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OZET

Alzheimer Hastasi Bireylerde Bazi Mikrorna’larin Ekspresyonlarinin

Arastirllmasi

Progresif norodejeneratif bir bozukluk olan Alzheimer hastahg1 (AH), yashlarda
goriilen en yaygin demanslardan biridir. AH, patolojik olarak ekstraselliiler amiloid
plak birikimi, norofibriler yumaklar, sinaps ve noronal kayiplarla karaterizedir.
Son yillarda, artan raporlar mikroRNA (miRNA)’lar ve AH arasinda direkt bir
iliskinin oldugunu gostermistir. miRNA’lar, yaklasik 22 niikletit uzunlugunda olan
tek zincirli RNA’lardir. Hedef mRNA’larin 3’UTR’siyle kismi eslesen bazlarla post-
transkripsiyonel gen susturulmasinda kilavuz bir molekiil olarak islev gosterirler.
Hiicre proliferasyonu, boliinmesi, farklilasmasi, apoptoz, protein salgilanmasi ve
doku gelisimi gibi cesitli yolaklarda onemli rol oynarlar. Bu ¢ahismada, AH
patogenezine yol acan genleri hedefleyen aday 6 miRNA’nin (hsa-miR-132-3p, hsa-
miR-186-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-219a-5p, hsa-miR-3163 ve hsa-miR-3613-
3p) ekspresyon seviyeleri, AH hasta (n=84) ve saghkh bireylerin (n=67) kan
orneklerinde belirlendi. Kan ornekleri, etik hususlar géz oniine alinarak Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dal’ndan elde edildi. Segcilen
miRNA’lar, Real-time PCR’da karsilastirmali Ct yontemi kullanilarak analiz
edildi. Molekiiler analizden elde edilen veriler Ki-kare testi, Shapiro-Wilk testi,
Student t-testi, Mann-Whitney U testi ve Benjamini-Hochberg diizeltmesi
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda,
kontrollerle Kkarsilastirildiginda AH’de hsa-miR-3163 ve hsa-miR-3613-3p’nin
ekspresyonunun anlamh bir bi¢cimde arttigi, buna karsin hsa-miR-186-5p’nin
ekspresyonunun ise onemli derecede azaldig: edildigi tespit edildi (p<0,05). Sonu¢
olarak bu bulgular, hsa-miR-186-5p, hsa-miR-3163 ve hsa-miR-3613-3p’nin AH
norodejenerasyonuna katki saglayabildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, miRNA, ekspresyon.



ABSTRACT

Investigation of Expression of Certain miRNAs in Patients with Alzheimer's
Disease

Alzheimer’s disease (AD) that is a progressive neurodegenerative disorder is the
most common dementia among the elderly. It is pathologically characterized by
extracellular amyloid plaques deposition, neurofibrillary tangles, synapse and
neuronal loss. Recently, accumulating cases have demonstrated a direct link
between microRNAs (miRNAs) and AD. miRNAs are single-stranded RNAS in
aproximately 22 nucleotides in length. They function as a guide molecule in post-
transcriptional gene silencing by partially bases pairing with the 3°UTR of target
MRNAs. They play important roles in several pathways such as cell proliferation,
cell division, cell differentiation, apoptosis, protein secretion and tissue
development. In this study, the expression levels of 6 candidate miRNAs (hsa-miR-
132-3p, hsa-miR-186-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-219a-5p, hsa-miR-3163 and hsa-
miR-3613-3p) targeted genes leading to AD pathogenesis in blood samples of AD
patients (n=84) and controls (n=67) were determined. The samples by taking ethical
statements into consideration were obtained from the Department of Neurology,
Mersin University Faculty of Medicine. Selected miRNAs were analyzed by using
comparative Ct method in Real-Time PCR. Data obtained from molecular analyze
were statistically evaluated by using Chi-squared test, Shapiro-Wilk test, Student’s
t-test, Mann-Whitney U test and Benjamini-Hochberg correction. As a result of
evaluation, it was identified that hsa-miR-3163 and hsa-miR-3613-3p were
significantly upregulated in AD patients, while hsa-miR-186-5p were markedly
downregulated in AD patients compared to controls (p<0,05). In conlusion, these
data indicate that hsa-miR-186-5p, hsa-miR-3163 ve hsa-miR-3613-3p may
contribute to AD neurodegeneration.

Key words: Alzheimer’s disease, miRNA, expression.
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1. GIRIS

Norodejeneratif hastaliklar, sinir sisteminin segili bolgelerindeki néron kaybiyla
iliskili ilerleyici norolojik disfonksiyon ile karakterizedir (1). Bu hastaliklardan en sik
goriileni Alzheimer hastaligt (AH)’dir. Endiistrilesmis diinyadaki en ciddi saglik
problemlerinden biri olan AH, ¢ogunlukla yasa-bagli bunamanin en yaygin formudur (2).
AH, ilerleyici, sinsi ve gliniimiizde tedavisi miimkiin olmayan bir nérodejeneratif
hastaliktir. Su anda diinyada 24 milyon insan bu hastaliktan muzdariptir (3). 2050 yilina
kadar, her 85 kisiden birinin bu hastaliga yakalanabilecegi tahmin edilmektedir (4). AH
insidansi, 65 yas ve lstii bireylerde yaklagik %13 ve 85 yas ve Uistii bireylerde ise yaklasik
%45°tir. AH’nin karakteristik ndropatolojik 6zellikleri; ekstraselliiler senil plaklarin
olusturan 39-43 arasinda degisiklik gdsteren amino asitlerden meydana gelen amiloid
beta (AP) birikimi, intraselliiler norofibriler yumaklari (NFY) sekillendiren tau proteinin
asir1 fosforilasyonu ve astrositlerin proliferasyonuyla beraber néronal kayiptir (3, 5, 6).
AH tanisinda ¢ogu kaynaklar, ya klinik sendromlara ya da patolojinin anatomik
dagilimina dayanarak bir siniflandirma semasini kullanmaktadir. Ancak son zamanlarda,
klinik ve anatomik sinirlardan ziyade molekiiler mekanizmalara dayali bir siniflandirma
kullanilarak farkli yaklasimlar elde edilmeye calisiimaktadir. Ozellikle, molekiiler
genetikte yasanan bliylik gelismeler, AH’ye yeni bakis acilar1 kazandirmaktadir (1). Bu
yeni bakis agilarindan biri de AH’de mikroRNA (miRNA) ekspresyon profillerinin
belirlenmesidir. AH’de yapilan in vivo ya da in vitro miRNA ekspresyon profilleme
caligmalarinda, yeniden diizenlenmis miRNA ekspresyonlarinin AH’ye neden olabilecegi
gosterilmistir (7).

MikroRNA’lar, tek zincirli, kiigiik (yaklasik 19-23 niikleotid uzunlugunda),
endojen olarak eksprese edilen ve genellikle hedef mRNA transkriptlerin 3’kodlanmayan
bolgesine (3’untranslated regions, 3’UTR) baglanarak protein translayonunu post-
transkripsiyonel olarak baskilayan kii¢iik kodlanmayan RNA’larin evrimsel olarak
korunmus bir sinifidir (8, 9). Farkli hedef mRNA’larin susturulmasiyla miRNAlar, doku
gelisimi, hiicre proliferasyonu, boliinmesi, farklilasmasi, apoptoz, protein salgilanmasi ve
viral enfeksiyonu dahil ¢esitli regiilator yolaklarda 6nemli modiilatdr roller oynamaktadir

(10). miRNA’larin anormal ekspresyonu ve disfonksiyonu, kanser, kardiyovaskiiler,



inflamatuvar ve norogelisimsel hastaliklar dahil ¢ok sayida 6nemli klinik hastaliklarla
iligkilidir (11, 12).

Bu tezin kapsaminda, AH gelisimine sebep oldugu diisiiniilen hsa-miR-132-3p,
hsa-miR-186-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-219a-5p, hsa-miR-3163 ve hsa-miR-
3613’lin ekspresyon profilleri belirlenerek hastalikla olan iliskisi ortaya konulacaktir.
Boylelikle, bu bilgiler 1siginda bu ¢alismanin, gelecekte, AH’nin ilerleyisinin
yavaslatilmast ya da durdurulmasini saglayan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasina, olas1 biyobelirteglerin sayisinin artirilmasina ve bunun sonucunda erken
tan1 ve etkin tedavi yOntemlerinin gelistirilmesine yonelik arastirmalara katki

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi

2.1.1. Alzheimer Hastaliginin Tanimi

Latince’deki anlamiyla “yerlesmis, varolan, edinilmis olan zihnin sonradan
yitirilmesi” anlamin1 tagiyan demans kelimesi, etimolojik olarak Latince zihin anlamina
gelen mens kelimesinden tiiremistir ve demens zihin yitirilmesi anlamina gelir. Demans,
Yunancasiyla oligofreni (yetersiz zihin), Latincesiyle amensiyadan (zihin yoklugu)
farklilik gosterir. Oligofrenik hastada gelisimsel nedenlerle normal zihinsel islevler hi¢
kazanilmazken, demansli hastada edinsel nedenlerle (genetik ya da ¢evresel, siklikla da
ikisinin birlikte etkileriyle) kendinde mevcut olan kapasiteyi yitirme s6z konusudur. Bu
sebeple demans, eriskin merkezi sinir sisteminin hasarlanmasi sonucu gelisen zihinsel
yeteneklerde bozulma seklinde tanimlanmaktadir (13, 14).

Yaslilarda demansin en sik nedeni olan AH; merkezi sinir sisteminin gesitli
kisimlarinda néron ve sinaps kayiplari nedeniyle ortaya ¢ikan, yiiksek entelektiiel islevin
cok yavas bozulmasi, 6z bakim yetersizlikleri, ¢esitli noropsikiyatrik ve davranissal
bozukluklar ile kendini gosteren progresif norodejeneratif bir hastaliktir (15, 16). AH;
erken hafiza bozukluklari, afazi (konusma bozuklugu, konusamama), agnozi (saglam
duyusal islev varliginda nesneleri veya insanlar1 tanima bozuklugu), apraksi (saglam
motor sistem varliginda motor eylemlerinin olusamamasi) gibi bilissel yetersizlik ana
ozelliklerine sahip yasa bagli bir demanstir (17).

