 54
10X Assay karigimi i¢in gerekli bilesenler. ........ccoovvieeiiiiiiiiieneee e, 55
Ornek Mixi igin gerekli BileSEnIer. .......covevivivveevereiireeceeieeeee e 56
BioMark HD’ de SNPtype Flex-Six icin Real-Time PCR termal dénguleri....... 60

Tablo 12. Alzheimer tipi demans ve kontrol grubunun miRNA genotip dagiliminin

KATSTIASHITTIMAST. ..o ane e 64

Tablo 13. Alzheimer tipi demans ve kontrol grubunun miRNA allel frekans dagiliminin

N R T A w1 10 0T 1) R RSP RTPRPIN 65

xii



OZET

ALZHEIMER TiPI DEMANS iLE BDNF (BEYIN KAYNAKLI NOROTROFiK
FAKTOR) GENINI DUZENLEYEN MIKRORNA POLIMORFiZMLERI
ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Tuna A. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekuler
Biyoteknoloji Programi, YUksek Lisans Tezi, Aydin, 2023.

Amag: Alzheimer tipi demans, ndéron kaybi ve defektleriyle iliskili bir ndrodejeneratif
hastaliktir. BDNF (Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor), noronlarin hayatta kalmasit ve
fonksiyonu i¢in 6nemlidir ve Alzheimer dahil ndrodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilmistir.
MikroRNA'lar (miRNA'lar), BDNF genide dahil gen ekspresyonunun diizenlenmesinde hayati
bir rol oynayan kiiciik, kodlayict olmayan RNA molekiilleridir. Biriken veriler, BDNF
sentezinin miRNA'lardan etkilenebilecegini, aslinda BDNF ve miRNA'lar arasinda diizenleyici
bir negatif geri besleme dongiisii oldugunu gostermektedir. Bu agidan arasgtirmamizda,
Alzheimer tipi demans hastalarinda BDNF genini diizenleyen miRNA polimorfizmlerinin

arastirilmasi amaglanmaktadir.

Gereg ve Yontem: Calismaya Aydin Devlet Hastanesi Psikiyatri poliklinigine bagvuran 70
Alzheimer Tipi Demans hastasi ile yine Psikiyatri poliklinigine bagvuran ve Alzheimer tipi
Demans ile bagska ndrodejeneratif hastaligi bulunmayan ayni yas grubunda 70 saglikli birey
dahil edildi. Calismada, Entegre Akiskan Devre (IFC) tabanli bir BioMark teknolojisi
kullanilarak nanolitre hacimlerinde reaktiflerle genotipleme yapildi. Fluidigm tarafindan
gelistirilen SNPType Paneli, hasta ve kontrol grubumuzun DNA o6rnekleri tizerinde 5 iliskili

miRNA bolgesini incelemek i¢in kullanildu.

Bulgular: Alzheimer tipi demans ve kontrol gruplar1 arasinda cinsiyet ve yas bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Alzheimer tipi demans grubu ile kontrol
grubunun karsilagtiritlmasi sonucu miR-206, miR-30e, miR-26b polimorfizmlerinin genotip
dagiliminda ve miR-30e ve miR-206 polimorfizmlerinin allel frekanslarinda istatistiksel olarak

anlaml farkliliklar goriildii (p <0,05).
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Sonug: Arastirmamizin potansiyel sonuglari, Alzheimer tipi demansin mekanizmalarini
anlamaya yonelik bilgi saglayabilir ve miRNA polimorfizmlerini biyobelirte¢ olarak kullanarak
Alzheimer predispoziyonu belirleme ve demans alt tiplerini ayirt etme konusunda katkida
bulunabilir. Ayrica, miRNA'lar ve BDNF arasindaki iligskinin terapotik etkilerini aragtirarak
Alzheimer hastaligina profilaktik etkili hedefli tedaviler gelistirilebilir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer tipi demans, Alzheimer hastaligi, BDNF geni, BDNF genini
regiile eden miRNA’lar, SNPType Assay
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN ALZHEIMER'S
TYPE DEMENTIA AND MICRORNA POLYMORPHISMS REGULATING THE
BDNF (BRAIN INHERITED NEUROTROPHIC FACTOR) GENE

Tuna A. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Molecular

Biotechnology Program, Master Thesis, Aydin, 2023.

Objective: Alzheimer's type dementia is a neurodegenerative disease associated with neuronal
loss and defects. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) plays a crucial role in the survival
and function of neurons and has been linked to neurodegenerative diseases, including
Alzheimer's. MicroRNAs (miRNAs) are small, non-coding RNA molecules that play a vital
role in regulating gene expression, including the BDNF gene. Accumulating evidence suggests
that BDNF synthesis may be influenced by miRNAs, establishing a regulatory negative
feedback loop between BDNF and miRNAs. Therefore, the aim of our research is to investigate

miRNA polymorphisms regulating the BDNF gene in patients with Alzheimer's type dementia.

Materials and Methods: The study included 70 patients with Alzheimer's type dementia and
70 healthy individuals of the same age group without any other neurodegenerative diseases,
who visited the Psychiatry Clinic of Aydin State Hospital. Genotyping with reactive agents in
nanoliter volumes was performed using Integrated Fluidic Circuit (IFC)-based BioMark
technology. The SNPType Panel developed by Fluidigm was used to examine five related
miRNA regions in the DNA samples of our patient and control groups.

Results: There was no statistically significant difference in gender and age between the
Alzheimer's type dementia and control groups. A comparative analysis of the Alzheimer's type
dementia group and the control group revealed statistically significant differences in the
genotypic distribution of miR-206, miR-30e, and miR-26b polymorphisms, as well as the allele
frequencies of miR-30e and miR-206 polymorphisms (p <0.05).

Conclusion: The potential findings of our research could provide insights into the mechanisms
of Alzheimer's type dementia and contribute to identifying Alzheimer's predisposition and

distinguishing dementia subtypes using miRNA polymorphisms as biomarkers. Furthermore,

XV



investigating the relationship between miRNAs and BDNF may lead to the development of
targeted therapeutic interventions with prophylactic effects against Alzheimer's disease at a

molecular level.

Keywords: Alzheimer type dementia, Alzheimer's disease, BDNF gene, miRNASs regulating
the BDNF gene, SNPType Assay
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1. GIRIS

Alzheimer tipi demans (AD), diinya capinda milyonlarca insani etkileyen ilerleyici bir
norodejeneratif hastaliktir. Amiloid-beta plaklariin birikmesi, ndrofibriler yumaklar ve
sinaptik disfonksiyon ile karakterize olup, kognitif bozukluk ve hafiza kaybina yol agar. Beyin
kaynakl1 norotrofik faktor (BDNF) gibi norotrofik faktorler, noral hiicrelerin gelisimini, hayatta
kalmasimi ve bakim islevini destekler. Sinaptik yarik i¢indeki BDNF sekresyonu, uzun siireli
giiclenme tarafindan modiile edilir ve bu da norobiligsel agidan hafizay1 ve 6grenme islevini
etkiler ve birbirine baglar. Yakin tarihli c¢alismalarda BDNF, AD'de meydana gelen
noropatolojik degisiklikler sirasinda AP ve tau proteinlerinin toplanmasinin neden oldugu néral
hiicre Olimiine karst koruyan, noral plastisitenin molekiiler bir diizenleyicisi olarak

tanimlanmustir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar), gen ekspresyonunun diizenlenmesinde hayati bir rol
oynayan kiiciik, kodlayici olmayan RNA molekiilleridir. Haberci RNA'ya (mRNA) baglanirlar
ve translasyonunu engellerler ya da degredasyonunu indiiklerler. MiRNA polimorfizmlerinin,
BDNF geni dahil olmak iizere ¢esitli genlerin regiilasyonunda gorev aldiklar1 tanimlanmistir.
Bu polimorfizmler, Alzheimer tipi demansin yani sira diger norolojik bozukluklart gelistirme
riskiyle iliskilendirilmistir. Bu agidan ¢alismamizda Alzheimer tipi demans ile BDNF genini

diizenleyen miRNA polimorfizmleri arastirilmistir.

Alzheimer tipi demans ile BDNF genini diizenleyen miRNA polimorfizmleri arasindaki
iliskinin arastirilmas1 birka¢ nedenden dolay: 6nemlidir. ilk olarak, Alzheimer tipi demansin
gelisimine katkida bulunan genetik faktorleri anlamak, etkili 6nleme ve tedavi stratejileri
gelistirmek icin ¢ok Onemlidir. BDNF geninin ekspresyonunu etkileyen spesifik miRNA
polimorfizmlerinin belirlenmesi, hastaligin altinda yatan mekanizmalar1 daha iyi anlamamiza

yardimci olabilir ve potansiyel olarak yeni tedavilerin gelistirilmesine yol acabilir.

Ikincisi, BDNF'nin hastalik siirecindeki rolii hakkinda fikir verebilir. BDNF, sinaptik
plastisite ve noroproteksiyon dahil olmak iizere néronal fonksiyonun ¢esitli yonlerinde yer alir.
Alzheimer tipi demans hastalarinin beyinlerinde azalmis BDNF seviyeleri gozlemlenmistir ve

BDNF ekspresyonunun arttirilmasi, potansiyel bir terapotik strateji olarak onerilmistir.

Sonu¢ olarak, Alzheimer tipi demans ile BDNF genini dizenleyen miRNA

polimorfizmleri arasindaki iliskinin arastirilmasi, hastaliga yol agan mekanizmalarin



anlasilmasi, yeni tedavilerin gelistirilmesi ve erken teshis icin biyobelirte¢lerin belirlenmesi
acisindan onemlidir. Bu alanda daha fazla arastirma, Alzheimer hastaliginin 6nlenmesi ve

tedavisinde énemli ilerlemelere yol acabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Demans

Demans, beyin fonksiyonlarinda bozulmalara yol acarak giinliik yasamu etkileyen zihinsel
yetilerin diisiis durumudur. Cesitli olas1 nedenlere sahiptir ve bilissel gerilemeyi tanimlamak
icin kullanilir. Spesifik bir hastalik degil, bir sendrom veya bir dizi semptomdur. Beyin
hiicrelerinin hasar gérmesiyle semptomlar genellikle hafiza kaybi, kafa karigikligi, dil ve
iletisimde zorluk, muhakeme bozuklugu, davranis ve kisilik degisikliklerini igerir (Malik ve
digerleri, 2022).

Demansin diinya genelinde yetigkinlerin %7'sini etkiledigi diigiiniilmektedir ve gelismis
tilkelerde yasam beklentilerinin artmasi nedeniyle bu oran (%8-10) biraz daha yulksektir.
Demansin nedensel faktorleri arasinda yaslanma (en biiyiik risk faktorii), genetik faktorler ve

sistemik vaskiiler bozukluklar bulunur (Rao ve digerleri, 2023).

Demans insidansi hizla artmakta ve son yillarda 6nemli bir halk sagligi sorunu haline
gelmektedir. Yilda 7,7 milyon yeni demans vakasi teshis edilmektedir ve bu kanser ve kalp
hastaligindan daha fazla tibbi maliyeti beraberinde getirir. Demanslar ¢ok faktorlii nedenleri,
ortiisen semptomlari ve gesitli dejeneratif patolojileri icerdiginden klinik olarak teshis edilmesi
zor vakalardir. Bu durum tutarsiz klinik sunumlar ve tanisal zorluklara neden olur (Raz ve

digerleri, 2016).

Demans basitce norodejeneratif (6nceden geri doniisiimsiiz olarak biliniyordu) ve
norodejeneratif olmayan (potansiyel olarak tersine cevrilebilen) olarak  iki tirde
degerlendirilebilir (Sekil 1). Hastalar, biligsel bozulmaya yol agan hem norodejeneratif hem de

non-ndrodejeneratif birgcok nedene sahip olabilir.
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Sekil 1. Demansin nérodejeneratif ya da non-nérodejeneratif birgok nedene ayrimi (Malik ve digerleri, 2022).

Norodejeneratif olmayan hafif biligsel bozulmadan sorumlu etkenler, B12 ve D vitamini
eksiklikleri, yetersiz tiroid (hipotiroidizm), kronik alkol kullanimi, kemoterapi, hidrosefali,
insan immun yetmezlik virusi gibi viral enfeksiyonlar, subdural hematomlar, beyin tumord,

travmatik beyin hasari, anksiyete ve depresyon gibi psikiyatrik zayifliklardir.

Ote yandan norodejenerasyon, yetiskinlerde demansin birincil nedenidir ve yasl niifus
arasinda yaygin olan dejeneratif demanslar arasinda; Vaskiiler Demans, Alzheimer Tipi
Demans, Lewy Cisimcikli Demans ve Frontotemporal Demans yer alir (Sekil 2). Ister erken
ister gec teshis edilsin, giinliik isleyisi degistirmeden bilissel islevi bozan hastaliklar, "Hafif
Nérobilissel Bozukluk" (DSM-V'ye gore) ve "Hafif Bilissel Bozukluk" olarak adlandirilir
(Malik ve digerleri, 2022).

! DSM-V, tam adiyla "Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition," Psikiyatrik
hastaliklarin teshis ve istatistiksel bilgilerini igeren besinci baskisidir. DSM-V, Amerikan Psikiyatri Birligi
(American Psychiatric Association - APA) tarafindan gelistirilmis ve yayinlanmistir.



DEMANS

Sekil 2. Cesitli demans nedenleri ve iligkili noropatolojik ozellikleri. Dort temel demans kategorisini, ilgili
néropatolojik bulgularla birlikte listeleyen bir siniflandirma mevcuttur. Bu bulgular beyindeki belirli
degisiklikleri yansitir. Iki demans tiirii arasinda ortak bir hastalik ndropatolojisine isaret eden ¢ift tarafli

oklarla temsil edilen karma bir fenotip bulunmaktadir. (Raz ve digerleri, 2016).

Demansin klinik sendromu, 60'tan fazla bilissel bir bozuklukla iligkilidir lakin en sik

goriilen norodejeneratif hastalik yaklasik %60-70 ile Alzheimer tipi demanstir (Dodel, 2023).

2.2. Alzheimer Tipi Demans

Alzheimer hastaligi (AD) olarak da bilinen Alzheimer tipi demans, 1906'da Alman
psikiyatrist ve néropatolog Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmistir. Alzheimer demansi,
norobiligsel islevi kesintiye ugratan, hafiza bozuklugu ve davranis degisiklikleri ile karakterize

kronik norolojik bir hastaliktir. Durum, bireyin giinliik aktivitelerini gerceklestirme yetenegini
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kademeli olarak bozarak, 6nemli islevsel ve sosyal bozukluklara yol agar (Dodel, 2023).




Alzheimer'da ilk hasar goren ndronlar, beynin hafiza, dil ve diisiinceden sorumlu
bolgelerinde yer alir. Beyinde belirli alanlarin ilk etkilenenler arasinda oldugu, diger bolgelerin
ise yalnizca AD'nin siddetli asamalarinda bozulacagi bir yayilma sergiler. AD'yi karakterize
eden en erken degisiklikler; medial temporal lob yapilarinda, entorhinal ve peririnal kortekste
ve hipokampusta bulunur (Sekil 3). Bu semptomlar etkilenen birey i¢in yeni olsa da, bunlara
neden olan beyin degisikliklerinin semptomlar baglamadan 20 yi1l veya daha 6nce basladigi
diistiniilmektedir ve semptomlarin baglamasindan sonra Alzheimer igin ortalama hayatta kalma

siresi 10-12 yildir (Alzheimer’s disease facts and figures, 2023; Van Oostveen ve Lange, 2021).

Entorhindd korteks

Sekil 3. Alzheimer tipi demansta erken etkilenen beyin bolimleri (Van Oostveen ve Lange, 2021).

Alzheimer hastaligi ilerleyici bir hastaliktir ve ne kadar hizli ilerledigi ve hangi
yeteneklerin etkilendigi kisiden kisiye degisir. Bununla birlikte ilerleyici bir hafiza kaybinin
yaninda nadir durumlarda, davranissal, gorsel-uzaysal veya dilbilimsel belirtiler de hakimdir.
Alzheimer’l1 bireyler ruh hallerinde, kisiliginde veya davranislarinda degisiklikler gelistirebilir.
Hastalar belirli bir konumdan uzaklasir ancak geri adimlarini takip edemeyerek kaybolabilir.

Bu da kaybolan hastalar1 6nemli yaralanma ve 6liim riskine sokabilir (Malik ve digerleri, 2022).

Zaman gectikce daha fazla néron hasar gorir ve beynin daha fazla bolgesi etkilenir.
Giyinme ve banyo yapma gibi giinliik yasam aktivitelerini yliriitmek ve bireyi giivende tutmak
icin aile iiyelerinden, arkadaslardan ve bakicilardan artan yardima ihtiyag¢ duyulur. Sonunda,

Alzheimer'im noronal hasari, beynin yiiriime ve yutkunma gibi temel bedensel islevleri saglayan



boliimlerine kadar uzanir. Bireyler yataga bagli hale gelir ve 24 saat bakim gerektirir. Sonucta,
Alzheimer hastalig1 bireyleri 6liime kadar siiriikler (Alzheimer’s disease facts and figures,

2023).

2.3. Alzheimer Tipi Demansin Epidemiyolojisi

Alzheimer hastalig1 esas olarak yasl popiilasyonu etkileyen en biiyiik nérodejeneratif
demans olarak kabul edilir. 65 yas ve tizerindekilerin %5-6's1 ve 85 yas ve lizerindekilerin
%30'una kadarini etkiler. Tiim vakalarin yaklagik %S5'inin erken baslangicli oldugu, yani 65
yasindan geng bireylerde oldugu tahmin edilmektedir (Malik ve digerleri, 2022).

Hastalik diinya capinda milyonlarca kisiyi etkileyen kiiresel bir saglik sorunudur.
Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezlerine (CDC) gore, 2020'de
134.242 kisiye AD tanis1 kondu. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) yakin tarihli bilgi notuna
gore, diinya ¢apinda 50 milyon demans hastasi vardir ve vakalarin %60-70'ine Alzheimer tipi
demans neden olur. Diinya niifusu yaslandikg¢a, hastaligin prevalansinin katlanarak artmasi
beklenmektedir. AD'nin ekonomik ve toplumsal yiikii, nemli saglik hizmetleri, maliyetleri ve

bakici baskisi ile ¢ok biiytiktiir (Amin ve digerleri, 2023).

2.4. Alzheimer Tipi Demansin Patofizyolojisi

Alzheimer tipi demansin patofizyolojisi, genetik, cevresel ve yasa bagl faktorler
arasindaki karmasik etkilesimi icerir. Hastaligin bilissel bozuklugun saptanmasindan 6nceki
hiicresel agamasi, preklinik asama olarak bilinir. Hastalik néronlar, astroglia ve mikrogliadaki

degisiklikler nedeniyle yavas ilerler.

AD'nin noropatolojik ayirt edici 6zellikleri, toksik amiloid-beta (AP) oligomerlerinden
olusan protein plaklarin ve hiperfosforile edilmis mikrotiibiil ile iliskili protein Tau (P-tau)’dan

olusan norofibriler yumaklarin intrandronal birikimidir (Katta ve digerleri, 2022) (Sekil 4).
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Sekil 4. AD'de amiloid plaklarin hiicre dis1 agregasyonu ve tau proteinlerinin hiicre i¢i birikimi (Katta ve digerleri,
2022).