Alzheimer hastaligi, ailesel ve sporadik olmak tizere iki ayr1 klinik bulgulara
sahiptir. Her ikiside norolojik fonksiyon bozukluklarmma yol agan inflamasyona,
metabolik bozukluga ve yanlis katlanmig proteinlerin agregasyonuna katki saglayan
molekiiler lezyonlarla karakterize edilmektedir. Erken baslangi¢li Alzheimer hastalig
(EBAH) olarakta nitendirilen ailesel Alzheimer hastaligi, genetik mutasyonlara baglidir,
60 yasin alt1 bireyleri etkiler ve tiim Alzheimer vakalarinin %5’inden daha azini olusturur.
Bununla birlikte ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligt (GBAH) olarakta refere edilen
sporadik Alzheimer hastalig1 ise, 60 yas lizerindeki bireyleri etkileyen en yaygin ¢esitidir
ve dogrudan kalitsal gecis modeli s6z konusu degildir (18).



2.1.2. Alzheimer Hastaligimin Tarihcesi

Alois Alzheimer, 14 Haziran 1864’te Almanya’da Franconia’da, Wiirzburg
yakinlarindaki Marktbreit’ta dogdu. Matrikiilasyon sertifikasinda dogal bilimlerdeki
istiin yeteneklerinden soz ediliyordu. Tiibingen, Berlin, Aschaffenburg, Wiirzburg
Universite’sinde okudu ve 1887°de Wiirzburg Universitesi'nden doktor diplomas ald.
1888’de Frankfurt’ta psikiyatri ihtisas1 yapt1 ve kendini biiyiik ilgi duydugu noropatoloji
dalinda galigmalara adad1 (19-21). Unlii ndrolog Franz Nissl ile bitlikte serebral korteksin
normal ve patolojik anatomisi hakkinda, 1903’de tinlii psikiyatrist Emil Kraepelin ile
Miinih Universitesi Psikiyatri Klinigi'nde o dénemin yaygin hastahi@ sifilizin sinir
sistemindeki tahribat ile ilgili aragtirmalarda bulundu (21).

25 Kasim 1901 yilinda Auguste Deter, Alzheimer’in ¢alismalarini yiiriittiigii
Frankfurt hastanesine basvurdu. Hasta afazi, disoryantasyon, dnceden kestirilemeyen
davraniglar, paranoya, isitsel haliisinasyonlar ve belirgin fizyolojik bozukluklarin yani
sira anlama ve hafiza kaybi dahil ciddi semptomlara sahipti. 1903’te Alzheimer
Frankfurt’tan ayrildi ve kisa bir siire Heidelberg’de kaldiktan sonra Kraepelin’nin
direktorii oldugu Miinih Royal Psikiyatri Klinigi’nde goreve basladi. Orada, Alzheimer,
Auguste D vakasin1 8 Nisan 1906 tarihinde Frankfurt’ta 6limiine kadar takip etmeye
devam etti ve daha sonra hastaligin néropatolojik 6zelliklerini aragtirma ¢alismalarini tiim
hiziyla stirdiirdii (21).

Alzheimer Miinih’ten, Frankfurt’taki eski kliniginden hastanin klinik kayitlari ile
otopsi yapmak i¢in beynini istedi (21). Otopsi sayesinde Alzheimer’li beyni karakterize
eden iki patolojik lezyonlar olan ekstraselliiler senil plaklar1 ve intrandral norofibriller
yumaklar agikliga kavusturan (23, 24) Dr. Alzheimer, 1907°de sundugu bu olguyu
“Genel Psikiyatri ve Adli Tip Dergisi (Allgemeine Zeitschrift fiir Psychiatrie und
Psychich-Gerichtliche Medizine)” nde “Serebral Korteksin Ozgiin Bir Hastalig1” bashig1
altinda yayinlayarak AH’yi ilk kez tanimladi (19, 21). 1910°da Dr. Alzheimer’in klinik
sefi Kraepelin, yayinlanan Klinik Psikiyatri kitabinin 8.baskisinin 627. sayfasinda, “Senil
Beyin Hasar1” bagligindan sonra “Alzheimer Hastalig1” terimini kullanarak hastaliga

Alzheimer ismini verdi (21).



2.1.3. Alzheimer Hastaliginin Tam Kriterleri

Demansin  bir tipi olarak tanimlanan AH’nin tanisina yonelik temel
siniflandirilmada, Nérolojik ve Iletisimsel Hastaliklar ve inme/Alzheimer hastaligi ve
Iliskili Hastalik Baglantilar1 Enstitiisii (National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association; NINCDS-ADRDA), Zihinsel Hastaliklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi
4. Baski (Diagnostic and Statistic Manual of Mental Disorders, Fourth Edition; DSM-1V)
ve Uluslararas1 Hastalik Siniflandirmasi 10 (International Classification of Disease 10;
ICD-10) tami kriterleri kullanilmaktadir (25, 26). NINCDS-ARDRA'nin Alzheimer

hastaliginin klinik tanis1 i¢in 6nerdigi kriterler, hastaligin “olas1”, “miimkiin” ve “kesin”

tanilarini belirlemektedir (25).

2.1.4. Alzheimer Hastaliginin Prevalansi ve Insidansi

2015 Diinya Alzheimer Raporu’na goére, 2015 yilinda diinya ¢apinda 46,8 milyon
kisinin demansla yasadigi tahmin edilmektedir. Bu sayinin her yirmi yilda yaklasik ikiye
katlanacagi, 2030 yilinda 74,7 milyona ve 2050 yilinda ise 131,5 milyona ulasacagi
ongoriilmektedir. 2015 yilinda diinya genelinde 9,9 milyon yeni demans vakasi
beklenmektedir ve bu durum her 3,2 saniyede yeni bir vakayi ifade etmektedir (27).

2016 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) tahmini 5,4 milyon kisi
Alzheimer hastasidir. Bu say1 igerisinde tahmini 5,2 milyon hasta 65 yas ve istii iken,
yaklagik 200.000 hasta 65 yas altindadir. 5,4 milyon hastanin %4’ 65 yas ve alt1, %151
65-74 yas arasi, %44°li 75-84 yas aras1 ve %37’si 85 yas ve Ustiidiir. Buna ek olarak, 65
yas ve istiindeki 5,2 milyon hastadan 3,3 milyonu kadin hasta iken, 1,9 milyonunu erkek
hastadir. Insidansa bakildiginda ise, 2016 yilinda 65 yas ve iistii yaklasik 476.000 kiside
Alzheimer hastaliginin gelisebilecegi varsayilmaktadir. Yeni Alzheimer hasta vaka sayis1
yasla birlikte ¢arpict bigimde artis gostermektedir. 2016°te 65-74 yaslar1 arasinda
yaklasik 63.000, 75-84 yaslar1 arasinda yaklasik 172.000, 85 yas ve istiinde yaklasik
241.000 yeni vaka olacagi tahmin edilmektedir. 2016 yilinda ABD’de her 66 saniyede bir
Alzheimer vakasi ortaya c¢ikarken, 2050’de her 33 saniyede bir vaka gelisecegi

ongoriilmektedir. AH mortalite sayilarini inceledigimizde de, Centers for Disease Control



and Prevention (CDC) Saglik Istatistikleri Ulusal Merkezi verilerine gore, 2013 yilinda
84.767 kisi Alzheimer hastaligindan yasamini yitirmistir. 2015 yilinda ise, Chicago
Health and Aging Project (CHAP) verilerine gore, 65 yas ve lstii yaklasik 700.000
Alzheimer hastasinin yasamini yitirebilecegi tahmin edilmektedir (28).

Ulkemize baktigimizda, Tiirkiye Alzheimer Dernegi’nin verilerine gére, 2015
yilinda bilinen Alzheimer hasta saymnin 450.000’i buldugu bildirilmistir (29). 2014
yilinda Alzheimer tanisi ile T.C. Saglik Bakanligi’na bagli hastanelerde ilgili Teshis
Mliskili Gruplar (TIG) veritabanindan elde edilen veriler incelendiginde, toplam yatan
18.158 hastanin 7.911°1 erkek (%43,6), 10.247’si kadin (%56,4) oldugu goriilmiis ve
hastaligin kadin ve erkeklerde en ¢ok goriilen yas grubunun 70-84 yas oldugu rapor
edilmistir (30). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére, 2011 yilinda
Alzheimer hastaligindan 6len yaslh niifus oran1 %2,9 iken, bu oran 2012 yilinda %3,4,

2013 yilinda ise %3,6’ya yiikseldigi bildirilmistir (31).

2.1.5. Alzheimer Hastahigimin Risk Faktorleri

2.1.5.1. Degistirilebilir Risk Faktorleri

Hipertansiyon, beyin dokusunda protein ekstravazasyonu sonucu kan-beyin
bariyerinin vaskiiler devamliligimi etkileyerek AH riskini artirabilmektedir. Protein
ekstravazasyonu sirasiyla hiicre hasarina, noronal veya sinaptik fonksiyonda kayba,
apoptoza ve biligsel bozukluga yol agan AP birikiminde artisa neden olabilmektedir (25).

Diabetes Mellitus (DM), demans ve klinik AH’nin risk artistyla iligkilidir.
Beyinde, AB ve insiilin, insulin Degrede Edici Enzim (IDE) ile parcalanmaktadir. DM'de,
hiperinsiilinemi nedeniyle IDE insiilin tarafindan doyurulur ve biriken Ap ¢okerek plak
olusturur. Ayrica, hiperinsiilinemi glikojen sentaz kinaz-3-beta (GSK3B)’y1 aktive
ederek tau proteinlerinin fosforilasyonunu artirir (32, 33).

Orta yasta yiiksek total serum kolesterol diizeyi, demans ve AH’nin artisiyla
iligkilidir. Bu iliski, iki farkli mekanizma yoluyla ag¢iklanabilir. Bu mekanizmalarin ilki,
yiiksek kolesterol konsantrasyonlari, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarin

beyinde yiiksek miktarda amiloid birikimiyle iliskilidir (32).



Asin sigara kullammm, sigara icerigindeki 4.000 maddenin oksadatif stres,
noronal dejenerasyonu ve plak olusumunu tetikledigi bilindiginden, AH riskini
artirabilmektedir. Bununla birlikte, orta derecede alkol alimi1 demansa karsi koruyucu etki
goOsterirken, asiri tiiketim bilissel kayip ve demans riskini artirmaktadir (32).

Orgiin egitimi daha az yil goren bireyler, daha fazla yil orgiin egitim goren
bireylere gore Alzheimer ve diger demanslar igin yiiksek riskte oldugu bildirilmektedir.
Bazi arastirmacilar, daha fazla egitim alarak “kognitif rezerv’i gelistiren bireylerin,
Alzheimer ya da bagka demans semptomlarina yol a¢abilen beyindeki degisikleri daha iyi
kompanze etme olanaklarina sahip olduguna inanmaktadirlar. Kognitif rezerv hipotezine
gore, ne kadar uzun egitim goriiliirse beyindeki noronlar arasindaki baglantilar artar ve
beyin kognitif gérevini tamamlamak i¢in, néron-néron baglantilar1 degisik yollart
kullanarak Alzheimer’in erken beyin degisikliklerini kompanze etmeyi saglar (28). Buna
ek olarak, fazla sosyal ag, yasamda gaye, yiiksek egitim ve sosyoekonomik pozisyonun
AH’ye kars1 koruyucu etki gosterdigi iddia edilmektedir (28, 32).

Hafif ve ciddi travmatik beyin hasarlari, Alzheimer ve diger demanslarin
gelisim riskini artirmaktadir. Hafif travmatik beyin hasarina sahip bireylerin, beyin
hasarina sahip olmayan bireylerle karsilastirildiginda Alzheimer ve diger demanslarin iki
kat gelisim riskiyle, buna karsin ciddi beyin hasarina sahip bireylerin 4,5 kat gelisim
riskiyle iliskili oldugu bildirilmistir (28).

2.1.5.2. Degistirilemeyen Risk Faktorleri

Alzheimer hastalig1 i¢in en biiyiik risk faktorii yastir (28). Ancak bu durum, ¢ogu
insanda yas ilerledik¢e AH gelisecek anlamina gelmez. Zaten ¢ogunda da gelismez (34).
65 ve Ustll yastaki her 9 kisiden 1’1 Alzheimer hastasi iken, 85 ve iistii yastaki yaklagik
her 3 kisiden 1’1 Alzheimer hastasidir (35, 36). Bununla birlikte, meta-analizden elde
edilen sonuglar, AH ve demans insidans oranlarinin yasta artan her 5 yil i¢in, 64 yas
oncesinde 3 kat, 75 yas dncesinde 2 kat ve 85 yas civarinda ve dncesinde 1,5 Kat arttigini
gostermektedir (37).

Alzheimer hastaligi igin ana risk faktorii yas olmasina karsin, cinsiyette en az yas
kadar 6nemli bir risk faktoriidiir. AH’l1 kisilerin orani, genelde kadinlarda erkeklere gore

daha yiiksektir (38). Kadinlarda goriilen belirgin yiiksek riske yonelik nedenler hala tam



olarak bilinmemekle beraber, kromozomal, gonadal veya hormonal farkliliklar gibi
biyolojik farkliliklar 6nem ifade ettigi diistiniilmektedir (39).

Alzheimer hastaliginin genetik etiyolojisi, baslangic yasina bagl olarak
heterojenlik gosterir (39). EBAH (<60 yas), tim AH vakalarinin yaklasik %5-10"unu
olusturur (41) ve siklikla ailesel otozomal dominant olup tam penetran kalitim gosterir
(40). Bu olusuma ti¢ gendeki 200’den fazla mutasyonlardan herhangi biri neden olabilir.
Bu genler, kromozom 21°deki AP prekiirsor protein (APP; 31 mutasyon), kromozom
14’teki presenilin-1 (PSEN1; 171 mutasyon) ve kromozom 1°deki presenilin-2’dir
(PSEN2; 14 mutasyon). APP, PSEN1 ve PSEN2’deki yaygin mutasyonlar, AB42:AB40
oranini artirarak norotoksik oligomerik gruplardaki AB’nin agregasyonuna yol agarlar
(40-42). APP geninin asir1 ekspresyonu, AB’nin bilinen patojenik formu olan 42’nin
sentezini artirmasiyla plak olusumunu artirir. APP’yi kodlayan gen kromozom 21°de
bulundugundan trizomi 21’li (Down sendromu) bireyler, eger 40 yasindan sonra hayatta
kalirlarsa, AH’nin karakteristik noropatolojik 6zelliklerinin gelismesi yiiksek risktedir.
Ciinkii trizomi 21°deki APP geninin ekstra dozu, APP {iriiniiniin artisina neden olur ve
bundan dolay1 normal bireylerle karsilastirildiginda serebral amiloid asir1 iretilir ki bu
durum biiyiik olasilikla genetik hasara sahip bireylerdeki EBAH gelisme yatkinligini
aciklamaktadir (41). Buna karsin, gogu AH’li vakalar ge¢ baslangiglidir (%90-95) ve
500’den daha fazla gen, GBAH aday genleri olarak test edilmistir. AH patogenezinde en
fazla ¢alisilan apolipoprotein E’nin (APOE) izoformu &4 alleli, ailsel ve sporadik erken-
baslangicli ve GBAH’deki riski artirmaktadir, ancak bu bulgu hastalik etyopatogenezi
acisindan yeterli degildir (42, 43).

2.1.6. Alzheimer Hastaliginin Molekiiler Norobiyolojisi

Alzheimer hastaligi, norotik plaklar ve norofibriler yumaklara bagli ciddi bir
serebral atrofi ile karakterize edilir. Bu yapilarin yogunlugu bunamanin klinik durumuyla
koreledir ve mevcudiyetleri post mortemde AH’nin kesin tanisini saglamaktadir (Sekil
2.1) (44).



Sekil 2.1. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde gbzlenen patolojik degisimler. (A) Solda normal beyin ve
sagda ise sulkusta genigleme, ventrikiil dilatasyon ve genis capli hiicre kaybiyla karakterize edilen
Alzheimer hastasina ait beyin atrofi goriintiisii. (B) Giimiis boyama ile gosterilen beyaz oklarla isaretli
norofibriler yumaklar. (C) Cift boyama ile gosterilen y1ldiz isaretli amiloid birikintisi ve beyaz okla isaretli
norofibriler birikintisi (44).

2.1.6.1. Norotik Plaklar ve Amiloid Beta Prekiirsor Protein

Norotik plaklar, AP olarak bilinen bir peptidden olusan insoliibl bir merkeze sahip
caplart 10-100 um arasinda degisen ektraselliiler birikimlerdir. AR, APP’den kdken alan
normal bir sekretuar iiriin olarak olusan 39-42 amino asitlik bir peptittir (44). APP,
Alzheimer’l1 beyinlerde amiloid plaklarin major protein komponenti olan A proteinin
oncusidiir. Genis cesitlilikteki memeli ve memeli olmayan hiicrelerde eksprese edilen
APP; tip-1 transmembran glikoproteindir (45).

Insanlarda APP geni, kromozom 21¢21.3’de lokalizedir (46). 18 ekzon icerir ve
yaklagik olarak 240 kilobaz uzunlugundadir. APP promoter sekansi APP geninin,
hizmet¢i genler sinifinin bir tiyesi oldugunu gosterir. Bu promoter tipik TATA ve CAAT
kutularindan yoksundur, ancak ¢ok sayida transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi i¢in
SP-1, AP-1 ve AP-4 bélgeleri, 1s1 sok kontrol elementi ve iki Alu-tip tekrar sekansini
iceren konsensiis sekanslarini yapisinda bulundurur. SP-1, AP-1 ve AP-4 bolgeleri hiicre

farklilagsmasinin yanisira hiicre proliferasyonu ve mitozuyla iliskili proteinlerin



ekspresyonunu regiile eder ve APP promoterdaki bu bdlgelerin varligi, APP’nin hiicre
biiylimesi veya olgunlagmasiyla iligkili bir fonksiyona sahip oldugunu gosterir (45).

Transkripsiyon boyunca, APP mRNA’sinin farkli splayzingi, birka¢ APP splayz
varyantlarin1 meydana getirebilmektedir. APP’nin major eksprese edilmis izoformlari
770, 751 veya 695 amino asid rezidiilerine sahiptirler. APP751 ve APP695 izoformalari
ekzon 7 ve/veya 8’in splayz olmasi sonucunda iiretilirler. Bununla birlikte, ekzon 15’den
yoksun olmasiyla L-APP ve ekzon 2,7 ve 8’den yoksun olmasiyla APP639 gibi daha az
yaygin splayz varyantlar1 da rapor edilmistir (Sekil 2.2) (44, 45).
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Sekil 2.2. APP geninin yapisi. APP geni kromozom 21q21.3’te lokalizedir ve 18 ekzona sahiptir. Ekzon
7,8’in farkli mRNA splayzingi (koyu gri) 695, 751 ve 770 amino asid izoformalarinin ekspresyonuna yol
acabilmektedir. Ekzon 2 ve 15 (agik gri), APP639 ve L-APP’de splayz edilir (45).

APP mRNA, sinir sistemi (beyin, spinal kord, retina), immiin sistem (timiis,
dalak), kas (diiz, kardiyak ve iskelet kas1), bobrek, akciger, pankreas, prostat bezi ve tiroid
bezi dahil gesitli dokularda eksprese edilmektedir. Bununla beraber, APP’nin mRNA
splayz varyantlari, farkli hiicrelerde farkli miktarlarda eksprese edilirler (45). APP695
cogunlukla noéronal hiicrelerde, APP751 ve 770 izoformlar1 glial hiicrelerde, L-APP,
16kositlerde, mikroglia ve astrositlerde eksprese edilirler (44, 45). APP639 ise ¢cogunlukla
fotal dokuda, erigkinlerde de yalniz karacigerde eksprese edilir (45).