2.4.1. Amiloid Beta Hipotezi

Amiloid 6ncu proteini (APP), 21. kromozomda bulunan APP geni tarafindan kodlanir ve
noronal sitoplazmada ¢6ziinmeyen Amiloid-beta proteini i¢in bir dnciil olusturur. Amiloid-beta
teorisine gore (AD patogenezi hakkinda en ¢ok kabul goren teorilerden biri, ancak halen
tartisilmaktadir), bu proteinin liretimi ve klirensi arasindaki dengesizlikten kaynaklanan AP
peptidinin serebral birikimi, hastaliga neden olan ana olaydir. Normal metabolik diizende AP
peptidi 36 ila 43 aminoasit i¢eren, beyin homeostazinda 6nemli roller oynayan fizyolojik olarak

tiretilen bir proteindir (Klyucherev ve digerleri, 2022).

Ug proteaz alfa, beta ve gama-sekretaz APP metabolizmasinda APP'yi sirali bir sekilde
bolmekten sorumludur. APP, noronlar, vaskiiler ve kan hiicreleri (trombositler dahil) tarafindan
ve daha az ol¢iide astrositler tarafindan iiretilir. Metabolik kosullar bozuldugunda sekretazlar
APP’yi amiloid-beta 40(AB40) ve norotoksisiteye neden oldugu bilinen amiloid-beta 42
(AP42)’ye ayirirlar. AP42 peptidi, AB40'tan daha fazla agregasyona meyillidir. y-sekretaz
tarafindan ardigik boliinmede, norotoksik AP peptitleri hiicre dis1 beyin omurilik sivisina ve

plazmaya salinir (Ballard ve digerleri, 2011) (Sekil 5).
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Sekil 5. Alzheimer tipi demansta amiloid oligomerlerinin ekstrasellller birikimi (Van Oostveen ve Lange, 2021).

AD'de bu AP plaklar, gri maddede, serebral ve meningeal damarlarin ¢evresinde birikir.
Plaklar ve daha kii¢iik AP birikimleri, sinaptik iletisime miidahale ederek sinyal iletimine zarar
verir. Asetilkolin, dopamin gibi ndrotransmiterlerin ve norepinefrin gibi katekolaminlerin

AD'da diisiik seviyelerinin 6l¢iilmesi bunu dogrular (Dodel, 2023).

Anti-Ap monoklonal antikorlarin kullanildigi ilk randomize klinik deneyler plasebo
gruplaria kiyasla tedavide daha yiiksek sayida Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRGQG)
bulgusu bildirmistir. Bu amiloid ile ilgili goriintiileme anormallikleri, muhtemelen beyin
parankiminden kan dolagimina antikor aracili AP akisi tarafindan getirilen artmis kan-beyin
bariyeri (Blood Brain Barrier; BBB) gegirgenligine isaret etmektedir (Prajjwal ve digerleri,
2023). Bu patolojik beyin degisiklikleri, noronal dejenerasyon, néroinflamasyon, mikroglia
aktivasyonu, BBB disfonksiyonu ve biligsel gerileme ile pozitif korelasyon gosterir (Raz ve

digerleri, 2016).

2.4.2. Tau Protein Hipotezi

Tau proteinleri, kromozom 17 Uzerindeki MAPT (Mikrotiibiille Iligkili Protein Tau)
geninin alternatif splays1 ile sentezlenen, ¢Oziinlr proteinlerden olusan bir gruptur. Tau,
aksonal mikrotubdiller dahilinde mikrofilamentler ve ara filamentler ile birlikte hiicre iskeletini

olusturan protein komplekslerinin stabilitesi ve bunlarin montaji i¢in gereklidir. Mikrotiibiiller,
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noronlarda hiicreler arasi tagima i¢in Onemlidir. Genel olarak nérona 6zgii hiicre iskeleti
proteinleri olarak kabul edilmekle birlikte, tau izoformlart Merkezi Sinir Sistemi (CNS)

astrositleri ve oligodendrositlerinde ¢ok diisiik seviyelerde ifade edilir.

Tau, amiloid-beta varligi nedeniyle hiperfosforile edilir. Bu hiperfosforilasyon proteinin
kiimelenmesine ve Norofibriler Yumaklar (NFT)’1n olusmasina neden olur. Tau kiimeleri daha
sonra biikiilmiis sarmal yapilar olusturur ve bu durum bozulmus sinaptik plastisite ile iligkilidir.

(Prajjwal ve digerleri, 2023) (Sekil 6).
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Sekil 6. Tau proteinlerinin birikimi ve Alzheimer tipi demansta norofibriler yumaklarin olusumu (Van Oostveen
ve Lange, 2021).

Tau proteinlerinin Eslestirilmis Sarmal Filamentleri (PHF), Alzheimer hastaliginda ve
diger bazi noérodejeneratif tauopatilerde beyindeki intranéronal lezyonlarin ayirt edici
ozelligidir (Dodel, 2023). Tau kaybi nedeniyle sinaptik disfonksiyon meydana gelir.
Arastirmalar, yumaklarin Alzheimer hastalig1 ile senil plaklardan daha giiglii bir sekilde iliskili
oldugunu gostermistir. Pek c¢ok c¢alisma, yetiskin hipokampusta Tau proteininin sinaptik

kusurlara neden olabilecegi, konsantrasyonun diismesini ve motor koordinasyonu
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etkileyebilecegini bulmustur. Tau proteinini kodlayan MAPT genindeki mikrodelesyonlar
nedeniyle Tau azaldiginda CNS'de gelisimsel sorunlar goriilmiistiir. Tau-PET goruntiileme
kullanilarak toplanan birincil veriler, amiloid beta'nin tau proteini birikimini ve bunun
ekstraselliiler matrixe yayilmasim1i hizlandirmaktan sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir

(Prajjwal ve digerleri, 2023).

Benzer sekilde, hiperfosforilasyon NFT'lere yol acarak nihayetinde biligsel gerilemeye
yol acar. 1991'de Braak ve Braak, NFT'lerin beyin boyunca yayilmasimi alt1 farkli asama
tanimladilar. Bu Braak asamalar1 adi verilen evreler, Alzheimer ilerledikge NFT'lerin
transentorhinal bolgelerden (evre I/11) limbik alanlara (evre 111/1V) ve neokortikal bolgelere

(evre V/VI) genislemesine karsilik gelir (Van Oostveen ve Lange, 2021) (Sekil 7).

Stages -l Stages lIl-IV Stages V-VI

Sekil 7. Tau proteininin beyin boyunca yayilma modeli, Braak agamalarina gore degisimi (Van Oostveen ve Lange,
2021).

Alzheimer ile iliskili diger beyin degisiklikleri arasinda inflamasyon ve atrofi (azalmig
beyin hacmi) bulunur. Beyin atrofisi, 6zellikle hipokampal ve neokorteks atrofisi ve blyuk
beyaz madde hiperintensiteleri gibi diger onemli degisikler de mevcut olabilir. Toksik AP ve
tau proteinlerinin varliginin, beyindeki mikroglia adi verilen bagisiklik sistemi hiicrelerini
aktive ettigi diisiiniilmektedir. Mikroglia, nekrotik hiicrelerden toksik proteinlerin yani sira
yaygin kalintilar1 temizlemeye galisir. Kronik inflamasyon, mikroglia temizlenmesi gereken
her seye ayak uyduramadiginda ortaya ¢ikabilir. Hiicre kaybi nedeniyle atrofi olusur.
Norodejenerasyona (atrofi ve noronal kayip dahil) beynin ana yakit1 olan glikozu metabolize

etme yetenegindeki azalmalar, sinaptik disfonksiyon, mitokondriyal disfonksiyon, vaskiiler
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degisiklikler, ndro-inflamasyon, yaglanma ve lenfatik sistem yetmezligi eslik eder (Alzheimer’s

disease facts and figures, 2023; Klyucherev ve digerleri, 2022).

AD'de patolojilerin ortaya ¢ikisi ve birikmesi, immiin fonksiyonlarin erken bozulmasinin
ve ortaya ¢ikan noro-inflamasyonun bir sonucudur. AD ile 6nceki enfeksiyon veya diyabet
Oykiisii arasinda baglanti kuran epidemiyolojik kanitlar vardir ve bu da inflamasyonun AD
patolojisini baslatan bir faktor olabilecegini diisiindiirmektedir. Aslinda, normalde mikroglia
tarafindan temizlenen AP, mikroglia'min aktivasyon fenotipini indiikleyerek kemokin
salimimina ve lokal inflamasyona yol acabilir. inflamasyonun yayilmasi1 AP klirensini etkiler ve

Tau fosforilasyonunu ve miiteakip nérodejenerasyonu arttirir (Klyucherev ve digerleri, 2022).

2.5. Alzheimer Tipi Demansin Etiyolojisi

Alzheimer tipi demansin etiyolojisi belirsizligini korusada genetik varyantlarin ve diger
cevresel veya genetik olmayan faktorlerin kombinasyonundan etkilendigine dair bulgular
biliniyor. Muhtemelen tek bir neden degil, her kisiyi farkli sekilde etkileyebilecek birkag faktor
patolojiye katkida bulunur. Ailede Alzheimer 0ykusl bulunup belirli genetik mutasyonlar
tastyanlarin Alzheimer hastaligini gelistirme riski yiiksektir. Bunun yaninda AD igin gevresel
veya genetik olmayan faktorler;

v lleri yas; hastaligin gelismesi icin en biiyiik risk faktdriidiir ve insidans 65
yasindan sonra 6nemli 6l¢iide artmakta,

v' Kardiyovaskiler risk faktorleri; Hipertansiyon, Tip Il Diyabet, Yiiksek Kolesterol

dahil olmak iizere kardiyovaskiiler hastaliklara sebebiyet veren etkenler,

Travmatik beyin hasari,

Aliminyum metal maruziyeti,

Bulasici ajanlar,

Depresyon gibi psikiyatrik faktorler,

NN

Iskemik inme, metabolik sendrom, obezite, menopoz, dislipidemi, bilissel

hareketsizlik gibi faktorler,

<\

Sigara, psikoaktif maddeler,

v' Diyet ve sagliksiz beslenme gibi yasam tarzi faktorleride bulunur (Armstrong,
2019).
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Bu cevresel faktorler, bir sekilde Alzheimer hastaliginin gelisimine sebep olabilir veya
kotiilestirebilir. Bu metabolik yollardan bazilar1 oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon,
kronik inflamasyon, azalmis glukoz kullanim1 ve enerji metabolizmasi, beyinde insiilin direnci

gibi faktorleri i¢erir ancak bunlarla sinirli degildir (Amin ve digerleri, 2023) (Sekil 8).
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Sekil 8. AD’ ye neden olan bazi molekiiler yollar (Srivastava ve digerleri, 2021).

Saglikli bir yasam tarzi, Alzheimer hastaligina yakalanma riskini azaltmaya yardimci
olabilir. Kanseri, diyabeti ve kalp hastaligin1 onledigi gosterilen saglikli davraniglarin 6znel
biligsel gerileme riskini de azaltabilecegine dair artan bilimsel kanitlar bulunmaktadir. 1ki uzun
vadeli calisma, yeterli fiziksel aktivitenin, besleyici bir diyetin, sinirli alkol tiiketiminin ve

sigara igmemenin insanlara yardimcei olabilecegini gostermektedir (Hastalik Kontrol ve Onleme

Merkezi [CDC], 2020).

2.6. Etiyolojisinden Sonra Alzheimer Tipi Demansi Degerlendirme

[lk olarak, kanitlar1 giderek artan sekilde Hafif Bilissel Bozuklugu (MCI) olan ve aslinda
herhangi bir biligsel bozuklugu olmayan kisilerinde AD igin patolojik kriterleri
karsilayabilecegi goriilmiistiir. Bunun in vivo biyobelirtecler i¢in de dogru oldugu bulunmustur.

Bu yiizden AD i¢in kriterler, Alzheimer tipi demans fenotipinin siirekliligini tanimak ve AD'nin
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in vivo biyobelirteglerinin ortaya ¢ikan mevcudiyetini dahil etmek igin 2011'de revize edildi.
Bu kriterler “AD nedeniyle MCI” olarak kabul edildi ancak biligsel bozuklugu olmayan kisiler

AD patofizyolojik siirecinin hantal tanimini yine alacakti (James ve Bennett, 2019).

Daha sonrasinda kriterler 2018'de Ulusal Yaslanma Enstitiisti-Alzheimer Dernegi (NIA-
AA), tarafindan tekrar revize edildi. Klinik sonuglarina bakilmaksizin patolojiyi temel alan
AT(N) cercevesi sistemi olusturuldu. Bu ¢ergeve, gozlemsel ve girisimsel arastirmalara
yoOneliktir. Bu sistemde, "A", AP konsantrasyonunu temsil eder, "T", Taudan olusan norofibriler
yumaklarin seviyesini ifade eder ve "N", norodejenerasyon i¢in algilayici biyobelirteglerin
degerini yansitir. AT(N) ¢ercevesi AD teshisi i¢in kesin dlgtimler saglarken, beyin vaskularite
degisiklikleri gibi diger biyobelirteclerin de dahil edilmesiyle giiclendirilebilecegi dikkate
degerdir (Van Oostveen ve Lange, 2021; Klyucherev ve digerleri, 2022).

Alzheimer hastalifinin patogenezinin tasarlanmasinda ¢ok sayida calisma yapilmistir
ancak patogenez mekanizmalarinin ardindaki kesin etiyoloji hala belirsizdir ve bu konularda

hala genis ¢apli arastirmalara ihtiyag vardir (Prajjwal ve digerleri, 2023).

2.7. Alzheimer Tipi Demansin Genetigi

Genetik olarak Alzheimer'in iki formu vardir: Ailesel Alzheimer hastaligi (FAD) erken
baslangi¢li formu ve sporadik Alzheimer hastaligi (SAD) ge¢ baslangichi formudur. AD'nin
cogunlugu sporadik olmasina ragmen, hastaligin giiclii bir genetik gegisi vardir. AD'nin iki iyi
bilinen ayirt edici 6zelligi olan AP ve tau patolojileri tim AD vakalarini karakterize eder ve AD
ile iliskili dogrudan bir rol oynar. Ancak karakteristik AD patolojisinin gelismesine yol acan
kesin mekanizmalarin bireyler arasinda farklilik gosterebilecegine dair bulgular vardir. AD
gelistiren bireylerin %1-2'inden daha azin1 temsil eden 65 yasindan dnce ortaya ¢ikan genetik
form, otozomal dominant kalittm modeli sergiler ve yalnizca APP, Presenilin 1 (PSENTI) ve
Presenilin 2 (PSEN2) dahil olmak iizere AP islemede yer alan genlerdeki mutasyonlara sahiptir
(Katta ve digerleri, 2022).

Sporadik Alzheimer Hastalig1, genellikle 65 yasindan sonra ortaya ¢ikar ve hastaligin
ortaya ¢ikma riski her bes yilda bir iki katina ¢ikar. Arastirmacilar, cogunlukla sporadik AD'ye
yol acan mekanizmalar1 kesfetme cabasi i¢inde, Genom Capinda Iliskilendirme Calismalar1
(GWAS) kullandilar ve AD ile iliskili 30'dan fazla risk lokusu belirlemek igin TUm
Genom/Tium Ekzom Dizilimi (WGS/WES) ¢alismalar1 yapildi. Artmis sporodik AD riski ile
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iligkili gen varyantlarinin yarisindan fazlasi, bagisiklik hiicresi isleviyle baglantilidir. Bugiine
kadar, sporadik AD icin bilinen en guicli genetik risk faktord, buytk 6lgiide immunomodulator
fonksiyonlar1 araciligiyla AD'de rol oynadigi one siiriilen Apolipoprotein E (ApoE) &4
varyantidir (Passeri ve digerleri, 2022; Kloske ve digerleri, 2023) (Sekil 9).
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Sekil 9. AD’ de rol oynadigi bilinen genlere genel bir bakig. Dairelerin i¢ renkleri, genlerin islevlerini temsil eder.

Daire igersinde iki renk varsa, gen birden ¢ok yolakta gorev alir. (Lane ve digerleri, 2017).

ApoE, periferik dokularda ve CNS’de kolesterol de dahil olmak iizere lipidlerin
taginmasi ile iliskilidir. Astrosit kaynakli kolesteroliin ndronlara tasinmasindaki rolii sayesinde,
noronlara lipit iletimini; néron ve beyin lezyonu onariminda kritik bir siire¢ olan membran

homeostazini saglar (Passeri ve digerleri, 2022).

Insanlarda bulunan en yaygin ApoE gen aleli epsilon 3'tiir ancak meta-analiz ve GWAS
caligmalar1 yoluyla bulunan en biiyiik risk faktorii epsilon 4 alelidir. ApoE &4 geni, APP veya
presenilin mutasyonlari gibi deterministik genlerin aksine, bir duyarlilik geni olarak goriiliir.
ApoE &4'lin bir veya iki kopyasinin kalittm1 AD riskini sirasiyla yaklagik 3 veya 12 kat artirir.
Son bulgulara dayanarak, ApoE &4'iin bir transkripsiyon faktorii gibi davrandigi ve AD hastaligi

patogenezine bagli bir dizi siiregte yer alan genlerin promotorlerine baglandigi goriillmektedir.
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Ilging bir sekilde, bu genlerin bircogu daha énce AD patogenezi ile iliskilendirilmistir ve
inflamasyon, enerji metabolizmasi, kardiyovaskiiler hastalik, Ostrojen regiilasyonu, akson
rehberligi, noronal hayatta kalma ve hiicre apaptozu ile ilgili genleri igerir (Rao ve digerleri,

2023).

Son bulgular, ApoE €4 genotipinin beyindeki kan damarlarinda birikmis olan amiloid
protein plaklar1 (Serebral Amiloid Anyiyopati ,CAA) ile korele oldugunu ve en biiyiik
prevalansin oksipital lobda oldugunu gosterir. Bu bulgular, sporadik AD'da serebrovaskiiler
hasar1 siddetlendirmede genetik riskin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Raz ve

digerleri, 2016).

ApoE €4 tastyicilarinin 6liim sonrasi beyinlerinde daha yiiksek miktarlarda amiloid
plaklar1 ve siddetli amiloid anjiyopati tanindi. AD’1n, ApoE &4'e sahip hastalarda daha siddetli
ilerledigi bulunmustur (Prajjwal ve digerleri, 2023).

AD'deki bir diger 6nemli risk geni, Arg62His, Arg47His ve Asp87Asn anahtarina sahip
TREM2(Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2; Miyeloid Hiicrelerde Eksprese
Edilen Tetikleyici Reseptor 2) varyantlaridir. TREM2, 6zellikle mikroglia adi verilen immiin
sisteminin CNS’deki hticrelerinde bulunan bir immin reseptordir. TREM2 muhtemelen
ApoE'nin immiinomodiilatér fonksiyonlarinda 6nemli bir rol oynar. ApoE ve TREM2'nin
AD'deki rolleri, mikroglia ve bagisiklik degisiklikleri, bu bilesenlerden bir veya daha fazlasinin
ilag gelistirmede etkili bir gsekilde nasil hedeflenebilecegini belirlemek amaciyla

arastiriimaktadir (Kloske ve digerleri, 2023).