APP yapisal olarak integral tip-1 transmembran glikoprotein 6zelligindedir. APP

yapisinin hiicre-ylizey reseptor veya biiyiime faktorii olarak rol oynayabildigi ortaya
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konulmustur. Kodlanmis protein biiyiik bir ektodomain (E1), asidik domain, helix-rich
domain (E2) ve transmembran domain i¢ine uzanan A sekans kismini igerir. Nispeten
kisa sitoplazmik domain, birkag fosforilasyon bolgeleri ve YENPTY tasnif motifine sahip
C-terminus’u igerir (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4) (45).

APP-770
E1 domain E2 domain
[ - 1
18-190 I 366-568 ! YT%I-YPBTQY
HBD1 CuBD HBD2 [CHO] ¥
96-110  181-188 391-412 WA
\ \ | A
N BJ_Cysteinerich | Acidic LGN ]
118 190 201 341[366 P I
ox2 _ _——-—" PR
- s
B B _— o Y Y ?"E
| At 2 A A6
....SEVKMIEAEFRHDSGXEVHHQELVFFAEDVGSNKQAIIGLMVGGVVIA TVIVITLVMLKKK. ..
72 681 657 700 711713 723

Sekil 2.3. APP protein yapisi. APP’de, N-terminal sinyal peptid (SP) bulunur. E1 domaini, heparin-
baglayict domain (HBD1) ve bakir-baglayict domain (CuBD)’den olusur. E2 domaini ise ikinci bir heparin-
baglayict domain (HBD2) igerir. APP751 ve APP770’de Kunitz proteaz inhibitér (KPI) ve Ox-2 antijen
domaini bulunur. E2 ve A arasindaki bolgede iki potansiyel N-bagli glikozilasyon bdlgeleri (CHO) vardir.
Bu bolgede, ayrica ekzon 15 splayz edildiginde meydana gelen potansiyel kondroitin siilfat bagli bolgede
vardir. AP bolgesinin amino asid sekansi, sekretaz kesim bolgeleriyle gosterilmistir. Intraselliiler C-
terminal domain bir YENPTY tasnif motifini igerir. TMD, transmembran domain (45).

11



Olasi gorevleri

Hiicre adezyonu
Ligand baglama
Heparin baglama
Metal baglama
Dimerizasyon

Proteaz inhibisyonu

Dimerizasyon

Heparin baglama
Metal baglama

Dimerizasyon
Lipid baglama

Sinyal iletimi
Gen regiilasyonu
Yiik trafigi

C-terminal
Domain

Sekil 2.4. Giincellenmis protein veri bankasi dosyalarina dayanan amiloid prekiirsor protein (APP)’in
tahmini tic-boyutlu yapisi ve olast gorevleri (45).

Ekspresyondan sonra, transle edilmis APP polipeptidi N- ve O-glikozilasyon,
fosforilasyon, tirozin siilfasyon, palmitoilasyonu iceren birtakim post-translayonel
modifikasyonlara ugramaktadir. Ilaveten APP, sekretazlar olarak adlandirilan enzimlerle
post-translasyonel olarak iglem goriir. Sekretazla parcalanmadan sonra farkli APP
fragmentleri tUretilir. APP islenmesi i¢in amiloidojenik yolak ve amiloidojenik olmayan
yolak olmak tizere iki ¢esit yolak vardir (44, 45).

Amiloidojenik olmayan (non-amiloidojenik) yolakta, APP’nin ekstraselliiler
domain kismi a-sekretazlarla kesilir. a-sekretaz, disintegrin ve metalloproteaz (ADAM;
ADAM9, ADAM10 ve ADAM17 dahil, TACE olarakta bilinir) ailesine ait bir tiyedir. o-
sekretaz (ADAM10), ektraselliiler alan i¢ine salinan soliibl fragment (sAPPa) ve C83
olarak tanimlanan karboksil terminal membran-bagl {iriin olmak iizere iki iirlin meydana
gelir. sAPPa, norotrofik ve noroprotektif fonksiyonlara sahiptir. Daha sonra C83

fragmenti y-sekretaz tarafindan kesilir. Sonucta, 6 kDa’luk fragment olan APP
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intraselliiler C-terminal domain (AICD) ve ekstraselliiler alana salinan ~3 kDa’luk peptid
(p3) olmak iizere iki iiriin olusur (44, 47).

Amiloidojenik yolakta, APP’nin ekstraselliller domain kismi B-sekretazlarla
(BACEZ1) kesilir. Ekstraselliiler alana salinan soliibl {iriin (sABPP) ve CT99 veya CT89
olmak iizere iki {riin olusur. Daha sonra CT99, y-sekretazla kesilerek norotoksik
fragment A ve sitoplazma iginde daha ¢ok AICD meydana gelir. y-sekretaz kompleksi
plazma membrani i¢inde, Nicastrin, Anterior Pharynx defective 1, Presenilin enhancer 2,

Presenilin 1 ve/veya Presenilin 2’den olusmaktadir (Sekil2.5) (44, 47).
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Sekil 2.5. APP’nin islenmesi (44).

Amiloid kaskad hipotezi, AH nin A monomerler, oligomerler, insoliibl fibriller
ve plaklarin artan miktarlariyla sonucglanan, AP dirlinii ve klirensi arasindaki
dengesizlikteki nedenden dolayr gelistigini ileri siirmektedir (48). AP peptidleri
biiyiikliiklerinde ¢esitlilik gosterebilmektedir. Normal fizyolojik kosullar altinda beyin
AP42:APao orant ~1:9’dur. Bu oranin, ailesel AH’li hastalarin beyinlerinde yiiksek ytizdeli
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olarak degistigi gozlenmektedir ve bu durumun artmis sinaptotoksisiteye yol acabilecegi
gosterilmistir (49). AB40 ve AB42/43 anatoksik izoformlardir. AP42 giiglii hidrofobik,
toksiktir ve AB40 gore oligomerler, fibriller ve amiloid plak olusturmaya daha yatkindir
(48). AH’li hastalardaki isaretlenmis AP42 ve AP40’lh kinetik calismalar, AP {iriin
oranlarinin kognitif olarak normal kontrol ve AH gruplart arasinda fark olmadigi
gosterilmistir. Ancak, AP’nin ortalama klirens orani kontrollere gore Alzheimer’l
hastalarda daha azaldig1 saptanmistir. GBAH’de, AB42 ve AP40’1n ikisininde klirensinin
%30 azalmasiyla iligkili oldugu gosterilmistir (Sekil 2.6) (49, 50).

— g Falalk RO
ellikte
zde rol

norotrofik 82
Norogene

Sekil 2.6. AP nin seviyesi ¢evresel faktorler ya da genetik arkaplan nedeniyle degisimi. Normal sagliklt
kosullarda, AP diisiikk konsantrasyondadir (pM) ve AP’ nin fizyolojik kosullarini kullanir, ancak hastalik
kosullarinda AB’nin seviyesi yiikselir (nM-uM) ve tahterevalli patolojik etkiler tarafina kayar (44).

2.1.6.2. Norofibriler Yumaklar ve Tau

Norofibriler yumaklar, norotik plaklara gore daha basit olmasina karsin, heniiz
daha anlagilmis degildir. Norotik plaklardan farkli olarak, AH hastalarinin beyinlerindeki
norotik yumaklarmin yogunlugu demans siddetiyle siki iliskilidir. Ozellikle nérofibriler
dejenerasyon, AH patolojisinin klinik belirtisi igin bir 6nsarttir. Buna karsin, nérofibriler
yumaklarin yoklugunda amiloid birikimi, AH patolojisini gostermez (44). Mikroskobik
diizeyde Alzheimer hastalig1 tanisi, hiicre dis1 lezyon olan norotik plaklarin ve hiicre igi

lezyon olan nérfibriler yumaklarin saptanmasi ile konulmaktadir (15).
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Norofibriler yumaklarin temel bileseni hiperfosforile olmus tau proteinidir.
Kromozom 17 tarafindan kodlanan tau proteini mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP)
ailesinin bir tyesidir. Mikrotiibiillerin stabilizasyonu, aksonal transport ve hiicre iskelet
biitiinligiinde 6nemli rol oynamaktadir (51).

Insan tau geni, 17. kromozomun uzun kolunun 17921 pozisyonunda lokalizedir.
100 kb’nin {izerindedir ve 16 ekzon igerir. Biri promoter bolgesine bagh digeri ise ekzon
9’da bulunan iki CpG adast igerir. Tau promoter bolgesinde kabul edilen CpG adasi, daha
onceden tanimlanmis néron spesifik promoterlara benzemektedir. Farelerdeki Alu-benzer
sekansa homolog iki bolge mevcuttur. Bu promoter bolgesinin sekansi ayni zamanda,
tipik hizmetgi genler gibi olas1 multipl baslangi¢ bolgelerinin varligiyla iliskili bir TATA-
eksik sekansi igerir (52). Ekzon -1 promoterin bir kismidir ve transkribe olur ancak
transle edilmez. Ekzon 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12 ve 13 yapisal ekzonlardir. Ekzon 2, 3 ve 10
alternatif splayz edilir ve eriskin beyninde agik¢a kendini gosterir (Sekil 2.7) (52, 53).

-1 1 23 4 4A 5 6 78 9 10 11 12 13 14
Insan Tau geni
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-1 1 23 4 5 7 9 10 11 12 13 14

| Alternatif splayzing I

R1 R2 R3 R4

441

'z
410
Tau izoformlari
£ 412
a2
= 381
383
-
g [ 352
=

Sekil 2.7. Insan tau geni, tau primer transkripti ve alt1 adet santral sinir sistemi tau izoformlarmin sematik
gdsterimi. Insan tau geni kromozom 17°nin 17q21 pozisyonunda 100 kb’nin iizerindeki biiyiikliigiiyle
lokalize olmustur. Promoterin bir pargasi olan ekzon 1 ile birlikte 16 ekzon igerir (Ust panel). Tau primer
transkripti, insanda ekzon 4A, 6 ve 8’in transkribe edilmedigi i¢in 13 ekzon igerir (Orta panel). Ekzon -1
ve 14 transkribe edilir ancak transle edilmez. Ekzon 1, 4, 5, 7, 9, 11, 12, 13 yapisaldir ve ekzon 2, 3 ve 10
alternatif splayz edilir. Bundan dolayialti farkli mRNA’ya sebep olur ve alt1 farklt SSS tau izoformlari
transle edilir. (Alt panel). (52).
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Tau proteini ¢ogunlukla santral ve periferal sinir sisteminde eksprese edilir, ancak
ayn1 zamanda bobrek, akciger ve testiste de bulunur. Tau hidrofilik 6zelliktedir ve protein
normalde dogas1 geregi katlanmamistir. Tau molekiilii, asidik N-terminal kisim, prolince
zengin bolge ve temel C-terminal domaini olmak {izere ii¢ major domain igerir. Bundan
dolay1 tau proteini, zit yiike sahip iki domainiyle dipoldur. Yiiklerin bu asimetrisi tau ve
mikrotiibiiller arasindaki interaksiyonlar i¢in 6nemlidir (54).

C-terminal domain mikrotiibiillere baglanir ve mikrotiibiilleri bir araya getirmeyi
saglar. Mikrotiibiillere baglanma, ekzon 9-12 tarafindan kodlanan tekrar domainleri (R1-
R4) araciligiyla meydana gelir. 150-240 tau rezidiilerinin orta bdlgesi ¢ok sayida prolin
icerir. Bu bolge, birkag prolin-direkt kinazlarin ve SH3 domainli proteinler i¢in baglanma
bolgelerinin hedefleridir. Tau’nun asidik N-terminal kismi mikrotiibiillere baglanmaz. Bu
domain, diger sitoskeletal elementler, mitokondri veya noronal plazma membranla

etkilesebilmektedir (Sekil 2.8) (54).

N-terminal projeksiyon Mikrotiiblil-baglanma domaini
i: > | € >
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Sekil 2.8. 441 amino asidlik en uzun tau izoformunun fonksiyonel domainlerinin sematik gésterimi (55).

Multifonksiyonel bir protein olan tau’nun en Onemli fonksiyonu, tiibiilin
polimerizasyonundaki roliidiir. Tiibiiline tau’nun baglanmasi post-translasyonel
modifikasyonlarla, 6zellikle fosforilasyonla diizenlenir. Fosforilasyon pozitif yiikii
noétralize edebilmekte, konformasyonu degistirebilmekte ve mikrotiibiillerden tau’yu
ayirabilmektedir (54). Tau’nun mikrotiibiillere baglanmasi, tau’nun fosforilasyon
seviyesiyle regiile edilmektedir. Kinazlarla (Cdk5, GSK3p, MARK ve ERK2) tau

fosforilasyonu, mikrotiibiillerden tau’nun ayrilmasina neden olabilmektedir ve boylelikle
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mikrotiibiil depolimerizasyonuna yol agmaktadir. Aksine, fosfataz (PP1, PP2A, PP2B ve
PP2C) tau'nun fosforilasyon seviyesini azaltmaktadir ve mikrotiibiillere tau’nun
baglanma yetenegini yeniden canlandirmaktadir. Kinazlar ve fosfatazlarin rolleri
arasindaki bu denge patolojik durumlarda bozulmaktadir ve kinaz aktivitesindeki artis ve
fosfataz aktivitesindeki azalig tau hiperfosforilasyonuna yol agmaktadir. Hiperfosforile
tau protein yanlis katlanmistir ve § tabaka igerikli yapi olan ¢iftlenmis helikal filamentleri
olusturmaktadir. Bu yap1 transisyonlar1 daha ¢ok organize olmus agregatlari meydana
getirecek ve sonunda noronlarin i¢ginde norofibriler yumaklar1 gelistercektir. Norofibriler
yumaklar normal aksonal transportu bozacak, sinaptik plastisiteyi aksatacak ve sonugta

hiicre kaybini uyaracaktir (Sekil 2.9) (56).
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Kinazlar: Fosfatazlar:
Cdks, GSK3, PP1, PP2A,
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Tau mikrotiibilden . - = - K Ciftlenmis
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Sinaptik fonksiyon bozuklugu
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Sekil 2.9. Tau-aracili nérodejenerasyon (56).
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2.2. MikroRNA’lar

MikroRNA’lar, hedef mRNA’larin 3°’UTR, kodlanan dizilere veya
5’kodlanmayan  bolgeye (5’untranslated regions; 5’UTR)  yari-komplementer
baglanmasiyla posttanskripsiyonel gen ekspresyonunda Onemli rol oynayan,
translasyonun inhibisyonuna ya da mRNA degredasyonuna yol agan yaklasik 20 niiklotid
(nt) uzunlugunda, endojen, kiigiik ¢ift zincirli kodlanmayan RNA’lardir (6, 57-59).
Memelilerde, miRNA’larin tiim protein kodlayan genlerin yaklasik %50°nin aktivitesini
kontrol ettigi tahmin edilmektedir (60). Su anda, 1.881 prekiirsor ve 2.588 olgun insan
miRNA’s1, Haziran 2014 miRBase siiriim 21°de kaydedilmistir. Tiim insan miRNom’u,
protein-kodlayan genlerin %60’indan fazlasin1 regiile etmektedir (58). Yapilan
calismalar, miRNA’larin hemen hemen her hiicresel prosesin regiilasyonuna katildigin
ve ekspresyonlarinin gesitli insan patolojilerine bagl olarak degistigini gostermistir (60).
miRNA’larin regiilasyonundaki bozukluklarin, siklikla kanser ve ndrogelisimsel
hastaliklar dahil bir¢ok insan hastaliklariyla iligkili oldugu yapilan caligsmalarla ortaya
konulmustur (61).

2.2.1. MikroRNA’larin Kesfi

MikroRNA’larin hikayesi, 1993 yilinda Victor Ambros ve arkadaslarinin
Caenorhabditis elegans’in gelisimsel zamanlama kontroliindeki hasarlari arastirmasi igin
gerceklestirdigi genetik taramasiyla basladi (62). Caenorhabditis elegans nematodunda,
heterokronik genler tiim larval asamalarin gelisimsel siirecini kontrol etmektedir.
1987°de, Ferguson ve ark., Horvitz laboratuvarinda yaptiklar1 ¢alismada, heterokronik
genlerden biri olan lin-4’tin, bir diger heterokronik gen olan lin-14’ii negatif olarak
diizenledigini, yani baskiladigin1 gostermistir. Bu sebepten lin-4 geninin kodladig1 yeni
proteinin diizenleyici bir gorevi oldugu disiinilmistiir. Bunun tizerine, Ambros ve
arkadaglar1 lin-4 genini klonladilar ve konvansiyonel baslangi¢ ve bitis kodonlarinin
bulunmadigin1 tespit ettiler. Varsayilan agik okuma c¢ergevesinde mutasyonlar
uygulasalar da, lin-4 fonksiyonunda herhangi bir degisikligin olmadigini saptadilar.
Bundan dolay1 Ambros, lin-4 ’iin bir protein kodlamadigi sonucuna vardi. Buna ek olarak,

Ambros ve arkadaslari, 61 nt ve 22 nt uzunlugunda ¢ok kiigiik iki lin-4 transkriptlerini
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buldular. Bunun yani sira, Ruvkun ve arkadaslari, lin-14’in posttranskripsiyonel
seviyede diisiik diizeyde eksprese edildigini ve lin-/4"tin 3’UTR bdlgesinin, gelisimsel
siiregteki zamanlamay1 diizenleyici nitelikte oldugunu buldular. iki grup c¢alisma
verilerini paylasti ve Haziran 1992’de Ambros ve Ruvkun bagimsiz olarak ayni sonuca
vardilar. Ambros ve Ruvkun birbirlerinden bagimsiz olarak, Kasim 1993’te Cell
dergisinin ayni sayisinda, lin-4 transkriptleri ile lin-14 geninin 3’UTR bolgesinde tekrarli
dizileri arasinda bir komplementerligin oldugunu ve lin-4’tin, lin-/4"t 3’UTR bolgesi
vasitasiyla regiile ettigini rapor ettiler (57).

Lin-4’c benzer sekilde, let-7 de C.elegans’in heterokronik genlerinden biridir ve
ilk miRNA’nin bulunmasindan 7 yil sonra, 2000 yilinda kesfedilen ikinci miRNA’dir.
Ruvkun laboratuvarinda, let-7’nin larval gelisimsel zamanlamayi1 kontrol eden 21 nt’lik
bir RNA oldugunu rapor edildi. Ruvkun ve arkadaslari, let-7 nin, gelisimsel zamanlamay1
kontrol eden bagka bir gen olan lin-41’in 3’'UTR bolgesindeki iki korunmus bolgeye
hemen hemen komplementer oldugunu ve lin-41 3°UTR bolgesinin delesyonunun ve let-
7 mutasyonlarinin lin-4/’in diisiikk diizeydeki ekspresyonunu durdurdugunu yaptiklari
caligmalarla gostermislerdir. Let-7 RNA daha sonra arthropodlardan insana kadar birgok
hayvan tiiriinde bulunmustur. Bugiinlerde ise, binlerce miRNA insanlarda ve diger
canlilarda tanimlanmis olmakla birlikte, miRbase, miRDataBase gibi miRNA online dizi
havuzlar1 da olusturulmustur. Buna ek olarak, miRNA hedef tahmini igin gelistirilmis
yazilimlar ve giincel araglar miRNA fonksiyonel ag caligmalarina olanak saglamaktadir

(57).