Ayrica ABCA7 (ATP Baglayici Kaset Alt Aile A Uyesi 7), SORL1(Sortilin ile Tligkili
Reseptor 1) ve TREM2 genleri tarafindan yeni nesil sekans teknikleri ile dizilenen proteinlerin
saglikli bir beyin icin gerekli oldugunu bulmustur. Uzerinde calisilan bu proteinlerin

varyantlarinin ndronlara zarar verdigi bulunmustur (Prajjwal ve digerleri, 2023).

Oksidatif stresde gorevli genler, AD ve MCI’da 6nemli bir rol oynar ve oksidatif hasar
esas olarak mitokondriyal DNA'y1 etkiler. Superoksit Dismutaz 2 (SOD2) geni, ROS’un
fizyolojik kontroliinii koruyan bir antioksidan enzimini kodlar; etkinligi sirtuinler tarafindan
gelistirilmistir. Sirtuinler (Sessiz Bilgi Duzenleyici Tip, SIRT), mitokondriyal NAD*-Reaktif
Oksijen Turlerinin (ROS) modulasyonunda, mitokondriyal fonksiyonda ve yaslanmada yer alan

deasetilazlar nérodejenerasyon ve AD ile iliskilendirilir.

Detoksifiye edici bir enzimi sifreleyen Glioksalaz-1 (GLO1) gen driini, Metilglioksal

(MQG) kaynakli glikasyona karsi enzimatik savunma sisteminin bir pargasidir ve yasa bagl
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hastaliklardan korunmada yer alir. Son arastirmalarda AD'de daha diisiik GLOI ifadeleri
gozlendi ve GLO1'in norodejeneratif hastaliklarda yer aldigi bilinen hiicre dis1 vezikiiller
yoluyla noronal hiicrelerden salindig1 gosterildi. SIRT3 ve Forkhead box O-3'lin (FOXO3A)
gen varyantlarinin, beyinde yliksek oranda eksprese edilen ve oksidatif strese karsi ndronal
korumada yer alan bir transkripsiyon faktoriiniin uzun oémiirle iliskili oldugu varsayilmustir.
Hem GLO1 hem de SOD2, enzimatik aktivitelerinin modifikasyonlari ve oksidatif strese karsi

artan duyarlilikla iliskilendirilmistir (Piancatelli ve digerleri, 2022).

Ayrica, inflamasyona dahil olan molekiilleri kodlayan genlerin polimorfizmleri, AD’nin
baslangicin1 ve gelisimini etkileyebilir; Interlokin-1 (IL-1) genetik varyasyonlar1 ve
haplotipleri, farkli bireysel inflamatuar yanitlara ve inflamatuar mediatorlerin ekspresyonuna
yol acar. AD'de IL-1 ailesinin dolasimdaki molekiillerinin artan seviyeleri bulundu ve IL-1
polimorfizmleri, AD baslangic1 ve patogenezi ile iliskiliydi. Bununla birlikte, bu gen
varyantlarinin AD i¢in nedensel faktorler olarak degil, daha ¢ok hastalik degistiricileri olarak

distiniilmesi gerektigi varsayilmistir (Piancatelli ve digerleri, 2022).

AD’de koruyucu genler de hevesle calisilmistir. ApoE €2 alelinin sporadik AD'ye karsi
koruyucu oldugu saptanmistir. Koruyucular arasinda APOE €2’nin Ala673Thr degisimi
(APP'nin koruyucu mutasyonu) ve PLCG2 (Fosfolipaz C Gama 2) genindeki Pro522Arg
aminoasitlerindeki degisiklikler yer alir. ApoE €2 genotipinin, ApoE €3 homozigotlugu veya
ApoE €2/e3'ten ¢ok daha diisiik AD sansina sahip oldugu ve daha hafif noropatilerle iliskili
oldugu bulunmustur (Prajjwal ve digerleri, 2023).

2.8. Alzheimer Tipi Demansta Norogoruntileme ve Biyobelirtecler

Alzheimer hastalig1 eskiden klinik bir diglama teshisiydi ancak biyobelirtegler giderek
artan bir sekilde pozitif bir teshis saglamaya yardimci olmustur. Biyobelirtegler, bir hastaligin
varligin1 veya yoklugunu yada bir hastalik gelistirme riskini belirtmek i¢in 6l¢iilebilen biyolojik
degisikliklerdir (Dodel, 2023). AD i¢in Beyin Omurilik Sivisindaki (BOS) anormal AP ve tau
biyobelirtecleri 6lgtlebilir ve Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) olarak bilinen bir tarama
teknigi ile AP plaklar1 ve tau yumaklar1 goriintiilenebilir (Alzheimer’s disease facts and figures,
2023).

Giliniimiizde AD’yi teshis etmek i¢in goriintiileme modaliteleri ya amiloid birikimini

belirlemeye ya da ndrodejenerasyonu belirlemeye odaklanmaktadir. AD'nin prediktif
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ozelliklerini belirlemek i¢in yapisal MRG, Elektroensefalografi, Difuzyon Tensor
Goruntileme, Fonksiyonel MRG (fMRG), Tek Foton Emisyonlu Bilgisayarli Tomografi, PET,
amiloid-PET, tau-PET, Yakin Kizilotesi Spektroskopi ve Proton Manyetik Rezonans
Spektroskopisi gibi norogoriintiileme tekniklerinin tiimii kullanilabilir (Prajjwal ve digerleri,
2023).

AD ilerledik¢e, beynin MRI taramalari, ¢cevre dokularla birlikte hipokampal alanlari
etkileyen medial temporal lobun atrofisini ortaya ¢ikarabilir. Ayrica, Florodeoksiglukoz-PET
(FDG-PET) taramasi beyin glikoz tiikketiminin azaldigimi gosterir. Glikoz kullanimi1, néronal
fonksiyondan ziyade astrosit fonksiyonunu yansitir. Beyinde (bilateral temporo-parietal) ve bir
amiloid-Positron Emisyon Tomografisi taramasi, ¢esitli alanlarda senil plak birikimini gosterir.
AP, AD'nin en erken ayirt edici 6zelligidir ancak hastalik ilerledik¢e birikimi durur. AD i¢in
klinik olarak kullanilan tiim testler arasinda, Amiloid-PET'in hastalig1 ekarte etmede en yararl
oldugu, FDG-PET’in ise hastaligin kisa vadeli sonucunu, kapsamini ve evrelemesini

belirlemede en yararli oldugu bulunmustur (Malik ve digerleri, 2022) (Sekil 10).

Sekil 10. Saglikli bir birey ile Alzheimer tipi demansa sahip hastanin nérogoriintiileri. (a. Beynin hacim
azalmalarmi degerlendirmek i¢in ayrintili MRG goriintiileri, b. Beynin glukoz metabolizmasini
goriintiilendigi FDG-PET, c. Amiloid Beta birikimlerinin goriintiilendigi PiB'li amiloid-PET tarama, d.
Beynin Norofibriller yumaklarm goriintiilendigi 18 F-AV1451 ile tau-PET tarama) (Van Oostveen ve
Lange, 2021).

18



Tau agregatlari, bir dizi tauopatinin ayirt edici 6zelligidir. Bununla birlikte, ¢esitli
tauopatilerde BOS tau diizeylerini degerlendiren arastirma sonuglari, muhtemelen klinik
semptomlarin heterojenliginin bir sonucu olarak tutarsiz bulgular elde etmistir. P-tau, sirasiyla
fosforile edilmis 181 ve 231 kalintilar1 ile tau'dur ve inme, travmatik beyin hasar1 veya
Creutzfeldt-Jakob hastalig1 (CJD) 'dan sonra P-tau'da artis goriilmediginden, AD igin spesifik
bir biyobelirte¢ olarak gorilmektedir.

Garip bir sekilde P-tau seviyeleri, genellikle saglikli kontrollerden daha yiiksek olmasina
ragmen, yumak patolojisi olan diger norodejeneratif hastaliklarda AD'de goriilen seviyelere
ulasmaz. Bu belirgin tutarsizlik, muhtemelen diger tauopatilerdeki farkli fosforilasyon

durumlarindan, ¢esitli tauopatilerin heterojenliginden veya diger faktdrlerden kaynaklanabilir.

Tiim bu goriintiileme teknikleri ve patolojilerin yaninda AD igin bilinen biyobelirtecler
yerine kolayca erisilebilir, karsilanabilir ve uygulamasi kolay teshis prosediirleri gelistirmek,
hastalik yiikiinii azaltmak icin hastalig1 modifiye edici noroprotektif stratejilerin gelistilmesi

gereklidir (Prajjwal ve digerleri, 2023).

2.9. Alzheimer Tipi Demansin Tedavisi

Alzheimer hastaligt su anda hastaligi degistiren farmakolojik tedavilerden veya
terapilerden yoksundur. Bugiine kadar AD i¢in hastaligin ana nedenini ortadan kaldirmay1
hedefleyen kiiratif bir tedavi gelistirilememistir. Yakin tarihli klinik ¢alismalardan elde edilen
en iyl sonuglar, bilisi iyilestirmek veya diislisii durdurmak yerine biligsel gerilemenin
ilerlemesini geciktirmek olmustur. Son on yilda iki yilizden fazla timit vaat eden ila¢ adayi klinik
denemelerde basarisiz olmustur bu da AD ve nedenlerinin karmasik olabilecegini

diisiindiirmektedir (Rao ve digerleri, 2023).

Caligmalardaki terapotik ajanlarin etkinliginin yetersiz olmasinin nedeni, herhangi bir
tedavinin basarisiz olacagi belirli bir ndropatolojik esigin asildigi hastaligin ileri evresidir.
Belirli bir noropatolojik esikte tedavinin artik hastaligin gelisimini etkileyemeyecegi
varsayillmaktadir. Bu nedenle, hastalig1 modifiye edici tedavilerden saglam bir etki elde etmek
icin MCT'li hastalar1 ve AD'nin erken evrelerini tanimlayabilen biyobelirteglere ihtiya¢ vardir

(Van Oostveen ve Lange, 2021).
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Halihazirda AD, preklinik asamada in vivo olarak, hastaligin molekiiler imzas1 ile
belirlenebilir. Ornegin, baskin olarak ailesel AD'li hastalarda, semptomlarin baslamasindan 25
yil 6nce CSF-AB (CSF: Serebrospinal Sivi; BOS) ve 10 yil énce CSF-P-Tau seviyesinde bir
degisiklik saptandi. Kiimiilatif A ve Tau patolojileri ardindan beyindeki hiicresel
disfonksiyon, biligsel bozuklugun baglangicindan énce meydana gelen nérodejenerasyona yol
acar. Norodejeneratif degisikliklerin kesin olarak belirlenmesi zordur, ¢iinkii bu tiir
degisiklikler bilissel olarak normal yaslanan bireylerde de gozlenmektedir (Klyucherev ve
digerleri, 2022).

AD'min gelecekteki tedavilerine yonelik aragtirmalar, etiyolojik patolojilerin
hedeflenmesini igerir. Patogenetik unsurlarin ¢esitliligi ve ¢oklugu nedeniyle, tek basina
uygulanan farazi terapdtik ajanlarin hastaligin ilerlemesini durdurmasi veya oOnlemesi
kavramsal olarak olas1 degildir. Buna gére AD nin etiyolojisine gore hedeflenebilir yollar farkl

metabolik yollara hizmet eder (Fessel, 2018) (Sekil 11).

20



Sekil 11. AD’nin nedenleri ve tedavi basamaklarinda hedeflenen yollar. a. Sekretaz enzim inhibitorleri: Bu ilaglar,
amiloid-beta olusum yolagindaki enzimleri inhibe eder. b. NMDA reseptér modiilatorleri: Memantin gibi
N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorlerinin antogonisti aktive ederek hafizayr ve biligsel islevi
iyilestirir. c. Immiinizasyon dahil immiinoterapi ve anti-amiloid tedavisi: immiinoterapi AB plaklarini
ortadan kaldirmak i¢in bagisiklik sistemini tetikler. Monoklonal antikorlar ise dogrudan A plaklarini
hedef alir ve ortadan kaldirir. d. Anti-tau tedavisi: Tau proteinlerinin olusumunu engelleyen veya yok
eden ilaglar kullanir. e. Anti-inflamatuar tedaviler: Bu tedaviler, A plaklarinin olusumunu ve ilerlemesini
artirabilecek inflamasyonu azaltir. Ornegin, Steroid Olmayan Anti-Inflamatuar Ilaglar (NSAID'ler) f.
Asetilkolinesteraz inhibitérleri ve NDMA-reseptor antagonistleri: NoOrotransmitter seviyelerini

diizenleme (Briggs ve digerleri, 2016).

Bir dizi bagimsiz gruptan elde edilen son kanitlara dayanarak, AD'nin her bireye 6zgii
oldugu ve farkli bireylerde farkli genetik, epigenetik, biyokimya, alt tipler ve dolayisiyla
tedaviye farkli tepkiler oldugu goriilmektedir. Yakin tarihli klinik deneylerin ve gozlemsel
caligmalarin bir¢ogu, AD’ye potansiyel katkida bulunanlarin hepsi ayni anda dikkate
alindiginda "miikemmel" bir ilacin gerekli olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle ¢oklu
terapotik bir yaklagimla biligsel diisiise katkida bulunan tiim potansiyeller etkili bir hastalik
modifiye edici strateji olarak Tablo 1’de belirtilmistir (Rao ve digerleri, 2023).
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Tablo 1. Miikemmel bir AD ilact i¢in belirli kriterler.
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BDNF (Beyin Tirevli Norotrofik
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NGF (Sinir Buytime Faktoru)
Netrin-1

ADNP (Aktiviteye Bagimli
Noroprotektif Protein)
SIRT1 (Sirtuin 1)

PP2A aktivitesi

Fagositoz

Insiilin hassasiyeti
Aksoplazmik tagima
Mitokondriyal fonksiyon
Kolinerjik nérotransmisyon
Uzun vadeli giiclendirme

Vit D, B12, ve Cinko
CGozuculer

Detoksifikasyon
Vaskularizasyon

CAMP

Glutatyon

Estradiol, progesteron, pregnenolon,
DHEA, GABA, serbest T3, serbest

T4, TSH

*
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e
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Homosistein

APP B-b6linme

APP y- bollinme
Kaspaz-6 boélinme
Kaspaz -3 boliinme
APP b-oligomerizasyon
P-tau ve PHF

Oksidatif hasar ve ROS Uretimi
NFkB

Glial skarlagsma
Inflamasyon
Sinaptoklastik sinyal
Noronal hiicre 6lum

Bu ilag, AD ile iliskili tiim parametreleri optimize edip, diizenleyerek etkili bir tedavi sunmalidir. ideal bir ilag,

AD'deki artis egilimli faktorleri azaltirken, azalma egilimli faktorleri artirarak dengeli bir yaklasim saglar (Rao ve
digerleri, 2023).

22



Bugiine kadarki sonuglar, SCI2, MCI veya AD'yi basaril1 bir sekilde tedavi etmek igin tek
terapotik bir ilag stratejisinin optimal olmayabilecegini gostermektedir. Bunun yerine, en
pragmatik yaklasim, AD patofizyolojisinin altinda yatan tabloda belirtilen hedefleri ayni anda
ele almay:1 igerir. Bu stratejilerin her birinin biligssel gerilemeyi tersine ¢evirdigi ve
noroplastisiteyi destekledigi gosterilmis olsa da, birlikte uygulandiklarinda, birlesik etkilerine

ek sinerjistik etkileri olabilir (Rao ve digerleri, 2023).

Su anda AD igin iki smif farmakolojik tedavi mevcuttur: kolinesteraz inhibitorleri
(donepezil, rivastigmin, galantamin) ve NDMA-reseptor antagonistlerini (memantin) icerir. Bu
ilaclar kotiilesmenin genel seyrini degistirmese de, bilissel ve davranigsal semptomlar1 6 aydan

birkag yila kadar iyilestirebilir (Malik ve digerleri,2022).

Asetilkolin; korteks, bazal ganglionlar ve 6n beyin boyunca aktiviteye sahip édnemli bir
norotransmitterdir. Hafiza, 6grenme ve bilisin diger temel yonlerinde énemli bir islevi vardir
ve noronal plastisiteyi gelistirmede rol oynar (Dodel, 2023). Antikolinesteraz inhibitorleri,
CNS'de gozlenen noronlar arasinda bilgi iletimini saglayan asetilkolinin seviyesini artirmak
icin tasarlanmis molekiillerdir. Donepezil, rivastigmin, galantamin, takrin gibi kolinesteraz
inhibitorleri, asetilkolini sinaptik yarikta parcalayarak kolinerjik iletimi gili¢lendiren
asetilkolinesteraz enzimini bloke eder (Katta ve digerleri, 2022; Yu ve digerleri, 2021) (Sekil
12).

2 1. SCI: Subjektif bilissel bozukluk (Subjective Cognitive Impairment). Bu terim, bireyin kendisinde hafif bilissel
bozulma belirtileri hissettigi ancak klinik olarak tani konulamayan bir durumu ifade eder.

2. MCI: Hafif biligsel bozukluk (Mild Cognitive Impairment). Bellek, diisinme, dil veya diger bilissel
yeteneklerde hafif diizeyde bozulma oldugu, ancak giinliik islevselligi etkilemedigi bir durumu tanimlar.
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Sekil 12. Kolinesteraz inhibitorleri asetilkolinesteraz enzimini engeller. Kolin, Asetilkolin (ACh) sentezi i¢in
anahtar substrattir. Glikoz, Krebs dongiisii ile par¢alandiginda iiretilen Asetil-koenzim A (Ac-CoA),
Kolin Asetiltransferaz (ChAT) enzimi ile birlikte ACh sentezini saglar. Norotransmitter ACh, sinapsta
salindiginda, postsinaptik muskarinik reseptore baglanir ve aktive ederek bir nérondan digerine bir sinyal
iletir. Presinaptik zardan sinaptik yariga salinan ACh, normalde Asetilkolinesteraz (AChE) tarafindan
hizla koline hidrolize edilir. Kolin, yeni ACh'yi sentezlemek i¢in presinaptik néron tarafindan yeniden
alinir. AD'li kisilerde ACh eksikligi vardir ve beyinlerindeki ACh seviyeleri normal insanlardan ¢ok daha
diisiiktiir. AChE Inhibitdrleri, AChE'nin aktivitesini inhibe ederek, AD hastalarinin bilissel bozuklugunu
hafifleten ACh konsantrasyonu arttirir. (Chen ve digerleri, 2022).

Kolinerjik sinapslar, striatum, limbik sistem, talamus ve neokortekste ¢cok sayida bulunur,
bu da onlarin hafiza ve 6grenme gibi daha yiiksek beyin fonksiyonlarinda ¢ok énemli bir rol
oynadiklarint diislindiiriir. Kolinerjik iletim, cesitli arastirmalarin gosterdigi gibi beyin

homeostazini korumada dnemlidir (Prajjwal ve digerleri, 2023).