2.2.2. MikroRNA’larin isimlendirilmesi

Isimlendirme kurallar1 bugiinlerde miRBase 21 tarafindan tanimlanmaktadir (63).
miRBase veritabani, genis kapsamli mikroRNA dizi verisine, ek ag¢iklamalaria ve
tahmini gen hedeflerine entegre arabirimler saglamayr amaglar (64). MIRNA
isimlendirilmesi 6nce miRNA Kurumu tarafindan yapilmistir, daha sonra isimlendirme
miRBase tarafindan yiiriitilmeye baslanmistir (65, 66).

miRNA isimlendirilmesinde ilk basta miRNA’nin kaynagi olan tiirlin kisaltmasi
yer alir. Ornegin; insan (Homo sapiens) kaynakli miRNA’lar igin “hsa”, fare (Mus

musculus) i¢in “mmu”, sigan (Rattus norvegius) i¢in “rno” on eki kullanilir. Tiir
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kisaltmasindan sonra mir/miR kisaltmasi yazilir. “mir” kisaltmasi pre-miRNA’y1, “miR”
kisaltmasi ise olgun miRNA’y1 temsil eder. miR’den sonra ise rakam yer alir. Rakamlar
bulunus sirasma gore siralanir. Ornegin; fare mir-352’den sonra yayimlanan miRNA,
mir-353 sayisi alir. Farkli DNA bolgesine yerlesmis, gen duplikasyonu sonucu paralog
dizilerden kodlanan miRNA’lar, rakamdan sonra bir harf ile adlandirilirlar. Bir ya da iki
niikleotid disinda neredeyse aym diziye sahiptirler. Ornegin; hsa-miR-121a ve hsa-miR-
121b nispeten birbirleriyle yakin iliskilidir. Genomda farkli yerlerden kodlanan ancak
ayni diziye sahip miRNA’lar aymidir ama farkli pre-miRNA’lardan iiretilir.
Isimlendirilirken ekstra ¢izgi (-) ve numara verilir. Ornegin; miR-123-1 ve miR-123-2.
Ayni1 pre-miRNA sag tokasinin 3° veya 5’ ucundan koken alan miRNA’lar, “-3p” ya da
“-5p” son eklerini alirlar. Ornegin; miR-142-5p (5' kolundan) ve miR-142-3p (3'
kolundan). MiRNA c¢iftinden diger ugtakine gore daha diisiik seviyede anlatimi olan
miRNAlar inaktif olarak kabul edilir ve numaradan sonra “*” isareti konulur. Ornegin;
ayni pre-miRNA’dan olusan miR-123*’a gore miR-123 (yildiz isareti bulunmayan),
hiicrede nispeten daha fazla bulunmaktadir (66, 67).

2.2.3. MikroRNA’larin Genomik Lokasyonu

MikroRNAlar, insan kromozomlarmin tizerinde tek baslarina veya kiimelenmis
olarak yer alirlar (66). Baz1 kromozomlar, tiim tiirlerle karsilagtirildiginda asir1 derecede
fazla sayida miRNA genlerinin bulundugu gozlenir. Ornegin, tiim tiirlerde X
kromozomunda fazla sayida miRNA genleri mevcut iken, Y kromozomunda ise hi¢ veya
cok az sayida mevcuttur (68). MiRNA’lar genomik lokasyon ve yapisina bagli olarak,
intergenik, intronik ve ekzonik olmak iizere iig tipte karakterize edilmektedir. Intergenik
miRNA genleri, promoter, transkript sekans1 ve terminator birimleri igeren transkripsiyon
birimlerinden ayridir. Insanlarda, ¢ogu intergenik miRNA genleri, bir transkripsiyon
baslangic bolgesine ve poliadenilasyon bolgesine sahiptir (69). Bu miRNA’lar kendi
promoterlariyla birlikte monosistronik olabildigi gibi, primer transkriptleri bir grup
seklinde transkribe edilerek polisistronikte olabilmektedirler (70, 71). Bununla birlikte,
intronik miRNA’lar, protein-kodlayan ve kodlamayan genlerin intronlarinda
yerlesiktirler. Intronik miRNA’larmn yénii, konak¢1 genin anlamli (kodlayici) zincir ya da

anlamsiz zincir (anlamli zincire komplementer) ile ayn1 olabilmektedir. Anlamli intronik
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miRNA’lar konakg1 genler gibi ayn1 promoterdan transkribe edilirler. Anlamsiz intronik
miRNA’lar ise, kendi promoterlarindan transkribe edilirler (69). Bu miRNA’lar da tek
veya kiimelenmis sekilde bulunabilmektedirler (71). Ekzonik miRNA’lar, okaryotik
genomlarda nadir olarak bulunmaktadir ve artik transkribe edilmeyen ya da kodlanmayan
bir gen olan psdodogenin ekzon ve intronuyla ¢akisan genomik bolgelerde
yerlesiklerdirler. Bu miRNA’lar ise konak¢i genin promoterindan transkribe edilirler

(Sekil 2.10) (69-71).
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Sekil 2.10. MikroRNA’larin genomik lokasyonu ve yapist. (a) Intergenik miRNA geni, (b) anlamli intronik
miRNA geni, (c) anlamsiz intronik miRNA geni, (d) ekzonik miRNA geni, (¢) monosistronik miRNA geni
ve (f) polisistronik miRNA genleri. Ekzonlar (gri), intronlar (beyaz) ve miRNA genleri (kirmizi) (69).

Bazi miRNA’lar hem intergenik hem de intragenik bolgelerinde lokalizedir ve
karma miRNA’lar olarak adlandirilir. Bunlara ek olarak 6zel bir durum daha vardir.
Mirtronlar olarak belirtilen bu yapi, konake1 genin intronunun her iki splayz bolgeleri de
dahil olmak iizere pre-miRNAnin tam sekansindan meydana gelmektedir. Bunlar, klasik
miRNA biyogenez yolagindan degil, Drosha yerine RNA splayzing araciligiyla alternatif
bir yolaktan olusurlar (Sekil 2.11) (70, 72).
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Sekil 2.11. Mirtron ve karma miRNA’nin genomik lokalizasyonu (70).

2.2.4. MikroRNA’larin Biyogenezi
2.2.4.1. Klasik miRNA Biyogenezi

MikroRNA dizileri cesitli genomik ortamlarda lokalizediler. Insanlarda ¢ogu
klasik miRNA’lar, kodlanmayan ya da kodlanan transkriptlerin intronlar1 tarafindan
kodlanirlar, ancak bazilari ise ekzonik bolgelerden kodlanirlar (61). Transkripsiyon,
miRNA biyogenezinin diizenlenmesinde onemli bir noktadir (73). Otonom olarak
eksprese edilen miRNA genlerinin promoter bolgeleri, ¢ogunlukla protein kodlayan
genlerinkiyle benzerdirler. CpG adalarmmin, TATA kutu dizilerinin, baslangi¢
elementlerinin ve baz1 histon modifikasyonlarinin varligi, miRNA genlerinin
promoterlari, protein kodlayan genlere benzer transkripsiyon faktorleri (TF’ler),
enhancerlar, susturucu elementler ve kromatin modifikasyonlari1 tarafindan kontrol
edildigini gostermektedir (60). Cogu miRNA genleri, RNA polimeraz II (RNA Polll) ile
transkribe edilir (74). Bununla birlikte, Alu tekrar1 igeren bazi insan miRNA’lar1 ise RNA
Polll yerine RNA polimeraz 111 (RNA Pollll) ile transkribe edilir (9). Her iki RNA
polimerazda farkl sekilde regiile edildigi ve spesifik promoter ve terminator elementleri
tanidig1 i¢in, ¢cok genis diizenleyici opsiyonlara olanak saglarlar (73).

Transkripsiyonu takiben olusan birincil miRNA (primary miRNA, pri-miRNA)
transkriptleri, olgun miRNA’nin olusmasi igin, miRNA olgunlagsmasi siiresince
mRNA’lara benzer sekilde splayz edilir, baglik eklenir ve poliadenillenirler (9, 75). Tipik
bir pri-miRNA 33-35 bp’lik bir kdkten, terminal bir ilmekten ve 5° ve 3’ taraflart olan
tek-zincir RNA segmentlerinden olusmaktadir. Pri-miRNA daha sonra, bir RNaz Il

enzimi olan Drosha ve onun 6nemli kofaktorii DiGeorge sendrom kritik bolge gen 8’in
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(DGCRS) protein-protein interaksiyonu sonucu olusan mikroislemci kompleks tarafindan
kirpilararak, yaklasik 65 nt uzunlugunda kiigiik sa¢ tokas1 yapisinda prekiirsor-miRNA’ya
doniistir. Mikroislemci kompleksindeki DGCRS tek ve zincirli RNA yapisini tanirken,
katalitik birim olarak islev goren Drosha ise pri-miRNA’y1 yaklasik 11 bp’lik kisimlik
bazal birlesme yerinden, yaklastk 22 bp’lik kisimlik apikal birlesme yerinden
kesmektedir (Sekil 2.12) (61).

Terminal ilmelk

S~ Apikal birlesme
veri

17st kékten |

—22 bp
L Drosha ile
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Alt kékten |
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5% —13 +11
.
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Sekil 2.12. Mikroislemci kompleksin, pri-miRNA’nin tek zincirli RNA kuyruklarimi, ~35 bp’lik kokii ve
terminal ilmegi tanimas1 (61).

Drosha tarafindan gergeklestirilen niiklear prosesin hemen akabinde, pre-
miRNA’lar, bir kofaktér olan Ran guanozin trifosfat-bagimli formda olan Exportin-5
tarafindan sitoplazmaya tasmnirlar. Exportin-5 pre-miRNA’y1 yalniz dizisinden degil,
karakteristik sa¢ tokasi1 kokii ve 3°¢ikintisindan da tanir. Bu tanima gereksinimi islenmis
pre-miRNA’larin dogru bir sekilde tasinmasina izin verir. Exportin-5’in pre-miRNA’ya
olan yiiksek afinitede baglanmasi, Drosha ile iglenir islenmez korunmasini saglar (10).
Yapilan bir caligmaya gore, exportin-5 yoksun hale geldiginde sitoplazmada miRNA
seviyesinin azaldigi, bununla birlikte nukleusta ise pre-miRNA’larin birikmedigi rapor
edilmistir. Bu durum, pre-miRNA’nin exportin-5 ile interaksiyonu boyunca stabil
kaldigin1 géstermektedir (76, 77).