Diger tedavi yolunda anti-glutaminerjikler, N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorlerinin
rekabetci olmayan bir antagonisti olarak glutamat seviyelerine miidahale ederler (Orn:
memantin). Glutamat, beynin 06grenme ve ezberleme islevlerinde rolii olan bir
norotransmiterdir.  Yiksek glutamat seviyeleri, ndronlarin Olimiine neden olan

eksitotoksisiteye neden olur. NMDA reseptorii kalsiyum iyonlarinin hiicreye girmesine izin
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vererek calisir ve bdylece norotransmisyonu kolaylastirir (Dodel, 2023). Glutamata asir1 maruz
kalma veya bunun NMDA reseptoriiniin asirt uyarilmasi olarak tanimlanan eksitotoksisite,
noronal kayiptan sorumludur. Kolinerjik noronlarin da kaybinin bu siirecten etkilenerek

hiicrelere asir1 kalsiyum akisina neden oldugu diisiintilmektedir (Passeri ve digerleri, 2022).

Bu ilag¢ tedavileri, hastaligin gelisimini geciktirmek, biligsel islevleri gegici de olsa
stabilize etmek ve davranis bozukluklarini kontrol altina almak icin kullanilir. Iyilestirici
olmasa da tedaviler AD'li kisiler ve bakicilar1 i¢in bagimsizligin korunmasini ve yasam
kalitesinin iyilestirilmesini saglar. Ancak etkinligi kismi ve en iyi ihtimalle gegici olan bu
tedaviler, AD'nin nedeninden ¢ok sonugclarini etkiler. Denenen ilag tedavileri, nérodejenerasyon
stireci olugsmadan Onceki asemptomatik erken asamada daha faydali olabilir. Dolasimdan BBB
yoluyla CNS'ye gecisin kisitli olmasi, beyin ilact hedeflemesindeki en biiylik zorluk olmak
tizere hedef dis1 ilag etkileri ve immiinolojik anormallikler de bu tedavilerin etkinligine engel
olur. Birgok ilag denemesi, AD'deki BBB'deki gegirgenlik sorunlari nedeniyle basarisiz olur

(Passeri ve digerleri, 2022).

Sporadik AD icin en 6nemli risk faktorlerinden biri cinsiyettir ve etkilenenlerin
%60'1ndan fazlasina postmenopozal kadinlar katkida bulunur. Arastirmacilar, kadinlarin tiim
AD hastalariin yaklasik tigte ikisini olusturdugu gergegine dayanarak, 17B-estradioliin disi
beynini AD gelisiminden koruyarak noroprotektif bir etki gosterdigini One siirdiiler. Son
bulgularla dstradioliin bilis ve hafizay: igeren sinyalleme ve transkripsiyonel yollardaki rolu
desteklenir. AD'de estradioliin ndroprotektif etkisinin mekanizmasini anlamak i¢in daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulurken, AD riski tasiyan kadinlar i¢in hormon replasman tedavisinin
(HRT) basarili bir miidahale olarak kullanilmasi koruyucu bir tedaviyi olusturur (Rao ve
digerleri, 2023).

AD’nin semptomatik tedavisi i¢in ayrica monoklonal antikorlara basvurulmustur.
Amiloide kars1 iki antikor (aducanumab, lecnumab) yakin zamanda ABD'de onaylanmustir;
Aducanumab, Avrupa diizenleyici otoritelerinden Avrupa i¢in onay almamistir ve lecanumab
heniiz test edilmemistir. Donanemab gibi bagka antikorlar da test i¢in gelistirilmektedir (Dodel,

2023).
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2.10. Beyin Kaynaklh Norotrofik Faktor

Sinir blyime faktori ailesinin norotrofinleri, CNS’de noronlarin biiyiimesi, hayatta
kalmas1 ve farklilasmasindaki rolleriyle en iyi bilinen ¢oziiniir polipeptitlerdir. Norotrofinler

asagidaki ligandlart igerir ancak bunlarla sinirl degildir:

v" Sinir Bllyiime Faktorii (NGF)

v Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF)
v" Norotrofin-3 (NT-3)

v Norotrofin 4/5 (NT4/5)

Norotrofinler, Tumor Nekroz Faktori (TNF) ve Sinir Buyime Faktéri Reseptori
(NGFR) gibi diisiik afiniteli reseptorleri ve Norotrofin Tirozin Reseptor Kinazlar (NTRK) gibi
yiiksek afiniteli reseptorler araciligiyla sinyal verirler. Spesifik olarak, NGF tercihen Norotrofik
Tirozin Reseptori Kinaz-1'i (NTRK1) aktive ederken, BDNF ve NT4/5 daha once
Tropomiyozinle Iliskili Kinaz Reseptorii-B (TRK-B) olarak bilinen NTRK2'yi aktive eder ve
NT-3 tercihen NTRKS3 yoluyla sinyal verir. Noérotrofinlerin CNS’de ki rolii iyi belirlenmis olsa
da, periferik dokularda anahtar duzenleyici proteinler olarak énemlidir (Chow ve digerleri,
2020).

Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF), CNS'de en ¢ok calisilan ve karakterize edilen
kucuk bir dimerik protein olan norotrofik faktorlerden biridir. TRK-B baglayarak hem periferik
sinir sisteminde hem de CNS’de ndronlarda ndrotransmisyonu, ndronal rejenerasyonu,
morfolojiyi ve fonksiyonel sinaptik plastisiteyi siirdiirmek igin yasam boyunca kortikal

devrelerde aktif olarak iiretilir ve kullanilir (Arora ve digerleri, 2022).

BDNF-NTRK2 etkilesimleri, yalnizca ndronal hayatta kalmayi, farklilagmayi,
biliylimesini ve bakimini indiikleme yetenegine sahip degildir; anjiyojenezi, hiicresel
proliferasyonu, hiicresel adezyon, apoptoza direng ve iireme sirasindaki tiim 6nemli fizyolojik
siireclerde de yer alir (Chow ve digerleri, 2020). Ayrica BDNF, sinaptik plastisiteyi ve bunun
molekiler mediyatdrlerini ¢oklu noérotransmiter sistemlerinde moddle edebilir. (Hong ve
digerleri, 2011).

BDNF yetiskin memeli beyninde yaygin olarak eksprese edilir, en yiiksek seviyeler
hipokampusta bulunur, bunu serebral korteks takip eder. Korteks ve hipokampiis bolgelerinden
izole edilen astrositler, glial hiicreler ve glutamaterjik néronlar tarafindan ifade edilir ancak

striatum ve mikroglia tarafindan ifade edilmez (Hong ve digerleri, 2011).
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BDNF transkripti, ¢esitli promotorler, DNA metilasyonu ve alternatif splays tarafindan
dizenlenir. BDNF'nin ekspresyonu, hem transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi
seviyelerde birgok islem tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. BDNF seviyelerinin nasil
diizenlendigi hakkinda bir¢ok bilgi bulunmasina ragmen, hiicre alt1 lokalizasyon ve translasyon
gibi transkripsiyon sonrasi diizenlemenin ayrintili mekanizmalar1 hala tam olarak agikliga

kavusturulmay1 beklemektedir (Shrestha ve digerleri, 2019).

2.11. BDNF Gen Yapisi ve Transkriptler

Ortak protein kodlayan 3' ekson ile birlikte eklenmis ¢ok sayida 5' kodlamayan ekzondan
olusan BDNF geninin ekspresyonu, uyarana 6zg, hiicre tipine 6zgi ve beyin bolgesine 6zgi
farkli promotdr bolgeler tarafindan kontrol edilir (Sekil 13). Insan BDNF geni, kromozom
11p14.1'eslenmistir; doku ve beyin bolgesi spesifik olarak on bir ekzon ve dokuz fonksiyonel

promotordan olusur (Esvald ve digerleri, 2022; Hong ve digerleri, 2011).

aalaal8 aa 128 aa 247
v oy y :
HZN—‘ s.s I pro-domain l mature domain l—COOH preproBDNF
aa19 aa 66 aa 128 aa 247
‘ ‘ Val - Met ‘ ‘
| | | | proBDNF
*
196G/A
(rs6265) K\
[ BDNF pro-peptide
aa 129 aa 247
v v
[ | mBDNF

Sekil 13. BDNF gen yapisi. PreproBDNF, ii¢ diziden olusur: sinyal dizisi (ss), pro-domain ve olgun domain.
PreproBDNF'nin hiicre i¢inde veya hiicre disinda boliinmesi, fonksiyonel olarak etkin izoformlar Gretir:
BDNF pro-peptit ve olgun BDNF (mBDNF), her biri belirli bir reseptor tipine 6zgiin bir baglanma
sergiler. Oklar, olgun BDNF'nin islenmesinde yer alan bilinen proteaz kesim bolgelerini gosterir.

(Colucci-D'Amato ve digerleri, 2020).
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BDNF'nin iiretimi ve olgunlasmasi, ¢esitli oncii izoformlarin olusumunu igeren karmasik
bir siirectir. 1982'de kesfedilen BDNF proteini, endoplazmik retikulumda preproBDNF (32-35
kDa) olarak sentezlenen ve katlanan, 247 amino asitlik olduk¢a korunmus bir proteindir. Golgi
aygitina gectikten sonra, 6n bolgedeki sinyal dizisi hizla boliiniir ve proBDNF izoformu (28-
32 kDa) olusur. ProBDNF daha sonra olgun form olan mBDNF'ye (13 kDa) doniismek iizere
bolundr. ProBDNF'nin hiicre igindeki proteolitik bolunmesi, furin gibi endoproteazlar olan

subtilisin-kexin ailesi veya hiicre i¢i vezikiillerdeki konvertazlar tarafindan gergeklestirilebilir.

BDNF, insanlarda 11 farkli ekzon, kemirgenlerde ise dokuz farkli ekzon ve her iki grupta
da dokuz alternatif baglangi¢ bolgeli promotdre sahip karmagik bir gen yapisina sahiptir. Bu
karmagikliga ragmen, kodlama dizisi hem insanlarda hem de kemirgenlerde ekzon IX'da
bulunur. Bu ekson, proBDNF proteini kodlayan ortak diziye sahiptir. Diger tiim ekzonlar ise
insan BDNF geninin 1, VII, VIII ve IX ekzonlar1 arasinda yer alan transle edilmemis
bolgelerdir. Ekson IX, tiim BDNF mRNA izoformlarinda ortak olarak bulunur. Bu dokuz
alternatif promotoriin, BDNF'nin karmasik zaman ve gevresel kosullarda genin g¢esitli
uyaranlara tepki verme yetenegine olanak ifadesini diizenleyebilecegi diisliniilmektedir.
Ornegin, insan beyin dokularinda tiim ekzonlar ifade edilir, ancak farkli beyin yapilarinda ve
farkl1 diizeylerde olabilir. Ote yandan, insan kalp dokusu yiiksek seviyelerde BDNF izoformlari
ifade ederken sadece ekzon IV ve ekzon IX'u icermektedir (Colucci-D'Amato ve digerleri,
2020).

Bagka bir ornek olarak, farelerde BDNF ekson II veya ekson IX iceren BDNF
transkriptleri hipokampuste ylksek diizeyde ifade edilirken korteks bdlgelerinde cok daha
diisiik duzeylerde ifade edilir. TUm rat veya insan BDNF lokusunu igeren transgenik fareler,
transgenin hipokampal dentat girus hiicrelerinde BDNF ifadesini yeniden olusturamadigini
gostermistir, bu da korteks ve hipokamplis arasindaki BDNF ifadesinde farkliliklar oldugunu
ima etmektedir. Farkli BDNF transkriptlerinin ifadesi, sizofreni hastalarinda, antidepresan
tedavisi yanitlarinda ve farelerde kronik hafif stres etkisi altinda beyin bolgelerine 6zgii bir
sekilde diizensizdir. Genel olarak, BDNF'nin ifadesi, saglik ve hastalik durumlarina bagli olarak

farkli beyin bolgelerinde degiskenlik gosterir (Esvald ve digerleri, 2022).
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2.12. BDNF’nin Merkezi Sinir Sistemindeki Rolleri

BDNF, hipokampus ve diger beyin bolgelerinde sinaptik iletim ve Uzun Siireli Giiglenme
(LTP) tizerinde 6nemli bir diizenleyicidir ve belirli hafiza tiirlerinin olusumunda rol oynar.
BDNF'nin LTP Uzerindeki etkileri, Trk-B reseptorleri araciligiyla gergeklesir ve bu reseptorler
Ras/ERK, fosfatidilinositol 3-kinaz/Akt ve Fosfolipaz C-Gamma (PLC-y) yollarmin
aktivasyonuna baghdir. BDNF'nin LTP'deki rolii en iyi hipokampusda ¢alisilmis olup,
norotrofinin presinaptik ve postsinaptik duyarliligini sinaptik plastisitede uzun stireli bir artiga
neden olmak i¢in modiile ettigi diisiiniilmektedir. Son ¢aligmalar, BDNF'nin dendritler boyunca
mRNA taginimini ve bu mRNA'larin sinapsta translasyonu, protein sentezi baglatma ve uzama
asamalarini diizenleyerek ve belirli miRNA'lara etki ederek diizenledigini gostermistir (Leal ve

digerleri, 2014).

BDNF'nin en aktif oldugu ti¢ alanin hipokampus, korteks ve bazal 6n beyin oldugu
belirtilmistir. Hem dolasimda hem de CNS dokularinda degisen BDNF diizeylerinin,
Alzheimer, Parkinson (PD), Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ve Huntington hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde yer aldigi bilinir. BDNF ekspresyon diizeyi AD
hastalarinda saglikli kontrollere gore daha diisliktiir ve benzer sonuglar AD hayvan
modellerinde de bulunmustur. Onceki calismalar gdstermistir ki BDNF, TrkB ve ERK1/2
sinyalini aktive ederek AP peptidinin norotoksisitesine karst koruyucu bir etki saglar ve AP
peptidinin neden oldugu hasar1 onarir (Li ve digerleri, 2017). Bu nedenle, BDNF sinyalinin
manipiile edilmesi, ¢esitli ndrolojik bozukluklari tedavi etmek i¢in uygun bir yaklagim sunabilir

(Eyileten ve digerleri, 2021).

BDNF proteini ayrica sinir sisteminin diginda, endotelyal hiicreler, kardiyomiyositler,
karacigerde ve yag dokularinda kesfedilmistir. Daha sonra lenfositler ve monositler gibi
bagisiklik hiicrelerinde de bulunmus. Bu nedenle, kanser, anjiyogenez, karacigerden glikoz
tiretiminin azalmasi ve periferik dokularda glikoz aliminda da yer alabilir (Colucci-D'Amato ve

digerleri, 2020).

NGF, BDNF ve NT-3 gibi norotrofik faktorler, noronlarin yenilenmesini, hayatta
kalmasimi ve korunmasini desteklediginden, bu proteinleri kodlayan genlerin polimorfizmi,
AD'de oldugu gibi nérodejeneratif degisikliklere duyarlilik kazandirabilir. BDNF proteini i¢in,
AD'li hastalarin 6liim sonras1 hipokampiisiinde ve temporal korteksinde azalmis mRNA

ekspresyonu gozlendi. Immiinohistokimya ve Western blot calismalari, AD'de frontal korteks
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ve hipokampusta BDNF/TrkB noérotrofik sinyal yolunda segici bir diisiis oldugunu ortaya
koydu. Entorhinal kortekste daha diisiik BDNF seviyeleri de AD'de tespit edilmistir. BDNF'nin
AD ve diger norodejeneratif hastaliklar iizerinde terapotik etkileri oldugu one siirtilmiistiir. Bu

bircok kanit, BDNF genini AD i¢in énemli bir aday gen yapar (Kunugi ve digerleri, 2001).

2.13. BDNF'nin Alzheimer Tipi Demansta Noéroprotektif Rolu

Norodejeneratif Alzheimer hastaligi i¢in su anda etkin bir tedavi yontemi
bulunmamaktadir. BDNF diizeylerinin de yasam tarz1 faktorlerinden (diyet, fiziksel aktivite
vb.), ilaglardan ve hormonlar gibi cinsiyete 0zgii faktorlerden etkilendigi bilinmektedir.
(Piancatelli ve digerleri, 2022). Bu nedenle, fiziksel egzersizin, zenginlestirilmis bir ortama
maruz kalmanin, metabolik degisikliklerin, beslenme ve biligsel miidahalenin, hastaligin
baslangicini geciktirerek veya seyrini frenleyerek nérodejenerasyon lizerinde koruyucu bir rol
oynayabilecegini gosteren deneysel bulgular, AD’nin klinik uygulamasin da yararli olabilecegi
konusunda umudu artirmaktadir. BDNF, yukarida belirtilen ¢evresel uyaranlarin néroprotektif
etkilerine aracilik etmek icin ¢ok 6nemli veya hatta bazi durumlarda gerekli goriinmektedir
(Sekil 14). Ozellikle, BDNF'nin zenginlestirilmis ¢evre, hormonal denge (kortizol ve
testosteron gibi steroid hormonlar) ve BDNF seviyesini artirabilen beslenme miidahalesi (a¢
kalma, diisiik kalorili alim, diisiik karbonhidratl diyet, se¢ici besin alimlar1) gibi bir dizi kosulla
uyarilabilen hipokampal yetiskin nérojenezinden sorumlu oldugu iyi bilinmektedir (Colucci-

D'Amato ve digerleri, 2020).
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Sekil 14. AD ile ilgili BDNF'nin aracilik ettigi molekiiler mekanizmalar. Epigenetik diizenleme siireclerine etken
olan dis uyaranlar (stres, anne yoksunlugu veya aktivite eksikligi), BDNF ekspresyonu diizeyinde ve
noronal aktivitede bir azalmaya neden olabilir. Bu, AD’ye katkida bulunabilecek atrofi, ndronal 6lim ve
biligsel gerileme ile sonuglanir. Bu patolojide, downstream Akt ve ERK sinyalini aktive eden BDNF/TrkB
sinyali degistirilir. Bu nedenle, bu tiir degisiklikler CREB sinyalinin bozulmasina neden olarak BDNF
asag1 regiilasyonuna neden olur. Fosforilasyonun (P) degistirilmesi, transkripsiyonel makineyi inhibe
eder. (Colucci-D'Amato ve digerleri, 2020).

Norotrofinler, norodejeneratif bozukluklara kars1 koruyucu islevlere sahip olduklar1 ve
gec evrelerde ve daha ciddi hastaliklarda azaldiklart bulundugundan, AD'nin patogenezinde ve
ilerlemesinde yer alabilirler. Bunun yaninda Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif
hastaliklardan etkilenen hastalarda azalmig bir BDNF seviyesi bulunmustur. Bu seviye hafiza,
diistinme ve muhakeme becerileri dahil olmak iizere biligsel yeteneklerde hafif bir diisiis ile
karakterize edilen AD'nin prodromal asamasidir. Baz1 durumlarda, BDNF seviyesi, BDNF ile
AD arasinda patogenetik bir baglantiya isaret ederek, hastaligin ciddiyeti ile iligkilidir. Serumda

veya Oliim sonrast beyinde BDNF'nin arttigini bildiren bazi makaleler olmasina ragmen, bunun
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nedeni immiin hiicrelerden salinmas1 veya BDNF'yi yiikselttigi bilinen antidepresanlar gibi

farmakolojik tedaviler olabilir (Piancatelli ve digerleri, 2022).

AD’nin hayvan modellerinde, viral vektorlerin kullanildig1 olduk¢a invaziv BDNF gen
terapisi, gelismis sinaptik protein ekspresyonu, noronlarin proliferasyonu ve amiloidojenik

stireclerin zayiflamasini basarili bir sekilde gostermistir (Arora ve digerleri, 2022).

Yetiskin hipokampal nérojenezinin, yalnizca BDNF ile kombine halde AD hafiza
bozuklugunu onleyebildigine, oysa norojenez deneysel olarak bloke edilirse, BDNF'nin yararli
etkiler gostermedigine dair bulgular elde edilmistir. Nihayet bu nedenle, hem BDNF sinyalini
hem de norojenezi destekleyen ajanlar, AD'yi 6nlemenin veya iyilestirmenin anahtari olabilir
(Colucci-D'Amato ve digerleri, 2020).

2.14. MikroRNA (miRNA)

MikroRNA'lar, transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun diizenleyicileridir. Hedef
mRNA'larin 3' UTR bdlgelerine baglanarak ve bunlarin degredasyonunu tesvik edebilen veya
translasyonunu baskilayabilen, 18-25 niikleotid uzunlugunda, evrimsel olarak korunmus kiigiik,

kodlayict olmayan tek sarmalli RNA molekiilleridir (Eyileten ve digerleri, 2021).

Okaryotik hiicreler, viriisler tarafindan aktarilan ¢ift zincirli RNA’nin (dsRNA)
enfeksiyonuna karsi1 hiicresel bir bagisiklik tepkisi olustururlar. Eksojen dsRNA ile enfekte
olmus hiicreler, dsRNA'y1, eslesen endojen mRNA dizilerine baglanan siRNA'lara(small
interfering RNA) doniistiiriir. Boylece viral replikasyon icin gerekli proteinlerin mRNA’larina
komplementer siRNA’lar olustururak mRNA’larin bozulmasini saglar. Bu hiicresel siirecin ad1
RNA interferansidir; bilim insanlar1 Fire ve Mello, RNAi'yi kesfettikleri i¢in 2006 yilinda
Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii'ne layik goriilmiistiir (Saugstad, 2010).

2.14.1. MiRNA Biyogenezi

RNA interferansi; genomdan transkribe edilen mikroRNA'lar, transpozonlardan tlreyen
endojen siRNA'lar, dsRNA virlsleri veya deneysel manipllasyonlarla enfeksiyondan

kaynaklanan eksojen siRNA'lar gibi faktorleri igerir (Sekil 15).
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Sekil 15. RNA interferans; miRNA ve siRNA Biyogenezi (Saugstad, 2010).

MiRNA'lar, intragenik veya intergenik DNA bolgelerinden genellikle RNA polimeraz 11
tarafindan kopyalanan birincil transkriptler (pri-miRNA'lar) adi1 verilen farkli uzunluklardaki
daha uzun transkriptlerden dretilir. Pri-miRNA'lar ¢cekirdekte, bir RNase |11 enzimi olan Drosha
ve onun kofaktorii tarafindan olusturulan mikro islemci kompleksi tarafindan islenir. Siirecte
pre-miRNA'lar olarak adlandirilan 70-100 nt'lik kiigiik hairpin yapisi tagiyan transkriptlerin

uretilmesine yol acar (Fontana ve digerleri, 2015).

Pre-miRNA olgunlastirilmasi i¢in Exportin-5 araciligiyla sitoplazmaya ihrag edilir. Dicer
daha sonra pre-miRNA'y1, 20 ila 25 niikleotidlik olgun miRNA'ya ayirir. Bazi durumlarda
olgun mikroRNA'lar her iki sarmaldan Gretilir ve miR-X/miR-X * olarak adlandirilir ve yildiz
isareti daha az baskin olarak ifade edilen transkripti gosterir. Dicer tarafindan kesilen tek zincirli
miRNA’lar daha sonra Argonaute (Ago) proteinlerine baglanarak RNA Kaynakli Susturma
Komplekslerini (RISC'ler) olusturur. Paralel yollar, endojen veya eksojen dsRNA'lardan
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siRNA'lar olusturur, ancak Dicer ve Ago proteinlerinin farkli izoformlarini kullanir (Saugstad,

2010).

2.14.2. MiRNA’nin mRNA Hedeflerini Diizenlemesi

RISC'lerdeki mikroRNA'lar, cogunlukla mRNA hedeflerinin 3’-UTR'sindeki dizilimlerle
Watson-Crick baz ciftleri olustururlar. mRNA hedef secimi i¢in temel 6zgiilliik belirleyicisi,
mikroRNA igindeki sinirl1 bir bolge olan 'seed' dizisidir. Ancak, mikroRNA'ya bagli proteinler
veya onlarin mRNA hedefleri arasindaki etkilesimler de hedef sec¢imini etkileyebilir.
MikroRNA'lar, oncelikle posttranskripsiyonel gen ekspresyonunu, mRNA hedeflerinin

translasyonel baskilama veya degradasyonu yoluyla diizenler.

Translasyonun baslamasi, Eukaryotik Baslatma Faktori 4E ile olgun mRNAlardaki 7-
metilguanozin dizisi arasinda dogrudan bir etkilesimi gerektirir. MikroRNA'lar mRNA nin 3'-
UTR'sine baglandiginda, RISC'teki Ago proteinleri mRNA'min 7-metilguanozin baslig: ile
etkilesime girer, bu da Eukaryotik Baslatma Faktorii 4E'nin mRNA'ya baglanmasini ve
translasyonunu bloke eder. Bu, mikroRNA'lar tarafindan diizenlendigi bilinen en eski olaydir,

ancak daha fazla mRNA bozulmasi, mRNA susturulmasini giiclendirmeye hizmet edebilir

(Saugstad, 2010).

MikroRNA fonksiyonu, mRNA'nin belirli bir bolgesine bagli olmadigi i¢in, caligmalar,
mikroRNA-riboniikleoprotein birlikteliginin hedef mRNA'da (3'-UTR veya 5'-UTR) herhangi
bir konumda, baslatmadan sonraki bazi adimlarda translasyon baskilama i¢in yeterli oldugunu
gostermektedir. Bu bulgu, mikroRNA'larin mRNA kodlama bdlgelerindeki dizilimleri
hedefledigini gosteren ¢oklu bagimsiz ¢alismalarla da uyumludur, ancak etkileri 3'-UTR'deki
bolgelere gore daha zayif olmasina ragmen, mRNA kodlama bolgelerindeki dizileri hedef

aldigini gosteren ¢ok sayida bagimsiz ¢aligsma ile tutarlidir (Fontana ve digerleri, 2015).

MikroRNA'lar ve bunlarla iligkili RISC'ler bir mRNA hedefine baglandiktan sonra, tiim
kompleks isleme organlarina ayrilabilir. Isleme organlarinda RISC'ye bagli mRNA'larn
tutulmas1 sinapslarda da meydana gelir, bu mekanizmanin sinaptik aktiviteye yanit olarak

mRNA translasyonunun énemli bir diizenleyicisi oldugunu 6ne siiriiliir (Saugstad, 2010).
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2.14.3. Norodejeneratif Bozukluklarda miRNA’lar

MiRNA'lar sinir sisteminde bol miktarda dokuya 6zgii bir sekilde eksprese edilir ve
ndrojenez, noronal olgunlagma, sinaps olusumu, akson rehberligi, norit bliylimesi ve néronal
plastisite dahil olmak {iizere cesitli biyolojik siireclerde gen ekspresyonunu diizenlerler

(Eyileten ve digerleri, 2021).

Norodejeneratif bozukluklarin nedeni olarak farkli mekanizmalar rol oynasa da, son
caligmalar RNA islemlerindeki anormalliklerin artan kanitlarim1  gostermekte ve
norodejenerasyon silirecinde ekspresyonu degistirdigi icin RNA'nin olast roliinii
vurgulamaktadir. Bazi noérodejeneratif hastaliklar i¢in, mRNA toksik-fonksiyon kazanimi
onerilirken, diger norodejeneratif bozukluklar ise degismis veya kayip olan kodlamayan RNA

ve RNA baglama aktiviteleri yoluyla etkilenmektedir (Fontana ve digerleri, 2015).

Hayvan modellerinde ve hastalardan alinan Oliim sonrast beyinlerde yiiriitiilen
arastirmalar, bircogu noroprotektif/noérodejeneratif siireglerde yer alan ve anahtar hastalik
genlerini hedef alan ¢esitli miRNA'larin seviyelerinde bir diizensizlik oldugunu gdstermistir.
MiRNA'lar hiicrelerde iiretilmelerinin yani sira, BOS’ta, kan ve tiirevleri (plazma ve serum)

dahil olmak iizere gesitli viicut sivilarinda da salinir (Maffioletti ve digerleri, 2020).

Kiimiilatif kanitlar, mikroRNA'larin CNS bozukluklar1 igin yeni terap6tik hedefler olarak
ortaya ¢iktigin1 gostermistir. MiRNA'lar, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, metabolizmast,
apoptoz, bagisiklik tepkileri ve diger patofizyolojik siiregler dahil olmak tizere ¢ok cesitli
biyolojik aktivitelerde yer alir (Shao ve Xu, 2022).

Bircok aragtirma, miRNA profilinin patolojik kosullarda degistigini géstermektedir. Bu
baglamda, hastaliklar ile miRNA'lar arasindaki iligkiler, 6zellikle miRNA'larin ¢oklu hedefleri
diizenleme yetenegi gibi 6nemli 6zellikleri sayesinde Alzheimer gibi ¢ok faktorlii hastaliklarin
anlasilmasi ve arastirilmasi acgisindan umut vericidir (Lee ve digerleri, 2021). Dolasimdaki
miRNA'lardaki AD ile iliskili degisiklikler, birka¢ ¢alisma tarafindan tanimlanmis ve AD'nin
hem teshisinde hem de prognozunda yardimci olabilecek invaziv olmayan ve hassas

biyobelirtegler olarak onerilmistir (Maffioletti ve digerleri, 2020).
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2.14.4. BDNF’yi Diizenleyen miRNA’larin AD’deki Etkileri

Cesitli BDNF transkriptlerinin farkli fonksiyonlarim1i anlamak, spesifik eksonlarin
ekspresyonunun modiilasyonunu ve BDNF ile iligskili miRNA'larin fonksiyonunu arastirmak,
cevresel hareketlere cevaben gen ekspresyonundaki kalic1 degisiklikleri eski haline getirmek
icin umut verici bir yol sunabilir. Bu da, ndrodejeneratif bozukluklarin tedavisi igin yeni

terapotik perspektifler acabilir (Colucci-D'Amato ve digerleri, 2020).

Biriken veriler, BDNF sentezinin miRNA'lardan etkilenebilecegini, aslinda BDNF ve
miRNA'lar arasinda diizenleyici bir negatif geri besleme dongiisii oldugunu gostermektedir.
BDNF tedavisi, ndronal miRNA ekspresyonunu uyarirken, miRNA'lar genellikle BDNF
ekspresyonunu inhibe eder. Bu negatif geri besleme déngusi, normal hicrelerde bir denge
durumunda tutulur. miRNA'lardaki veya BDNF'deki degisiklikler, norodejeneratif hastaliklar
veya noropsikiyatrik bozukluklarda yer alan patojenik mekanizmalara katkida bulunur

(Colucci-D'Amato ve digerleri, 2020).

Yapilan c¢alismalar, BDNF ve miRNA'lar arasindaki etkilesimin AD'nin
patofizyolojisinde anahtar rol oynayabilecegini gostermistir. miRNA'lar, BDNF'nin
ekspresyonunu diizenleyebilir ve bu etkilesim, AD'nin patolojisinde rol oynayarak potansiyel
olarak yeni tedavilere aracilik edebilir. Literatiirde Alzheimer hastaliginda BDNF gen
polimorfizmleri ve BDNF ekspresyon caligmalari yer alirken, BDNF’yi diizenleyen miRNA

polimorfizleri ile ilgili iliskiyi gosteren ¢alismalar mevcut degildir.

Tek nikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) insan poptlasyonunun en az %21'inde bulunan
ve genom boyunca ortaya c¢ikan nokta varyasyonlaridir. Insan popiilasyonunda bulunan
SNP'ler, hastaliklarin gelisimi ve hastalarin ilaglara tepkisi ile iliskilendirilmistir (Emahazion
ve digerleri, 2001). Bu sebeple miRNA SNP'lerinin BDNF’ye baglanan transkripsiyon
faktorlerini ve transkripsiyonel yaniti etkileyerek AD’nin patofizyolojisini etkileyebilecegini
diistindlk. Arastirmamizda, Alzheimer hastaliginda BDNF genini diizenleyen miRNA
polimorfizmleri arasindaki iliskiyi incelemek icin Genom Capinda iliskilendirme Caligmalari
(GWAYS) verilerinde tanimlanmis olan bdlgelerde yer alan ve Alzheimer riski ile baglantili
oldugu bilinen 5 miRNA hedef bolgelerindeki polimorfizmleri ele aldik. BDNF’yi diizenleyen
miRNA'lara dair daha fazla aragtirma, AD'nin patofizyolojisini daha 1yi anlamamiza ve yeni
tedaviler gelistirmemize yardimci olabilir. Bu sebeple calismamizda miRNA baglanmasini

modiile etmesi muhtemel olan fonksiyonel miRNA SNP'lerini tanimlamay1 amagladik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahisma Gerecleri

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Mikropipet Seti (Eppendorf)

Otomatik Pipet (Viaflo Voyager Digital Pipet)

Sicak Su Banyosu (ISOLAB Su ve Yag Banyosu)

Derin Dondurucu (Nive FR 290)

Buzdolab1 (Beko 754140)

Class 11 Biogiivenlik Kabini (Niive LN 120)

Santrifuj (Eppendorf Centrifuge 5702)

Plate Santrifiij (EcoMate 2500 rpm)

Calkalamali Isitict (PhileKorea Heating Block Shaker)

Plate Karistiric1 (PhileKorea Multi Shaker)

Mikrosantrifiij Cihaz1 (ISOLAB Santrifij Mini 7000 rpm)
Vorteks (ISOLAB Laborgerate)

Spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop 1000 V3.7)
PCR (BIOER Gene-Pro Thermal Cycle)

Entegre Akiskan Devre (Fluidigm Integrated Fluidic Circuit (IFC))
Real-Time PCR (Fluidigm BioMark HD)

NN N N N N N N N N N U N N

3.1.2. Kullanilan Yazilimlar

v G-Power Meta Analiz Programi
v Fluidigm Primer Tasarlama Platformu D3 Testi
v" Fluidigm SNP Genotyping Analysis Software



3.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

NN N N N N T A N N N RN

EDTA’I Tipler

Buz Akusu

Filtreli DNase-RNase Free Mikropipet Uglari
96’11k Piko Plate

96 kuyulu Well Plate

8’11 Strip Tipler

PCR Tupu ve Santrifuj Tupu
Ependorf Tupler (1,5 ml, 2 ml)
Spin Kolonlar

Collection Tupleri (1,5 ml, 2 ml)
Seal

Seal Kapatici

3.1.4. Kullanilan Kimyasallar

NN N N N N N U N RN

<\

Hasta ve Kontrol EDTA’li Kan Numuneleri

%96-100 Absolute Etanol (Analitik olarak saf )

Molekiiler Stmif dH,0

Proteinaz K

Binding Buffer

Wash Buffer W1

Wash Buffer W2

Eltsyon Buffer

Lokus Spesifik Primer (LSP) (Fluidigm, Cat.No: ASY-GT-XS)

Spesific Target Amplifikasyon (STA) Primer (Fluidigm, Cat.No: ASY-GT-XS)
Allel Spesifik Primer 1/ Allel Spesifik Primer 2 (ASP1/ASP2) Karigimi (Fluidigm,
Cat.No: ASY-GT-XS)

DNA Suspension Buffer (Teknova, Cat.No: T0223)

10X SNPType STA Primer Pool

Multiplex PCR Master Mix (Qiagen, Cat.No: 206143)
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10X SNPtype STA Primer Pool (Fluidigm, Cat.No: ASY-GT-XS)
RNase-DNase Free Water (Qiagen, Cat.No: 129114)

2X Assay Loading Reagent (Fluidigm, Cat.No: 100-7611)

2X Fast Probe Master Mix (Biotium, Cat.No: 31005)

20X SNPtype Sample Loading Reagent (Fluidigm, Cat.No: 100-7608)
60X SNPtype Reagent (Fluidigm, Cat.No:100-7607)

ROX (Biotium, Cat.No: 29052)

SR N N N N SR

3.1.5. Kullanilan Kitler

v' Genomik DNA Izolasyon Kiti (Diagnovital RTA)

3.1.6. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

=  Proteinaz K Hazirlanmasi

[k kullanimdan 6nce Proteinaz K tiipiine, tipln Ustlinde ve asagidaki tabloda belirtildigi
miktarlarda dH, O eklendi ve vorteks yapilarak iyice ¢ozildi (Tablo 2). Daha sonra 2-8 °C *de
saklandi. Uzun siireli kullanim i¢in ise enzim tercih edilen miktarlarda aliqotlanarak —20 °C *de

saklandi.

Tablo 2. Proteinaz K i¢in gerekli bilesenler.

Proteinaz K
Test sayisi Eklenecek dH,0
50 test 1,1 ml
100 test 2,2ml
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=  Wash Bufferlarin Hazirlanmasi

Wash Buffer W1 ve Wash Buffer W2 kit icerisinde konsantre halde geldi. ilk kullanimdan
once sisenin Ustiinde ve asagidaki tabloda belirtildigi miktarlarda etanol (%96 —100) eklendi

(Tablo 3, Tablo 4).

Tablo 3. Wash Buffer W1 igin gerekli bilesenler.

Wash Buffer W1

Test Sayisi Orjinal Miktar Eklenecek Etanol
50 test 19 mi 19 mi
100 test 38 ml 38 ml

Tablo 4. Wash Buffer W2 igin gerekli bilesenler.

Wash Buffer W2

Test Sayisi Orjinal Miktar Eklenecek Etanol
50 test 28,5 ml 9,5ml
100 test 57 mi 19 ml

3.2. Deneysel Calisma Tasarimi

Aydin Devlet Hastanesi Psikiyatri poliklinigine bagvuran ve ¢alismaya katilmay1 kabul
eden Alzheimer Tipi Demans hastalar1 ile yine Psikiyatri poliklinigine bagvuran ve Alzheimer
tipi Demans ile baska norodejeneratif hastaligi bulunmayan ayni yas grubunda kontrol grubu
bireyleri Etik Kurul onayindan sonra ¢alismaya dahil edildi. Dahil edilen Alzheimer tipi
Demans hastalari sosyodemografik o6zellikler, acisindan

cesitli klinik  degiskenler

karsilagtiralarak ve kontrol grubuna goére miRNA polimorfizmleri agisindan fark olup

olmadiginin arastirilmasi planlanmaigstir.