Sitoplazmaya gecen pre-miRNA, bir diger RNaz III enzimi olan Dicer tarafindan
olgun miRNA’ya doniistiiriiliir (66). Dicer; bir helikaz domain, DUF283 domain, Piwi-
Argonaute-Zwille (PAZ) domain, iki ardistk RNaz III domainleri (RIIIDa ve RIIIDb
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olmak ftizere) ve bir dsRNA-baglayici domainden (dsRNABD) olusur. Dicer’in C-
terminal ardisik RNaz III domainleri, katalitik bir merkez yaratmak i¢in intramolekiiler
dimer olusturur. N-terminal helikaz domain, terminal ilmekle etkileserek pre-miRNA
taninmasina olanak saglar. PAZ domaini ise, pre-miRNA’nin ucuna baglanir (78). Dicer
tarafindan kesime ugrayan pre-miRNA dubleksi acilir ve bir iplik ~22 nt uzunlugunda
olgun miRNA ya da kilavuz iplik, digeri ise yine ~22 nt uzunlugunda “tamamlayici” ya
da “yolcu” iplik adin1 alir (61). Olgun miRNA olusumu siirecinde, Dicer ile birlesen
transaktivasyon-yanit RNA-baglayici protein (TRBP) ve PKR’nin Protein Aktivatorii
(PACT)’den olusan bir tiglii kompleks rapor edilmistir. TRBP, Dicer’1 stabilize etmede
rol oynar. TRBP ve PACT 1n, Dicer ile RNA’nin baglanmasini artirmakta, ayrica TRBP
Dicer’a Argounate (Ago) proteinlerinin baglanmasini saglamaktadir (11, 61, 66).

Ipliklerin se¢im mekanizmasinin hala aciklifa kavusturulamamasmna ragmen,
RNA-indiiklenmis susturucu kompleksi (RISC) tarafindan belirlendigi tahmin
edilmektedir (10). ipliklerin termodinamik 6zellilerine gore kilavuz veya yolcu ipligine
baglanir (66). RISC; Dicer, RNA baglanmasina yarayan TRBP ve katalitik aktiviteye
yarayan Ago2’den olusur. Ago2 yolcu iplikte bir endoniikleaz kesim yaparak
komplementer iplikleri ortadan kaldirmayla ilgilidir. Yolcu zincirin degredasyonu,
RISC’in aktivasyonuna ve kilavuz ipligine yiiklenmesine olanak tanir (10). Olusan
miRISC kompleksi, spesifik bir mRNA sekansina baglanarak translasyonun
baskilanmasini indiikler (Sekil 2.13) (62).
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Sekil 2.13. Klasik yol miRNA biyogenezi (79).
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Insanlarda dort Ago aile iiyesi (Ago1-4) tammlanmustir. Ago proteinleri RNA’nin
3’-ucunu tantyan PAZ bolgesi, 5’-fosfata baglanan Mid bolgesi ve PIWI gibi karakteristik
bolgeler igerir (66). Ago, olgun miRNA’ya direkt baglanir ve miRNA’ya komplementer
hedef mRNA’lar1 arastirir. Ozellikle, ¢ekirdek bolge olarak tanimlanan miRNA nin 2-7
niikleotidleri, hedef baglanti i¢in 6nemlidir. miRNA’nin 3’ ucu da hedef tanimaya katki
saglar. Komplementerlik miRNA’nin merkezi bolgesinde (9-11 niikleotid) olursa, 0 halde
mRNA hedefi, Ago2’nin endoniikleaz aktivitesi yoluyla par¢alanabilir. Bununla birlikte,
insanlarda ¢ogu miRNA hedefleri bu merkezi dizi eslesmesinden yoksundur ve Ago2
tarafindan direkt olarak parcalanamazlar. Daha ¢ok Ago, sitoplazmik P cisimcikleri
biinyesindeki GW182’yi igeren bir kompleksle etkilesir ve translasyonel represyon
meydana gelir. ilaveten, CCR4-NOT deadenilaz kompleksi de, RISC’le birlesir ve hedef
mRNA’nin poly(A) kuyrugunun yikilmasina ve sonunda hedef mRNAnin degredasyona
neden olur (75).
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Sekil 2.14. miRNA-mRNA interaksiyonu (80).

2.2.4.2. Klasik Olmayan miRNA Biyogenezi

MikroRNA iiretiminde klasik yoldan ayri olarak gesitli yolaklar tanimlanmustir.
Bu yolaklardan ilki olan mirtron yolaginda, mRNA kodlayan genlerin ¢ok kisa sagtokasi
yapisindaki intronlariin splayzingi ve uglarinin kesilmesi ile Dicer tarafindan direkt
tasinan ve islenen, Drosha/DGCRS8 prosesinden bagimsiz, pre-miRNA’lar iiretilir.
Mirtron’lara ek olarak, pre-miRNA’larin bir bagka kaynagi bazi tasiyici RNA (tRNA) ve
kiigiik niikleolar RNA (snoRNA)’lardir. miRNA’lara iglenmesi siiregleri Dicer’a bagimli,
Drosha/DGCR8’ye bagimsiz sekilde gergeklesip, RISC kompleksine gecerler (74).

Son zamanlarda miRNA iiretiminde Drosha bagimli Dicer bagimsiz klasik

olmayan yeni bir yolak kesfedilmistir. Drosha tarafindan pre-miRNA iiretilir ve Dicer
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basamagi atlanarak Ago2’ye yliklenir. Bu zamana kadar, bu mekanizmay1 sadece normal
eritropoietik gelisim/homeostaz i¢in gerekli olan miR-451’in kullandig1 gosterilmistir

(74, 81).

2.2.5. MikroRNA’lar Tarafindan Gen Regiilasyonu

Biyoinformatik tahminler, memeli miRNA’larin protein-kodlayan tiim genlerin
~%30’unu regiile edebildigini belirtmektedir (82). mMIRNA’lar tarafindan gen
regiilasyonu, hedef mRNA ile miRNA arasindaki komplementerligin derecesine ve
mekanizmasina baglidir. miRNA ve hedef mRNA arasindaki tam komplementerlik,
mRNA’lar1 yikima ve AgoZ2-aracili endoniikleotik pargalanmaya yoneltecektir. Bu
mekanizma hayvanlarda ¢ok nadir islemektedir. Hayvan miRNA’lar1 genellikle merkezi
bolgede miRNA/mRNA ¢iftinin yanlis eslesmesiyle kismi komplementerlik gosterir. Bu
yanlis eslesme veya ¢ikinti mRNA’nin Ago2-bagimli yikimint 6nlemektedir. miRNA
sekansinin ilk bazlari mRNA hedeflerini tanimada 6nemli rol oynamaktadir. miRNA
cekirdegi olarak bilinen 2-7 arasindaki bazlar, hedefe spesifik tanimadan sorumludurlar
(74). 2-6 aras1 bazlarmm Watson-Crick uglar, mMRNA hedefiyle interaksiyona girme,
cekirdeklestirme i¢in konumlandirilmistir (83). Cogu miRNA-baglanma bolgeleri hedef
mRNA’nin 3’UTR’sinde lokalizedirler. Her 3’'UTR’ye ¢oklu miRNA’larin, ayn1 veya
farkli miRNA’larin baglanmasi, daima mRNA baskilanmasinin seviyesini ve etkinligini
artiracaktir. Ilk hipotezlerin, fonksiyonel miRNA/RISC-baglanma bolgelerinin 3°UTR ile
sinirlandirildigl olmasina karsin, son verilerin yapay ve dogal miRNA’larin 5’UTR ya da
kodlanan mRNA bdélgesinde bulunan fonksiyonel bolgelere de baglandigi gosterilmistir
(74).

Translasyonal baskilamanin yanisira genelde mRNA destabilizasyonu ve
degradasyonunu igeren hedef mRNA’lara miRNA/RISC baglanmasinin ¢esitli sonuglari
bulunmaktadir. Ilging bir sekilde, 3> veya 5°’UTR’yle miRNA’nin etkilesmesi
baskilamadan ziyade hedef mRNA tranlasyonel aktivasyona neden oldugu bazi 6rnekler
de mevcuttur (74). Okaryotlarda mRNA stabilitesi iki yolla diizenlenir. ilki 3’poli/A)
kuyruklarinin yikimina bagl olarak 3°’—5’ yoniinde ekzoniikleotik par¢alanma, digeri ise
5’ sapkanin ¢ikarilmasiyla 5°—3” yoniinde ekzoniikleotik pargalanmadir (84). mMRNA

degradasyonu, P cisimcikleri (ya da GW cisimcikleri) olarak bilinen, mRNA
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molekiillerinin depolandigi, yikima ugratildigi, translasyonel olarak baski altinda
tutuldugu sitoplazmik olusumlardir. P cisimciklerinin yapisinda bulunan GW182
proteinin GW domainiyle Ago2’nin direkt interaksiyonu, miRNA-aracili susturma i¢in
kilit 6nem tasimaktadir. GW182’ye hedef genin miRNA-bagli 3’UTR bolgesindeki
Ago’ya baglanarak deadenilaz kompleksini aktiflestir ya da CCR4-NOT deadenilaz
komleksine direkt baglanarak hedef mRNA’nin deadenilasyona ve destabilizasyonuna
neden olur. Buna ek olarak, GW182 poli-A baglayici protein (PABP) ile direkt etkileserek
translasyonal inisiasyonun baskilanmasina katki saglar (74).

miRNA’larin tranlasyonu baslama asamasinda m1 yoksa uzama asamasinda mi
baskiladig1 bir tartisma konusu olsa da yapilan deneysel ve biyoinformatik analizlerle
miRNA’larin translasyonu 4 farkli mekanizma ile baskilayabilecegi tahmin edilmektedir:

1. Protein sentezinin baglamasinin baskilanmasi,

2. Ribozomlarin erken mRNA’dan ayrilmast,

3. Protein sentezinin uzama agamasinda yavaslatilmasi,

4. Protein sentezine paralel olarak proteinin par¢alanmasi, seklindedir (66).

Son caligmalar, cesitli gen-susturma mekanizmalarinin rolatif katkisina
deginmiglerdir. miRNA dozaji artmig ya da azalmig hiicrelerdeki hedef protein
seviyelerinin ve mRNA stabilizasyon/destabilizasyonunun derecelerinin karsilastirilmasi
araciligiyla elde edilen sonug, miRNA-hedef genin protein seviyelerinde gozlenmis
degisimin derecesinin direkt olarak hedef mRNA degisimlerindeki dereceye orantili

oldugunu ortaya koymustur (74).
2.2.6. Alzheimer Hastahginda MikroRNA’larin Onemi

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, AH’de miRNA’larin ekspresyon paternlerinin
degistigini gostermistir (17). Insan veya fare modellerindeki son miRNA profilleme
arastirmalarr, miRNA’larin AH beyninde anormal olarak eksprese edildigini ortaya
koymakla beraber, kan ve beyin omirilik sivisinda (BOS) da bazi miRNA tiirlerinin
AH’de degisiklikler gosterdigini belirtmektedir (85).