Calisma icin etik onay (Protokol No: 2022\174), Aydin Adnan Menderes Universitesi
Kurumsal Etik Kurulundan 27 Kasim 2022'de alinmistir. Calismadan once hasta ve kontrol
grubu katilimcilarindan Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu imzali bir sekilde alinmustir.
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Hasta ve saglikli bireylerin rutinde yapilan kan tetkiklerinden elde edilen numuneler ile

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesinde miRNA gen polimorfizmleri ¢aligilmustir.

3.2.1. Arastirmanin Orneklem Biiyiikliigii

Caligmamiz i¢in gereken Orneklem biiytlikliiglinlin tespitinde gii¢ analizi, G-Power
kullanilarak yapilmistir. Alzheimer tipi Demans ile iliskili BDNF genini diizenleyen
miRNA’lar hakkinda literatiirde benzer bir ¢alisma bulunamadigi i¢in orta etki biytikligi
diisiiniilerek 0,05 tip 1 hata ile her iki gruba en az 64 denek alinmasi1 gerekmektedir. Aragtirma

stirecinde deneye 70 hasta ve 70 kontrol grubu dahil edilmistir.

3.2.2. Kontrol ve Hasta Grubunun Klinik Degerlendirme Olgekleri

Olgularin klinik degerlendirmesi ve dlgekler birer kez uygulanmistir. Yapilandirilmig
klinik gdriigmesi tamamlanan hasta ve konrol grubuna psikometrik testler verilmistir. Hasta ve

kontrol grubuna uygulanacak psikometrik testler sunlardir;

v' DSM-1V Eksen | Bozukluklari i¢in Yapilandirilmig Klinik Goriisme (SCID-1)
Hamilton Depresyon Olgegi (HDDO)

Yale Brown Obsesif Kompulsif Bozukluk Olgegi (Y-BOKO)

Mini-Mental Durum Muayenesi (MMSE)

Hamilton Anksiyete Degerlendirme Olgegi (HADO)

DSM-I111-R-Kisilik Envanteri (SCID-II).

D N N N N

3.2.3. Kontrol ve Hasta Gruplarinin Olusturulmasi

3.2.3.1. Olgularin Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Alzheimer Tipi Demans Grubu

v' Aydin Devlet Hastanesi Psikiyatri poliklinigine bagvuran Noroloji tarafindan

degerlendirilmis demans tanisi konulmus ya da arastirmanin baslangi¢ tarihinden
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<N X

<\

itibaren yapilan inceleme ve degerlendirme sonucunda demans tanist alan hastalar
arasindan klinik olarak Alzheimer tipi Demans tanist konulan

Birinci dereceden akrabalarinda herhangi bir nérodejeneratif hastaligi olmayan

40-90 yas araliginda

Esit sayida erkek ve kadin hastalar

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formunu okuyup calismaya katilmay1 kabul eden hasta

ve yakinlar1 arastirmaya hasta grubu olarak dahil edilmistir.
Kontrol Grubu

Alzheimer tipi Demans hastalartyla klinik degerler yoniinden karsilastirma yapmak i¢in
yas (40-90 yas) ve cinsiyet yoniinden eslestirilmis Demans tanis1 olmayan

Birinci derecede akrabalarinda herhangi bir ndrodejeneratif hastalig1 olmayan

SCID-I klinik degerlendirme 6lgegine gore major psikopatolojisi olmayan

Gonulli olur formunu okuyup imzalayan saglikli kontrol hastasi ¢alismaya dahil

edilmistir.

3.2.3.2. Olgularin Cahsmaya Dahil Edilmeme Kriterleri

<\

AR NERNEEN

Alzheimer Tipi Demans Grubu

Alzheimer tipi demans disindaki diger demans tanisi olanlar

Norolojik hastaligi olanlar (Multi-enfarkt demans, Kafa travmasi, Diffiiz Lewy
Cisimcikli Demans, Hipotirodizim, Parkinson, B-12 eksikligi vb.)

Noropskiyatrik hastaligi olan olgular

Hasta ve kontrol grubunun 40-90 yas araliginin disinda olmasi

Bilgilendirilmis goniillii olur formunu okuyup imzalayamayacak hastalar
Bilgilendirilmis goniillii olur formuna ve ayrintili acgiklamalara ragmen calismaya

katilmay1 kabul etmeyen hastalar
Kontrol Grubu

Demans tanist olan; SCID-1I, HDDO, HADO, MMSE uygulanarak, bu testlerin esik

degerlerini gegen kisiler
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v" Sizofreni ve Bipolar bozukluk tanis1 almig
v' Zeka geriligi ve madde kullanim bozuklugu 6ykiisii olan hastalar
v' Inme gecirmis ve diyabeti olan bireyler

v' Bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalamayan olgular ¢alisma dis1 birakilmistir.

Calismaya diglanma ve dahil edilme kriterlerine gore secilen hasta ve kontrol grubu
klinik degiskenler, yas ve cinsiyet yoniinden karsilastirilarak degerlendirmeye alinmustir.
Calismaya katilmay1 kabul eden saglikli kontrol grubu SCID-I klinik degerlendirme 6l¢egine
gore major psikopatolojisi olmayan kisilerden olusur. Bu kisilerin ayn1 zamanda SCID-II,

HDDO, HADO, MMSE uygulanmus ve skorlari kaydedilmistir.

Calismaya katilmay1 kabul eden Alzhemier tipi demans hastalarina, klinisyen tarafindan
olusturulmus sosyodemografik veri formu, MMSE, SCID-I, SCID-II, Y-BOKO, HDDO,
HADO uygulanmistir. Calismaya katilanlarin rutin tahlilleri igin alinmus kanlar1 ayni zamanda

bu ¢aligsma i¢in de kullanilmis ve DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20 °C ’de saklanmuistir.
3.2.4. Alzheimer Tipi Demansta BDNF iliskili miRNA’larin Se¢ilmesi

Alzheimer tipi demansta BDNF genini regiile eden daha dnce ¢alisilmamis olan ancak

iliskisi olabilecegi diisiiniilen miRNA polimorfizmleri;

v miRBase (https://www.mirbase.org/)

v" miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/)
v miRNAMap (http://mirnamap.mbc.nctu.edu.tw/)
v

TargetScan (https://www.targetscan.org/vert_80/) veritabanlar1 kullanilarak se¢ilmistir.

3.2.5. Genotipleme i¢in miRNA Polimorfizmlerinin Segilmesi

Arastirmada 5 adet miRNA gen polimorfizmleri miR-206 (rs16882131), miR-30e
(rs112439044), miR-30e (rs10489167), miR-26b (rs188612260), miR-124 (rs5315564) lizerine

bir ¢alisma tasarlanmistir.
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3.2.6. miRNA Polimorfizmleri icin SNPType Assay Yontemine Uygun Primer Tasarimi

Orneklerin genotip profillerinin belirlenmesi icin SNPType Assay (Single Nucleotide
Polymorphism Typing Assay) yontemi kullanildi. Y6ntem igin primer tasarlarken hedef SNP
dizisine primerlerin benzersiz bir tanimlayicilig1 belirli kriterlerle saglandi. Gerekli primer

ozellikleri asagida maddelenmistir:

v Hedef dizi uzunlugu upstream ve downstream dizileride dahil olmak tizere 60bp-250bp
arasinda olmal

Insersiyon/ delesyon (In/dels) bolgeleri hedef dizide 10 bp’den az olmali

Hedef dizi CNV bolgeleri icermemeli

Hedef dizi salt tek SNP icermeli

Hedef dizinin G/C igerigi %65 ten az olmali

Hedef dizide ti¢ten fazla tekrar eden baz olmamali

AN NN R

Hairpin katlanmalar1 olusturmamasi i¢in oligoniikleotit kendi i¢inde karsilikli eslesen

diziler icermemeli

<\

Primer ciftleri dimer olusumuna neden olacak sekilde birbirleri ile eslenik olmamali

v" Primer ciftlerinin T, ’leri birbirine denk veya yakin olmali

Primerler SNPType Assay yonteminde, Fluidigm platformu D3 Testi kullanilarak allele
0zgii olusturulmustur (https://d3.fluidigm.com/; Fluidigm, South San Francisco, CA, ABD).
Teste 6zgli tig tiir primer SNP’ler igin pre-amplifikasyon ve Real-Time PCR basamaklarinda

kullanilir.

Bunlar; Spesifik Hedef Amplifikasyon (STA) Primeri
Lokusa Ozgui (LS) Primer
Allelik Spesifik (AS) Primerdir.

Asagida yer alan Tablo 5’de dizayn edilen ii¢ tiir Primer dizileri belirtilmistir.
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Tablo 5. SNP’ ler icin Real-Time PCR Primer Dizilerinin Sentezlenmesi.

MiRNA

Referans
sekans

Alleller

ASP1
hedefi

ASP2
hedefi

SNP dizisi

Primer
Yonu

STA Primeri

LSP Primeri

ASP1 Primeri

ASP2 Primeri

miR-206

rs16882131

CT

C

T

TTTTAATTTTCCCTTCACTGGATCCCAAACATTAAAAAA
GAATCACATTCAAAATGCACAAAAACAGCAGCAGTGAA
TTAATTAGTAGTAATAACAAAGGACTGGATAGACTGTA
GCTGCACAAGAATAAGCCAGGGAAACGTGGTGCTG[C/T
JTTATCTGTGAACAAACAGTAGGAAGGATTTGGTCCCAA
GCAGCACTGCCATTCCTCACMACAGATTTATTTCAGCAT
GATTTGGTCGGGCGGGGGGGATTTAGGATGAGTTGAGA
TCCCAGTGATCTTCTCGCTAAGAGTTTCCTGCCTG

Forward

TAGCTGCACAAG
AATAAGCCAG

GCTGCTTGGGAC
CAAATCCT

GGGAAACGTGGT
GCTGC

AGGGAAACGTGGT
GCTGT

miR-30e

rs112439044

CT

ATTTGTAATTCTGACCCTGCATGAGGGCCTTTGGATTAG
CAAGCCCTCTGTCACCTCCTTACTAGAGTAGGGTGTGCC
TCACTGCGTCTCCGTTCTTTCTGGGCAGTCTTTGCTACTG
TAAACATCCTTGACTGGAAGCTGTAAGGTGTT[C/T]JAGA
GGAGCTTTCAGTCGGATGTTTACAGCGGCAGGCTGCCA
CGGTCGTCCCCAGCTACGCACCGGCTTTGAAACATTGC
AGGTTTGTGCCCACAGGCTCAATTCCTCCTCTTGGGGGT
CCTTCCCTCCTCTCTCAGAAGTCACAACAAGA

Forward

CAGTCTTTGCTAC
TGTAAACATCCT

GCCTGCCGCTGT
AAACATCC

TGACTGGAAGCT
GTAAGGTGTTC

TGACTGGAAGCTGT
AAGGTGTTT

miR-30e

rs10489167

AG

AGTCTCTGGGTACGGAAAAGGAGCAGGCCCTATTAGAG
GAGAAGTTTCGAGGGTGTCGATTTGCCTTCCCTAGCTTC
CCYTCTAATAAAGGATTTACCTTAGAGGACTGATAGGA
TTTAGATTCGGGGCTCTTGGAGTTGTAATGATATA[A/G]
CAAGTCAAAGTTCCTGGATGCAGGCCTCTGTCGTTGCTT
GCAAAAGTGACCTTGAAAAACTGCTGGGGAGTTGAAAG
ATTGAAGGACAAAGTTTGTTTATACAGATTTGGACTGA
AAAGCTCTATTTAAGATGAAAAGAGACTGTACTTC

Revers

CTTTTGCAAGCA
ACGACAGAG

ATTCGGGGCTCTT
GGAGTTGTA

TGCATCCAGGAA
CTTTGACTTGT

GCATCCAGGAACTT
TGACTTGC

miR-26b

rs188612260

CT

GAGACTTGTCCCAAAGTCACACAGAACCTCAAGGGCTT
GTGCTGACTCCAAGCCTGCAGAGTGGGCTCCTCCTCTAG
GCTCCCCCGTGCTGTGCTCCCTCGCCCCACCCTGCCCGG
GACCCAGTTCAAGTAATTCAGGATAGGTTGTGTG[C/T]T
GTCCAGCCTGTTCTCCATTACTTGGCTCGGGGACCGGTG
CCCTGCAGCCTTGGGGTGAGGGGGCTGCCCCTGGATTC
CTGCACTAGGCTGAGGTTGAGGCAGGGGAAGGGATTGG
GAATTAGGGACCTCGTGAGGTAGGACTGGCCAGT

Revers

GGTCCCCGAGCC
AAGT

TGCCCGGGACCC
AGTTC

ATGGAGAACAGG
CTGGACAG

AATGGAGAACAGG
CTGGACAA

miR-124

rs5315564

CG

CCGAGCCAGGCGCCCTCCGCAGACCTCYGCGCAGCGGC
CGCGGGCGCGAGGGGAGGGGTCTGGAGCTCCCTCCGGC
TGCCTGTCCCGCACCGGAGCCCGTGGGGTGGGGAGGTG

TGCAGCCTGTGACAGACAGGGGCTTAGAGATGCAAA[C/
GJAGACTCAGGGAGAGAAACAGAAGCTGATTCTGTGAC

AGAAGCAGATCTGTGCAGCACAGATGCGGTGTGCGTGG
GGAGGGGGTCGCCTGGGAGCGCATTGCGGAGTGCTTGT
GTGTGCAGATTTTTCTCTGGGCTCAGGACTCATTGTAT

Revers

GCTTCTGTCACAG
AATCAGCT

TGTGCAGCCTGT
GACAGACA

CTTCTGTTTCTCT
CCCTGAGTCTG

CTTCTGTTTCTCTCC
CTGAGTCTC
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3.3. Calisma Yontemi

3.3.1. Periferik Kandan Genomik DNA izolasyonu

Arastirma i¢in EDTA’l1 tiiplerde toplanan periferik kanlar ¢aligma bagslangicina kadar -

20 °C’de dondurularak saklandi. Ornekler yeterli sayrya ulastiginda ticari olarak saglanan kit

(RTA

Genomic DNA Isolation kit, Turkiye) ile DNA izolasyonu yapildi. Izolasyon

Protokoliiniin asagida belirtilen basamaklar1 her bir hasta ve kontrol 6rnegi i¢in uygulandi.

1.

10.

11.

12.

13.
14.

Donmus kan numuneleri sicak su banyosunda 37 °C’de ¢Ozduruldii. Numuneler
¢oziiliince optimum verimin korunmasi i¢in beklemeden izolasyon akisina girildi.

1,5 ml’lik bir eppendorf tiipline dnceden hazirladigimiz 20 pl Proteinaz K eklendi ve
tizerine 200 pl kan 6rnegi ilave edildi.

Tupe 200 pl Binding Buffer (1x igin) eklendi ve 20-25 saniye vurum-vorteks yapilarak
karistirildi (Resim 1). Vorteks sonrasi 6rneklerin tiipiin dibine diismesi i¢in tiipler kisa
stire santriftjlendi (Resim 2). Her tiip 3 dakikada bir vortekslenerek 1s1 blogunda 65
°C’de 15 dakika boyunca Proteinaz K aktivasyonu i¢in inkiibasyona birakildi (Resim 3).
Alman tiipler iizerine 260 pl etanol (absolute %96-100) eklendi ve 20 saniye vurum-
vorteks yapildi ve santrifiijlendi

Tiip igerisindeki karisim, collection tiiplerine yerlestirilen spin kolonlara aktarildu.
Spin kolon 5,000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiijlendi.

Santrifiijden alinan spin kolon yeni bir collection tiipiine takildi ve tuple birlikte altta
kalan artefaktlar atildu.

Kolona 700 ul Wash Buffer 1 eklendi ve 5,000 x g’de 1 dakika santriftijlendi. Collection
tiipi atikla birlikte atilip kolon yeni bir toplama tlipiine yerlestirildi.

Kolona 700 pl Wash Buffer 2 eklendi ve 16,000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi.
Collection tiipii atikla birlikte atilip kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.
DNA’y1 kalan alkollerden uzaklastirmak i¢in bos kolon collection tiiplinde 16,000 x
g’de 3 dakika santrifiijlendi.

Spin kolon, steril 1.5 ml’lik bir eppendorf tiipe aktarildi ve lzerine 200 pl 70 °C’ye
1isitilan Elution Buffer eklendi ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyona birakildi.
5,000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiijlendi.

16,000 x g’de 30 saniye daha santriftjlendi.

Son adimda spin kolon atild1 ve eliisyon tamponunda genomik DNA saflastirildi.
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Resim 2. Eppendorf Centrifuge 5702-Santrifiij Cihazi.

Resim 3. PhileKorea Heating Block Shaker-Calkalamali Isitici.
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Genomik DNA saflastirma protokoliiniin ardindan DNA konsantrasyonu ve safligi
spektrofotometrik yontemlerle 6l¢uldi. Bunun i¢in NanoDrop 1000 Spektrofotometre V3.7
(Thermo Scientific, ABD) kullanilarak absorbans metodolojisi ile degerlendirildi (Resim 4).
Eliie edilen DNA’nin saflig1 260 nm/280 nm absorbans 6l¢iim orani 1,8-1,9 arasinda elde edildi.
Bu saflik orani hassas molekiiler ve tani ¢alismalari i¢in DNA’nin yeterince saf oldugunu
gosterdi. Reaksiyon basina 5-50 ng DNA varliginin SNP tespitinde yeterli olacagi

bilinmektedir.

Resim 4. Thermo Scientific NanoDrop 1000 Spektrofotometre.

3.3.2. SNP Genotipleme Testi: SNPType Assay

Tek niikleotid polimorfizmleri, insan genomlarinda yiiksek yogunluklari, nispeten esit
dagilimlari, hastalik lokuslarinin haritalanmasi ve aday gen iliskilendirme ¢alismalari nedeniyle
tercih edilen biomarker olmustur. Genotipleme sistemlerinde ¢ok sayida ornek icin verimli,
uygun maliyetle iiretilebilen esnek bir platforma ihtiya¢ vardir. Arastirma kapsaminda buna
uygun, nanolitre hacimlerinde reaktifleri Entegre Akiskan Devre (Integrated Fluidic
Circuit (IFC)) tabanli bir “Genotyping Flex-Six Chip (Dinamik Array)” iizerinde isleyen bir
BioMark teknolojisi kullanildi. BioMark sisteminin avantaji tek chip mimarisi tizerinde > 96
ornekte > 96 SNP analizi yapilabilir ve bu islemleri daha az pipetleme ve daha fazla reaksiyon

sayisini hatasiz karistirarak gergeklestirir.
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Fluidigm (Advanta, Sample ID Genotyping Panel) tarafindan gelistirilen “SNPType
Paneli”, 70 hasta ve 70 kontrol grubu DNA’lar1 ile bes iliskili miRNA bolgesi Fluidigm
BioMark HD Real-Time PCR platformu ile incelenir. SNPType kimyasi (Fluidigm Corp.,
South San Francisco, CA, ABD) kullanarak {iretici firmanin hazirladig1 problar tekli baz
degisimlerini saptayabilir ve boylece polimorfizmlerin analizi miimkiin kilinir. Etiketli problar,
allele spesifik PCR primerleri ve ortak bir revers primer kullanir. Her reaksiyonda universal bir
prob seti kullanilir ve floresan sinyali {iretilir. Amplifikasyon sonunda SNP’ler bir erime egrisi

(melting curve) tzerinden hesaplanir (Wang ve digerleri, 2009).

Tum SNPType assayde:

Primerler, numune basina {i¢ ayr1 oligo plakasinda saglanir (ve tiim oligolar niikleaz icermeyen

sudadir)

e Lokusa Ozgii Primer (LSP): Her primer, 100 uM'ye (primer basina) normalize edildi.
e Spesific Target Amplifikasyon (STA) Primer: Her primer 100 uM'ye (primer basina)
normalize edildi.

e Allele Spesifik Primerler (ASP1 ve ASP2): Her primer, 100 puM'lik nihai

konsantrasyona (primer basina) esit molar oranlarda karistirildi.

3.3.3. SNPType Assay Flex Six Chip Protokoli

3.3.3.1. 10X SNPType Spesific Target Amplifikasyon (STA) Primer Havuzunun

Hazirlanmasi

Protokole baglamadan 6nce Spesific Target Amplifikasyon (STA) adimi i¢in kullanilacak
olan primer havuzu hazirlandi. Primer hazirligi bes farkli hedef sekans i¢in hazirlanmig
konsantre gelen primerlerden LSP ve STA primerleri kullanildi (Tablo 6). Bu adimda ve
sonraki adimlarda hazirlanan karisimlar Klas II sinifi Biyogiivenlik Kabininde gergeklestirildi

(Resim 5).
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Tablo 6. STA primer havuzu igin gerekli bilesenler.

Spesific Target Amplifikasyon (STA) | 1 primer 12 primer
Primer Havuzu

Lokus spesifik primer (LSP) 2 ul 24 ul
(Fluidigm, Cat.No: ASY-GT-XS)

STA primer 2 ul 24 ul
(Fluidigm, Cat.No: ASY-GT-XS)

DNA suspension buffer 396 ul 352 ul
(Teknova, Cat.No: T0223)

Toplam 400 pl 400 pl

Her referans dizi igin hazirlanmig

preamplifikasyon adimina kadar -20/-80°C” de saklandi.

primer

havuzuna vorteks-spin atildi

Resim 5. Niive LN 120 Klas Il Biyogiivenlik Kabini.

veE
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3.3.3.2. Spesifik Target Amplifikasyon (STA) Adim

Giris DNA miktar1 ve/veya kalitesi ideal olmadiginda hedeflenen SNP dizilerini

zenginlestirmek i¢in bir spesifik hedef amplifikasyonu gergeklestirilebilir. Forward ve Revers

STA primerleri 6n amlifikasyon adimini hedef diziye yonelik o6zgilliigi saglamak igin

kullanilir. 60 nanogramin {izerindeki DNA konsantrasyonuna sahip ornekler i¢in bu adim

atlanabilir. Asagida 72 6rnegin STA reaksiyonu i¢in gerekli bilesenlerinin karigimi hazirlandi.

10X SNPtype STA Primer Pool, dnceki basamakta hazirlanan primer havuzudur. Pipetleme

kayiplart i¢in ekstra hacimler hesaplandi (Tablo 7).

Karigim hazirlanmaya baglamadan -20 °C’ den bilesenler ¢ikarildi ve buz akiisii iizerinde

¢ozlinmeye birakildi. DNA 6rnekleride ¢ozlindiikten sonra shakerda (PhileKorea Multi-Shaker)

10 dk aralikli ¢alkalandi (Resim 6).

Tablo 7. STA karisimu igin gerekli bilesenler.

STA Kkarisimi 1 Ornek | x85 ornek (72 6rnek+)
Multiplex PCR Master Mix 2,5 ul 212,5 pl
(Qiagen, Cat.No: 206143)
10X SNPtype STA Primer Pool 0,5 ul 42,5 ul
(Fluidigm, Cat.No: ASY-GT-XS)
RNase-DNase free water 0,75 ul 63,75 pl
(Qiagen, Cat.No: 129114)
Toplam 3,75 ul 378,75 pl
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Resim 6. PhileKorea Multi Shaker-Well Plate/Piko Plate Karistirici.

Hazirlanan STA PCR karisimi 8’11 strip tiipiin, ilk sirasindan baslayarak 6 kuyusuna 53
ul olarak pay edildi. Buradan kanalli otomatik pipet (Viaflo Voyager Digital Pipet) ile 3,75 pl
aliarak 96’lik piko plate’in tiim kuyulara dagitildi. Tiim kuyulara mixin dagitilmasi termal
dongu icin 6nemlidir.

Bu karigim iizerine her bir kuyucuga sirayla DNA o6rnekleri, pozitif ve negatif kontroller
1,25 ul olarak pipetlendi. PreAmp ana karisimi protokole gore toplamda 5 pl'lik numune
karisimi ve tahlil karisimlart bir reaksiyonda gerceklesir. Piko plate seal ile kaplandi, plate

santrifiijiinde 2000 rpm’de 3 dk santrifiijlendi (Resim 7).

Resim 7. EcoMate 2500 rpm Plate Santriftj.
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Sonrasinda dokunup ¢ekerek 3 sn nazikce vortekslendi. Burada plate igindeki karigimin
seal’e sigramamasina dikkat edildi. Bu santrifiijleme ve vorteksleme 3 tur gerceklestirildikten
sonra 1 dk son santrifiijleme yapilir ve piko plate thermal cycle (BIOER Gene Pro Thermal
Cycle) cihazina yerlestildi (Resim 8). PCR cihazindaki bosluklar bos piko plateler ile
doldurularak dongii baglatildi. Asagida belirtilen sicaklik dongiilerinde preamplifikasyon
gercgeklestirildi.

Resim 8. Piko plateler BIOER Gene-Pro Thermal Cycle cihazina yerlestirilmis.

STA Thermal Cycle protokolii

95 °C 15 dakika

95°C 15 saniye }
60 °C 4 dakika 14 cycle

4 °C 0

Termal déngiiniin sonunda piko plate’in oda sicakligina gelmesi beklendi. Ornekler Plate
santrifiijiinde 1 dk santrifiijlendi. Sonraki adimda kullanmak {izere STA DNA o6rnekleri 1:100
oraninda DNA suspension buffer ile diliie edildi. 72 STA DNA 6rnegi 96’lik well plate’e her
bir 6rnekten 1 pl olmak tizere dagitildi ve her bir 6rnegin tizerine 99 pl DNA suspension buffer
eklenip, seal ile iizeri kapatildi. Ornekler shakerda 10 dk calkaland: ve son adimda 1 dk
stiresince santrifiijlendi. Diliie STA DNA’lar -20 °C’ de saklandi.
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3.3.3.2.1. SNPType Primer Karisimimin Hazirlanmasi

Bu adimda Real-Time PCR basamaginda kullanilacak primer havuzlar1 olusturulur. Her

primer i¢in asagidaki karisimlar hazirlanir (Tablo 8).

Tablo 8. SNPtype Primer karisimi igin gerekli bilesenler.

SNPtype Primer Karisimi 1 primer

ASP 1 /ASP 2 primer karisimi 3,0 ul
(Fluidigm, Cat.No: ASY-GT-XS)

LSP Primer 8,0 ul
(Fluidigm, Cat.No: ASY-GT-XS)

DNA suspension buffer 29,0 ul
(Teknova, Cat.No: T0223)

TOPLAM 40 pl

SNPtype primer karigimi hazirlanirken 2 tane 8’li strip tlpun ilk altisar sirasi sirali bir
sekilde etiketlendi. Her bir hedef sekans i¢in ayri hazirlanmis ASP 1/ASP 2 primerleri ile 12
tiip SNPtype primer karigimi hazirlandi.

3.3.3.2.2. 10X Assay Karisiminin Hazirlanmasi

Real-Time PCR basamaginda kullanilacak assay karisimi asagidaki gibi hazirlanir (Tablo 9).
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Tablo 9. 10X Assay karisimi igin gerekli bilesenler.

10X Assay Karisimi 16rnek | x 80 drnek
(72 6rnek+)
2x Assay Loading Reagent 2,5ul 200 pl
(Fluidigm, Cat.No: 100-7611)
RNase-DNase free water 1,5 ul 120 pl
(Qiagen, Cat.No: 129114)
TOPLAM 4,0 pl 320 pl

10x Assay karisimi, Assay Loading Reagent tek tiip igerisinde molekiiler saflikta su ile
hazirland1 ve vorteks-spin atildi. Ornek basma 4 pl 10x Assay karisimi ve iizerine bir dnceki
basamakta hazirlanan her SNPtype primer karisimindan 1 pl eklendi. Ornek dagitimin kanalli
otomatik pipete uygunlugu i¢in 10x Assay karisimi 2 adet 8’li strip tuptiin ilk 6 kuyusuna 24 ul
olarak dagitildi. Strip tiipler tizerine her biri 6 ul SNPtype primer eklendi. Burada 4 pl assay /1
pl primer orani korunarak hacim ayarlanmustir. Strip tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve plate
karistirict Uzerinde el ile bastirilarak 10 saniye vortekslendi. Islem 3 kez her seferinde 4-5

saniye ara verilerek tekrarlandi ve sonda 2 dakika spin atildi.

3.3.3.2.3. Ornekler i¢cin Mix Hazirlanmasi

Real-Time PCR adiminda kullanilacak 6rnek mix karisimi asagidaki gibi 72 6rnek (1 set)
i¢in hazirlanir (Tablo 10).
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Tablo 10. Ornek Mixi icin gerekli bilesenler.

Ornekler icin Mix Hazirlanmasi 1 Ornek x 85 Ornek
(720rnek+)

2X Fast Probe Master Mix 3ul 255 ul
(Biotium, Cat.No: 31005)
20X SNPtype Sample Loading Reagent 0,3 ul 25,5 ul
(Fluidigm, Cat.No: 100-7608)
60X SNPtype Reagent 0,1 ul 8,5 ul
(Fluidigm, Cat.No: 100-7607)
ROX 0,036 pl 3,06 pul
(Biotium, Cat.No: 29052)
RNase-DNase free water 0,064 ul 5,44 ul
TOPLAM 3,5 nl 297,5 ul

Biyoguvenlik kabininde mix bir ependorf tiipiinde hazirlandi vorteks-spin atildi. Kanalli
otomatik pipetle mixin Piko plate’e dagitilmasini kolaylagtirmak adina 8’li strip tlpin 6
kuyusuna 49,5 ul olarak pay edildi. Strip tliplerden 96’lik piko plate’lere otomatik pipetle 3,5
pl hacimler transfer edildi. Her bir STA DNA’lar 2,5 ul kuyulara eklendi. Piko plate iizeri seal
ile kapatilarak 2000 rpm de 3 dakika shakerda karistirildi. Plate santrifiijde 1 dk boyunca

santrifijlendi.

3.3.3.3. IFC Controllerda Genotyping Flex-Six Chip’ in Prime Adim

Onceki adimlardaki primer ve 6rnek mix karisimlari hazirlandiktan sonra islem IFC
Controllerde prime adimina gegilir. “Biomark Fluidigm Genotyping Flex-Six Chip” {ireticinin
SNP polimorfizmlerinin saptanmasi i¢in gelistirdigi bir dynamic arraydir (Resim 9). Chip oda
sicakliginda 1giktan ve nemden korunarak muhafaza edilir. Bu adimda Genotyping Flex-Six
Chip’ in Assay ve Sample karsilasma kanallar1 reaksiyona izin vermemek i¢in IFC cihazindaki

islemle kapatilir (Resim 10). IFC Controller cihazi galistirilir ve chipin yaninda gelen kontrol
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kanal sivilar1 (Control Line Fluid) chipin iki akiimiilator kismindan nazik¢e dolduruldu. Chip

IFC cihazina barkod kismi disar1 bakacak sekilde yiiklendi ve prime adimi segildi.

Resim 9. 96x96 Dynamic Array; Genotyping Flex-Six Chip.

Resim 10. Fluidigm IFC Controller (Integrated Fluidic Circuit; Entegre Akiskan Devre).
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3.3.3.3.1. Genotyping Flex-Six Chip’e Pipetlemelerin Yapilmasi

IFC Prime adimindan alinan Flex-Six chipin artik assay ve sample bulusma kanallar
kapalidir. Flex-Six Chip’ in sample kismina hasta 6rnekleri (sample mix+Hasta DNA’ lar);
Chip’ in assay kismina ise hazirlanan primer-prob karigimi yiiklendi. Strip tiiplerde hazirlanan
assayler (12 tip assay) 4 pl olarak 6 set halinde Flex-Six Chipe yuklendi. Piko platedeki 72

ornegin her birinden 5 pl olarak Flex-Six Chipin sample kismina pipetlendi.

3.3.3.4. IFC Controller da Genotyping Flex-Six Chip’ in Load Adimi

Genotyping Flex-Six Chipe 6rnekler yiikledikten sonra IFC Controller’a yerlestirildi. IFC
Controller arayiiziinden ejecte basilir chip yerlestirilir “Load Chipe” tiklandi. Sonra “Load Mix
Protokoli” secildi. Bu adimda ornekler ve primer-problar basing ile reaksiyon odalarina

yuklendi (Resim 11).

Resim 11. Fluidigm IFC Controller’de Flex-Six Chip’in mix ve assaylarin reaksiyon kanallarina yiiklenmesi.

BioMark cihazinin agilmasi ve lambanin yanmasi zaman alacagindan islemi bagslattiktan
sonra BioMark Data Collection yazilimi segilerek “Double Click to Turn Lamp On” kismindan

BioMark lambasi calistirildi.
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3.3.3.5. Genotyping Flex-Six Chip’ in BioMark’ da Real-Time PCR Ydntemi ile Genotip
Analizi

Load adimu bittikten sonra Genotyping Flex-Six Chip IFC Controllerden alindi. Flex-Six
Chip ylizeyinde herhangi bir sey olup olmadig1 ve filmin ¢ikarildig: kontrol edildi. BioMark
HD’a barkod kism1 disar1 yonde olacak sekilde chip yerlestirildi (Resim 12).

Resim 12. BioMark HD Real-Time PCR cihazina Genotyping Flex-Six Chip’ in yiiklenmesi

BioMark Data Collection yazilimi ile BioMark HD cihazi ¢aligtirildi. Arayiizde verilerin
kaydedilecegi yer ve dosya adi belirlendikten sonra “Genotyping” islemi secildi. Passive
Reference Dye olarak “ROX” segildi. “Probe Type” kisminda “SNPtype-FAM” ve “SNPtype-
HEX” segildi. Sonraki ekranda protokoller arasindan “SNPtype E FLEXsix v1.” secildi ve
program baslatildi. Real-Time PCR dongii sicakliklart asagidaki tabloda belirtiligi gibidir
(Tablo 11).
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Tablo 11. BioMark HD’ de SNPtype Flex-Six igin Real-Time PCR termal dongdileri.

Type Sicakhik Zaman
Thermal Mix 25°C 30 dk
70°C 60 dk
Hot Start 95°C 5 dk
PCR Cycle 1 cycle Denatiirasyon 95°C 15sn
Annealing 64 °C 45 sn
Extension 72°C 15sn
PCR Cycle 1 cycle Denatiirasyon 95°C 15sn
Annealing 63 °C 45 sn
Extension 72°C 15sn
PCR Cycle 1 cycle Denatiirasyon 95°C 15sn
Annealing 62 °C 45 sn
Extension 72°C 15sn
PCR Cycle 1 cycle Denatiirasyon 95°C 15sn
Annealing 61 °C 45 sn
Extension 72°C 15sn
PCR Cycle 34 cycle Denatiirasyon 95°C 15sn
Annealing 60 °C 45 sn
Extension 72°C 15sn
End Point Capture 20 °C 30sn




IFC goruntileri BioMark HD cihazi ile yakalanip islenir. PCR dongiilerinin floresan
kiime profilleri ve genotipleme performansi iizerindeki etkilerini incelemek igin 6zel
konfiglrasyolu BioMark Real-Time PCR sistemi kullanildi. Biomark HD goriintiileyici chip’in
son nokta floresan goruntulerini yakalamak icin dort déngtiden sonra 20 °C’de 30 sn boyunca

tutulur.

3.3.4. AD ve BDNF Iliskili miRNA Genlerine Ait SNP’lerin Data Analizi

Her SNPtype Assayda 2 tip floresan FAM (red, Y axis) ile HEX (green, X axis) kullanildi.
Floresanlarin her biri SNP’ye baglandi. Veriler, MGB-VIC ve MGB-FAM boya ayarlarina
sahip Fluidigm SNP Genotyping Analysis Versiyon 4.5.1 (Fluidigm, South San Francisco, CA,
USA) Software kullanilarak analiz edildi. Analiz sonucunda 3 farkli genotip A, H, ve B
saptandi. Genotipleme sisteminde A ve B spesifik homozigotlari, H ise spesifik heterozigotlar

temsil etmektedir.

3.4. Istatistiksel ve Analitik Olarak Cahsmanin Degerlendirilmesi

Veriler, Fluidigm Genotyping Analysis Software Versiyon 4.5.1 kullanilarak analiz
edildi. Caligmanin istatistiksel anlamlilik seviyesi p <0,05 olarak belirlendi. Arastirmada
kullanilan istatistiksel islemler: Siklik analizleri, ki-kare analizi, sayisal degiskenler i¢in
student's t-test korelasyon analizleri, lineer regresyon testleridir. MiRNA polimorfizmleri ve

cinsiyetler arasindaki etkilesimler bagimsizlik testi (Test of Independence) ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

Calismada Alzheimer tipi demans grubunda 41 kadin (%58,57) ve 29 erkek (%41,43)
olgu, kontrol grubunda 45 kadin (64,29) ve 25 erkek (%35,71) saglikli birey mevcuttu. Gruplar

cinsiyet acisindan karsilastirildignda istatiksel olarak anlamli bir fark goézlenmedi (p=
0,487363).

Alzheimer tipi demans grubunun yas ortalamasi 64+34,23, kontrol grubunun yas
ortalamasi 60+12,67 idi. Gruplar yas ortalamasi agisindan karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamli bir fark gézlenmedi (p= 0,841245).

Gruplardaki miRNA polimorfizmlerinin genotip ve allel dagilimi Tablo 12 ve 13’de
gosterilmistir. MiR-206 16882131 polimorfizmi igin genotip dagilimi Alzheimer tipi demans
grubunda %55,71 CC, %28,57 CT, %15,71 TT; kontrol grubunda %58,57 CC, %40 CT, %1,43
TT gozlendi. Ayni polimorfizm i¢in allel frekans dagilimina baktigimizda Alzheimer tipi
demans grubunda %70 C; %30 T; kontrol grubunda %78,57 C ve %21,43 T alleli saptand.
Gruplar genotip ve allel frekans dagilimi agisindan karsilastirildiginda 2 grup arasinda istatiksel
olarak anlamli genotip dagilimi saptanirken (p=0,000968), istatiksel olarak anlamli olmayan

allel frekans dagilimi saptandi (p=0,165592).

MiR-30e rs112439044 polimorfizmi i¢in genotip dagilimi Alzheimer tipi demans
grubunda %52,86 CC, %24,20 CT, %22,86 TT; kontrol grubunda %75,71 CC, %22,86 CT,
%1,43 TT gozlendi. Ayni polimorfizm i¢in allel frekans dagilimina baktigimizda Alzheimer
tipi demans grubunda %65 C; %35 T; kontrol grubunda %87,14 C ve %12,86 T alleli saptandi.
Gruplar genotip ve allel frekans dagilimi agisindan karsilastirildiginda 2 grup arasinda istatiksel
olarak anlamli genotip ve allel frekans dagilimi saptandi (sirastyla p=0,000318 ve p=0,000243
).

MiR-30e rs10489167 polimorfizmi igin genotip dagilimi Alzheimer tipi demans
grubunda %1,43 AA, %20 AG, %78,57 GG; kontrol grubunda %1,43 AA, %18,57 AG, %80
GG gozlendi. Yine ayni polimorfizm i¢in Alzheimer tipi demans grubunda %11,43 A; %88,57
G; kontrol grubunda %10,715 A ve %89,285 G allel frekans dagilimi saptandi. Gruplar genotip
ve allel frekans dagilimi agisindan karsilastirildiginda 2 grup arasinda istatiksel olarak anlamli

genotip ve allel frekans dagilimi bulunmadi (sirastyla p=0,967645 ve p=0,871999).
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MiR-26b rs188612260 polimorfizmi i¢in genotip dagilimi Alzheimer tipi demans
grubunda %41,43 CC, %51,43 CT, %7,14 TT; kontrol grubunda %32,86 CC, %20 CT, %47,14
TT gozlendi. Aymi polimorfizm igin allel frekans dagilimina baktigimizda Alzheimer tipi
demans grubunda %67,145 C; %32,855 T; kontrol grubunda %42,86 C ve %57,14 T alleli
saptandi. Gruplar genotip ve allel frekans dagilimi agisindan karsilagtirildiginda 2 grup arasinda
istatiksel olarak anlamli genotip ve allel frekans dagilimi saptandi (sirasiyla p=0,00000 ve

p=0,000558 ).

MiR-124 rs5315564 polimorfizmi igin genotip dagilimi Alzheimer tipi demans grubunda
%84,29 CC, %14,29 CT, %1,43 TT, kontrol grubunda %81,43 CC, %17,14 CT, %1,43 TT
gbzlendi. Ayni polimorfizm i¢in allel frekans dagilimina baktigimizda Alzheimer tipi demans
grubunda %91,435 C; %90T; kontrol grubunda %8,575 C ve %10 T alleli saptandi. Gruplar
genotip ve allel frekans dagilimi agisindan karsilastirildiginda 2 grup arasinda istatiksel olarak

anlamli genotip ve allel frekans dagilimi bulunmadi (sirasiyla p=0,8568429 ve p=0,728309).
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Tablo 12.Alzheimer tipi demans ve kontrol grubunun miRNA genotip dagiliminin

karsilastirilmast.

39 (%55,71)

41(%58,57)

20(%28,57)

28(%40)

11(%15,71)

1(%1,43)

cc 37(%52,86) | 53(%75,71)
CT 17(%24,20) | 16(%22,86)
TT 16(%22,86) 1(%1,43)

AA 1 (%1,43) 1(%1,43)
AG 14(%20) 13(%18,57)
GG 55(%78,57) 56(%80)

cc 29(%41,43) | 23(%32,86)
CT 36(%51,43) 14(%20)
TT 5 (%7,14) 33(%47,14)
cc 59(%84,29) | 57(%81,43)
cT 10(%14,29) | 12(%17,14)
TT 1(%1,43) 1(%1,43)

0,000968* 13,88095
2 0,000318* 16,11004

2 0,967645 0,006578
2 0.000000* 44,29126

2 0,8568429

0,309001

* : istatistiksel olarak anlamli bulgular



Tablo 13. Alzheimer tipi demans ve kontrol grubunun miRNA allel frekans dagiliminin

karsilastirilmast.

%78,57 0,165592 1,922401
%21,43

C %65 %87,14 1 0,000243* 13,46385

T %35 %12,86

A %11,43 %10,715 1 0,871999 0,02596

G %88,57 %89,285

C %67,145 %42,86 1 0,000558* 11,90981

T %32,855 %57,14

%91,435 %8,575 1 0,728309 0,120669

G %90 %10

* : istatistiksel olarak anlamli bulgular
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5. TARTISMA

Alzheimer tipi demans kadinlarda daha yiiksek oranda cinsiyete 6zgii bir yapiya sahiptir
(2017 Alzheimer’s disease facts and figures). Bizim ¢alismamizda da Alzheimer tipi demans

grubumuz literatiire benzer sekilde %58,7 oraninda kadin cinsiyete sahiptir.

BDNF, mevcut néronlarin hayatta kalmasini destekleyen ve norojenezi baslatan sinir
sisteminin gelisiminde ¢cok 6nemli bir rol oynayan ndrotrofin biiyiime faktorleri ailesinin bir
uyesidir. Hem dolasimda hem de CNS’de degisen BDNF diizeylerinin, AD, Parkinson hastalig
(PD), Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) dahil olmak iizere nérodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde yer aldig1 bildirilmistir. miRNA'lar, periferik kan ve beyin omurilik sivist gibi
viicut sivilarinda bulunan bir kodlayici olmayan RNA smifidir. Birkag farkli miRNA ve
bunlarin hedef genleri, nOrodejeneratif ve norovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde yer
aldig1 kabul edilmektedir. Bu nedenle, umut verici biyobelirtecler ve CNS bozukluklari i¢in
yeni bir tedavi yaklagimi sunarlar. Su anda, sinirli ¢alismalar, BDNF'nin miRNA aracili
transkripsiyon sonrasi diizenlemesine dair gegerli kanitlar sunmaktadir (Eyileten ve digerleri,
2021). Bu sebeple ¢alismamizda Alzheimer tipi demans hastalarinda BDNF genini dlizenleyen
miRNA polimorfizmlerinin arastirilmasi amaglanmistir. Aragtirmada yer alan bes miRNA gen
polimorfizmi: miR-206 (rs16882131), miR-124 (rs5315564), miR-30e (rs112439044), miR-
30e (rs10489167) ve miR-26b (rs188612260) literatiirdeki diger ¢aligmalarla birlikte

degerlendirilir.

miR-206 rs16882131

Ik kez, Lee ve digerleri miR-206'nin Alzheimer hastalig1 farelerinde BDNF'yi ve hafiza
fonksiyonunu modiile ettigini ve Tg2576 farelerinde bir antagomir miR-206'nin (bir miR-206
inhibitori) intraserebral uygulamasini gosterdi. miR-206'nin inhibisyonu, hipokampal sinaptik
yogunlugun ve ndrojenezin iyilestirilmesi dahil olmak iizere gelismis BDNF seviyeleri ve
hafiza performansi gosterdi. Antagomir miR-206 tedavi olarak kullanildi ve intranazal olarak
uygulandi. AD hayvan modelinde antagomir miR-206'nin intranazal uygulamasi beyne ulasti
ve BDNF seviyelerini arttird1 ve hafiza bozuklugunu iyilestirdi. Toplu olarak, bu sonuclar miR-

206'nin BDNF ekspresyonunu inhibe ederek AD'nin patogenezinde rol oynayabilecegini
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gosterdi (Lee ve digerleri, 2012). Ayni arastirma grubu sonuglarini daha da dogrulad: ve koku
alma mukozal miR-206 seviyesinin belirlenebilecegini ve MCI dahil olmak iizere erken AD
igin tanisal bir biyobelirte¢ olarak saglayabilecegini gosterdi (Moon ve digerleri, 2016; Tian ve
digerleri, 2014). Ayrica, Tian ve arkadaglari miR-206'nin AD patogenezi siirecinde BDNF'yi
degistirip degistiremeyecegini degerlendirmeyi amaglad. Tlging bir sekilde miR-206
ekspresyonu, yabanil tip (WT) farelere kiyasla APP/PS1 farelerinin hipokampiisiinde,
plazmasinda ve CSF'sinde daha yiiksekken, APP/PS1'in hipokampal dokusunda, plazmasinda
ve BOS'unda BDNF seviyesi daha diisiiktii. Calisma, miR-206'nin 3'UTR'yi baglayarak
dogrudan BDNF'yi hedefleyebilecegini bildirdi. MiR-206 uygulama taklidi BDNF duzeylerini
diistiriirken, antagomir-206 kullanimi hem hiicre i¢i hem de salgilanan BDNF diizeylerini
artirmistir (Tian ve digerleri, 2014). Hafiza bozuklugu olan transgenik APP/PS1 fareleri, WT
kontroliine kiyasla hem hipokampusta hem de kortekste onemli &lglide artmis miR-206
seviyeleri gosterdi. Donepezilin kronik kullanimi, miR-206 ekspresyonunu asagi dogru
diizenlerken hafiza fonksiyonunu ve BDNF fonksiyon bozuklugunu iyilestirmistir. Buna
karsilik, miR-206 antogonisti (antagomiR-206-3p), donepezilin anti-demans etkilerini 6nemli
Olciide zayiflatti. Bu bulgular, BDNF fonksiyonunun donepezil tedavisi ile yakindan iliskili
oldugunu ve miR-206 seviyeleri ile ters iliskili oldugunu gostermektedir (Wang ve digerleri,
2017). Daha sonra miR-206, amnestik hafif biligsel bozuklugun (aMCI) AD'ye ilerlemesinin
potansiyel bir prognostik belirtecini bulmak i¢in degerlendirildi. Calisma, MASHB
calismasindan (Heibei eyaletindeki hafif biligsel bozukluk ve Alzheimer hastalig1 calismasi)
alinan 458 hastanin iki kez toplanan klinik verilerini baslangicta ve 5 yillik takipte analiz
etti. AD konversiyonu olan hastalarda miR-206 diizeylerinin daha yuksek, BDNF duzeylerinin
daha diisiik oldugu saptandi. Cok degiskenli regresyon analizine goére, miR-206'nin daha
yiiksek konsantrasyonlar1 ve daha diisiik BDNF seviyeleri, aMCI'den AD'ye doniisiimle 6nemli
ol¢iide iliskiliydi; bu nedenle, bagimsiz bir prognostik biyobelirte¢ olarak hareket edebilirler
(Xie ve digerleri, 2016). MiR-206 AD'de en iyi ¢alisilan miRNA'lardan biridir. Birkag rapor,
miR-206'nin  beyindeki BDNF  ekspresyonunun baskilanmasi nedeniyle ~AD'nin
patofizyolojisine dahil oldugunu gostermistir. Calismalar, AD ve AD hayvan modellerine sahip
hastalarin beyin dokusunda artmis miR-206 seviyelerine sahip oldugunu bulmustur, bu da hem
BDNF protein seviyelerini hem de CNS'deki gen ekspresyonunu azaltarak hafiza kaybina neden
olur (Moon ve digerleri, 2016; Tian ve digerleri, 2014; Xie ve digerleri, 2016).  Bizim
¢alismamizda da arastirilan miR-206 16882131 polimorfizmi literartire benzer Alzheimer

hastalig: ile ilgkili bulunmugtur. Muhtemelen bu polimorfizm literatiirdeki bilgiler 15181inda
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hastalarda BDNF seviyesini diislirerek AD  patogenizinde rol alabilecegini bize

diistindlirmiistiir.

miR-124 rs5315564

MiR-124, beyinde en ¢ok korunan ve bol miktarda eksprese edilen néronal sinapsa 6zgu
miRNA'lardan biridir (Schratt  ve digerleri, 2006). MiR-124 CREB
ekspresyonunu (Rajasethupathy ve digerleri, 2009; Preethi vd.  2012) vyani erken
genlerin aktivasyonunu diizenledigi ve sinaptik plastisiteyi kolaylastirildigi bildirilmistir.
Resvaratrolin (RSV) o6grenme ve hafiza gelisimi tizerindeki etkisinin arastirildigi bir
caligmada, Resvaratroliin hafiza ve 6grenme tizerindeki pozitif etkilerine muhtemelen miR-134
ve miR-124"in azaltilmis ifadeleri araciligiyla aracilik ettigi ve bunun da daha sonra BDNF
sentezini tegvik etmek icin CREB (CAMP Response Element-Binding Protein) seviyelerini
yukari regiile edebildigini gosterildi. Bu bulgular, RSV'in bilisteki rolini ve RSV'nin bu
stiregleri diizenledigi bir miRNA-CREB-BDNF mekanizmasi ortaya kondu (Zhao ve digerleri,
2013). Bizim ¢alismamizda da Alzheimer tipi demans hastalarinda miR-124 rs5315564
polimorfizmi ile bir iliski saptanamamistir. Bu durum c¢alisilan olgu sayisinin yeterli

olmayasindan kaynaklanabilir. Sonuglar miR-124'"in ekspresyon ¢alismasi ile desteklenebilir.

mMiR-30e rs112439044 ve miR-30e rs10489167

miR-30e" nin asagi regiilasyonu, MPTP (dopaminerjik noronlar1 etkileyerek beyinde
dopamin dretimini azaltan ndrotoksin) ile indiiklenen Parkinson hastaligi hayvan modelinin
Substantia Nigra Pars Compacta'sinda (SNpc) bulundu. miR-30e uygulamasinin Antagomir'i,
Ozellikle protein kodlayan gen olan NLRP 3'ln iltihaplanma aktivitesini hedefleyerek ve
azaltarak ve COX-2, TNF-a ve iNOS dahil olmak {izere iltihapli sitokinleri artirarak motor
islevi 6nemli dlglide iyilestirdi ve dopaminerjik noronlarin tiikenmesini iyilestirdi. Bu, miR-
30e' nin MPTP ile indiuklenen PD hayvan modelinde noroprotektif olabilecegini
diisiindiirmektedir. Daha da 6nemlisi, ¢alisma miR-30e antagomir tedavisinin SNpc'de azalan

BDNF iiretimini iyilestirdigini gosterdi (Li ve digerleri, 2018).
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Bagka bir ¢aligma, melatoninin miR-30e ekspresyonunu artirabildigini ve miR-30e'nin
yukar1 regiilasyonunun NLRP3 iltihaplanma yolunu 6nemli 6l¢iide engelleyebildigini, buna
karsin melatoninin pozitif etkisinin miR-30e inhibit6rii tarafindan noétralize edildigini
gosterdi. Boylece, melatonin ile miR-30e/NLRP3 inflamasyon sinyal kaskadi arasindaki iliskiyi
gosterdi (Wu ve digerleri, 2019). Alzheimer hastaligint NLRP3 inflamazomunun asir1
aktivasyonuyla iligkili bir durumu karakterize etmek i¢in yapilan ¢alismalarda NLRP3
iltihaplanmasinin aktivasyonunun, miRNA'lar tarafindan da modiile edilebilecegini ve miR-7-
5p, miR-22-3p, miR-30e ve miR-223-3p'nin 6zellikle NLRP3 mRNA'nin 3'UTR'sinin yiiksek
oranda korunmus bir bdlgesine baglandigi ve protein translasyonuna miidahale ettigi
gosterilmistir (Lewis ve digerleri, 2005). Boylece NLRP3 aktivasyonunu azaltigi bulundu.
Bizim ¢alismamizda da bu sonuglara benzer sekilde Alzheimer hastalarinda mir30e
rs112439044 polimorfizmi iliskili bulunmus ancak miR-30e rs10489167 polimorfizmi ile
Alzheimer hastalig1i arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir. miR-30e rs112439044
polimorfizminin Alzheimer hastalarinda NLRP3 iltihaplanmasinin aktivasyonununa sebep
olup, BDNF iiretimini azaltarak hastalik patofizyolojisinde rol alabilecegini bize

diistindiirmiistiir.

miR-26b rs188612260

Absalon ve arkadaglart yaptiklari bir calismada noéronlarda miR-26b'nin yukar
regiilasyonun, AD'de de gbzlenen pleiotropik fenotiplere neden oldugunu ve yuksek miR-26b
seviyelerinin bu nedenle AD ndéronal patolojisine katkida bulunabilecegini gostermislerdir.
Numouro ve Perry yazdiklari derlemede yukari regiile edilen mir26b nin de dahil oldugu yedi
miRNA (miR-125b, miR-146a, miR-200c, miR-26b, miR-30e, miR-34a, miR-34c) ve li¢ asagi
dogru diizenlenmis miRNA lart (miR-107, miR-210, miR-485) AD patomekanizmalarindan
bir olan oksidatif stresle alakli oldugunu vurgulamiglardir. Bizim ¢alismamizda literartiirle
paralel olarak miR-26b rs188612260 polimorfizminin genotip ve allel frekans dagilimi AD

hastalarinda kontrol vakalarina kiyasla istatiksel olarak anlamli bulunmustur.

Literatirde BDNF’yi diizenleyen miRNA polimorfizmlerinin AD patofizyolojisindeki
rollinii gosteren bir ¢alisma yoktur. Sonu¢ olarak bu calismada bulgularimiz literatiirdeki
ekpresyon ¢aligmalariyla Ortiismiis olup, AD gelisiminde miR-26b rs188612260, miR-30e
rs112439044 ve miR-206 16882131 polimorfizmlerinin BDNF aracili olarak rol alabilecegini

69


https://www.mdpi.com/1424-8247/14/11/1187#B31-pharmaceuticals-14-01187
https://www.mdpi.com/1424-8247/14/11/1187#B31-pharmaceuticals-14-01187

ve daha fazla vaka c¢aligmalariyla bu polimorfizmlerin bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegi

gosterilmistir.

70



6. SONUC VE ONERILER

Hastalik biyobelirtegleri olarak hem dolasimdaki hem de hiicre disi miRNA'larin
kullaniminin sundugu avantajlardan biri, nérodejeneratif ve norolojik bozukluklar dahil olmak
tizere bir¢ok farkli hastaligin farkli etiyolojilerini ayirt etme yetenekleridir. Ayrica, ¢calismalar
BDNF'nin nérodejeneratif bozukluklarda ¢ok énemli bir rol oynadigin1 géstermistir. Bununla
birlikte, kisitli arastirmalar BDNF miRNA arasindaki iliskiyi ve miRNA'lar tarafindan
BDNF nin nasil regiile edildigini gostermistir. Ki bu iligkinin 6grenme, hafiza ve bilisteki
rollerini anlamak ve periferik sinir sistemindeki sinir dokusunun yeniden buyumesini veya
onarimini nasil regiile ettigini saptamak faydali olacaktir. Her miRNA'nin ¢ok sayida hedefi
nedeniyle, yalnizca 1slak laboratuvar biyolojik deneylerine givenmek gergekgi
degildir. Dahasi, hesaplamali yaklasimlar, miRNA'nin diizenleyici roliinii anlamada ve
hedeflerinin belirlenmesinde dnemli bir adimdir. Norodejeneratif hastaliklar i¢in BDNF'yi
hedef alan yeni miRNA'lar1 tahmin etmek igin in silico analizi yapilmalidir; tahmin analizinin

dogrulanmasi i¢in daha fazla sayida deneysel analize ihtiyag vardir.
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