Yapilan son arastirmalar, bazi miRNA’larin AH beyninde spesifik olarak
degistigini ortaya koymustur. Bu AH-spesifik miRNA’lar; miR-9, miR-15, miR-29, miR-
101, miR-106, miR-107, miR146 ve miR-181’dir. mir-9’un ekspresyonu, AH’de farkli
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hastalik evreleri boyunca beynin farkli bolgelerinde artis veya azalis gosterebilmektedir
(85, 86). miR-15 ailesi, miR-15a, miR-15b, miR-16, miR-195, miR-424, miR-497, miR-
503 ve miR-646’dan olusmaktadir. miR-15 AH’de protein seviyesi artan Bcl-2’yi
hedefler ve AH’de ekspresyon seviyesi azalir. Ayrica, bir tau kinaz olan ekstraselliiler
sinyal-diizenleyici kinaz 1 (ERK1)’i hedefler ve AH’de azalmis mir-15 seviyesinin
noronal Tau hiperfosforilasyonunda gorev aldigi belirtilmektedir (86). miR-29 ailesinin
azalmis ekspresyonu ile AH arasinda dogrulanmis bir iliski vardir. mir-29 seviyesi,
anormal derece yliksek BACE1 protein seviyesi gosteren AH hastalarinda 6nemli
derecede azalmaktadir (87). Buna ek olarak, mir-29, mitokondriden sitokrom c’nin
salinmasini indiikleyen, BIM, BMF, HRK, Puma dahil pro-apoptotik regiilatorlerin bir
ailesini hedefler ve AH’de seviyeleri azalmistir. miR-101"in azalmis ekspresyonu, APP
ekpresyon artisini, Tau fosforilasyonunun artis1 vasitasiyla NFY  olusumunun
ilerlemesini, siklooksijenaz-2 (COX2)’nin artmis ekspresyonu kanaliyla inflamasyona
katk1 saglayarak AH patogenezinde 6nemli derecede pay1 oldugu diistiniilmektedir (86).
miR-106 ailesi, APP mRNA’sina direkt baglanir ve AH hastalarinin anterior temporal
korteksinde diisiikk diizeyde eksprese edilir (88). miR-107 ailesinin de siklikla AH’de
diisiik diizeyde eksprese edildigi gozlenmektedir. AH’de bulunan ¢ubuk benzeri yapilarin
bir komponenti olan cofilin ve BACEI gibi hastalikla iligkili genleri direkt hedefler (86).
mMiR-107’nin azalmis ekspresyonu AH’nin erken evresinde baglamaktadir. miR-107 ile
AH hastalarimin temporal korteksindeki noritik plaklarin ve NFT lerin miktarlar1 arasinda
negatif bir korelasyon vardir (89). miR-146 ailesi, AH’de inflamasyonda yer alan genleri
hedefler ve fazla/diisiik diizeyde eksprese edilmektedir. miR-181 ailesinin, AH
korteksinde ve BOS’ta diisiik diizeyde eksprese edildigi rapor edilmistir (86). Buna ek
olarak, miR-520c, miR-20, miR-16, miR-153, miR-124, miR-137’ninde APP’yi, miR-
132’nin PTEN (Phosphatase and tensin homolog), FOXO3a (Forkhead Box O3a), Tau,
EP300 (E1A Binding Protein P300), SIRT1 (Sirtuin 1) ve FOXO1la (Forkhead Box
O1a)’i, miR-103"{in cofilin’i hedefledigi ve AH’de diisiik diizeyde eksprese edildigi, buna
karsin miR-26b’nin RB1’1, miR34¢’nin SIRT1’i, miR-206’nin BDNF (Brain Derived
Neurotophic Factor)’yi hedefledigi ve AH’de asir1 eksprese edilidigi rapor edilmistir.
Daha birgok miRNA AH patogenezinde yer almakta ve yapilan ¢aligmalarla sayilari
artmaktadir (7).
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2.2.7. Alzheimer Hastahgi ve Dolasimdaki MikroRNA’larin Olasi
Biyobelirtecler Olarak Kullanilmasi

AH’nin kesin tanisi postmortem olarak yapilabilmektedir (19). Bu sebeple,
hastaligin tanisinda ve tedavisinin izlenmesi icin gelistirilebilecek biyobelirtegler son
derece onemlidir (90). AH’deki giivenilir biyobelirteclere yonelik yapilan aragtirmalarda
en biylik ilgi, norogoriintiilleme teknikleri, manyetik rezonans goriintiilleme (MRI)’de
amiloid birikimi ve hipokampal biiyiikliik 6lgtimleriyle birlikte, BOS ve kandaki AB ve
tau Olclimiine odaklanmistir. Ancak, bu araglarin hicbiri tanida tek bagina yardimci
degildir ve bugiinlerde ¢oklubelirte¢ yaklasimi 6nerilmektedir (91).

Biyobelirtecler, hastaligin erken evrelerinde uygulanan terapotik stratejilerin
gelistirilmesi i¢in temel araglardir. Yasamin belirli bir evresinde veya normal ve/veya
patolojik kosuldaki bir hiicre, doku ya da sividan eksprese edilmis biyokimyasal veya
molekiiler elementler tarafindan olusturulurlar. Dahasi, hastaligin erken evresindeki
spesifik biyobelirteclerlerin tanimlanmasi, hastalara erken tedavi uygulama sansini
vererek hastaligin ilerlemesine mani olur (92).

Ileri tetkikler, miRNA’larin dokulara ek olarak, kan, idrar, feges, tiikriik, amniyon
stvist ve siit gibi farkli viicut sivilarinda da stabil olarak bulundugunu goéstermistir.
Dolasimdaki miRNA’lar iki farkli yolla salinabilmektedir. Birincisi, patolojik
kosullardaki (doku hasar1, metastaz veya inflamasyon) hiicre lizisi ya da apoptoz sonucu
olarak pasif sizint1 ile meydana gelir. Ikincisi ise, ekstraselliiler vezikiillerdeki aktif
salinim1 veya bazi durumlarda cesitli multiprotein (Ago2 gibi) ya da lipoprotein
komplekslerine (cogunlukla ytliksek yogunluklu lipoprotein; HDL) bagl olarak olusabilir.
Buna bagli olarak, Schipper ve ark. 2007 yilinda yaptiklar1 AH’de olas1 biyobelirteg
bulma hedefli ilk miRNA ¢alismasinda, mikroarray analizi yapilan Alzheimer’li periferal
mononiiklear hiicrelerde ilk kez artmis miRNA ekspresyonu tanimlanmistir (92-94). Kan
hiicrelerinde yapilan daha sonraki ¢alismada ise, Alzheimer hastasi ve saglikli bireyler
arasindaki miRNA ekspresyon farkliligina yeni nesil sekanslama ile bakilmigtir ve
sonugta %93 dogruluk, %95 spesifite ve %92 sensitivite ile 12 miRNA’nin yeniden
diizenlendigi bulunmustur. Boylelikle, bu veri sayesinde kanda yeniden diizenlenmis
miRNA’larin, AH ya da diger norolojik hastaliklarin tanisinda biyobelirteg olarak
kullanilabilcegi gosterilmistir (95). Plazma ve BOS’ta yiiriitiilen miRNA profilleme
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calismalarinda ise, plazmada %95 dogrulukla 7 miRNA’nin hastaliga 6zgiin oldugu rapor
edilmesine karsin, Alzheimer’l1 beyinlere benzer ekspresyon profili gosteren BOS’ta da,
daha 6zgiin bazi1 AH-spesifik miRNA’lar tanimlanmaktadir (92). Serumdan yapilan son
bir ¢alismada ise, miR-31, miR-93, miR-143 ve miR-146a ckspresyonlarinin AH’de
onemli derecede azaldigi, bunun yaninda, miR-93 ve miR-146a’nin hafif kognitif
bozuklukta 6nemli derecede arttigi gosterilmis, ilaveten vaskiiler demanstan AH’nin
ayrimi i¢in miR-31, miR-93 ve miR-146a’nin kullanilabilecegi fikri 6ne stirilmiistiir.
Sonugta dort serum miRNA panelinin AH tanisi i¢in yeni bir non-invaziv biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi sonucuna vartlmistir (96).

Sonug olarak, son donemlerde dolasimdaki miRNA’larin analizindeki ilerlemeler
sayesinde, norodejeneratif hastaliklara yonelik biyobelirtegler olarak miRNA’larin
kullanilmas: yoniinde daha ¢ok ¢aba harcanmakta ve daha az invaziv testlerle erken tani

kolaylig1 ve yeni terapdtik hedeflerin tanimlanmasi hedeflenmektedir (93).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Bu arastirma, T.C. Mersin Universitesi Rektorliigii Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan degerlendirilmis ve 13/11/2014 tarihinde 2014/246 sayili kararla uygun
bulunmustur. Calismaya katilmak isteyen goniillii hasta ve saglikli bireylere, etik kurulda
belirtilen yonergelere uygun olarak hazirlanmis bilgilendirilmis onam formu okutulup
imzalatildi.

Bu calismaya, Mersin Universitesi Saghik Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Noroloji Anabilim Dali’na bagvuran ve DSM-IV-TR kriterlerine gére AH tanis1 alan, 60
yas ve Ustii 84 hasta birey ile yine ayni klinige bagvuran, ailesinde AH tanisina sahip
bireylerin bulunmadigi ve herhangi bir néropsikiyatrik hastalik tanis1 almamis 60 yas ve
iistli 67 saglikli birey dahil edildi.

Calisma grubundaki bireylerden, 10 ml ven6z kan 6rnegi etilendiamintetraasetik
asit (EDTA)’li tiipe alind1. Molekiiler analizler, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi
Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.2. Gerecler
3.2.1. Cihazlar

Buzdolab1 (Hotpoint Ariston)

Derin Dondurucu (Argelik)

Etiiv (Niive EN-500)

Hassas Terazi (ACJ 120-4M, Kern)

Mikropipet Seti (Thermo Electron Corporation)
Otoklav (OT 40 L, Niive StreamArt)

PCR (Veriti, Applied Biosystems)

Real-Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems)
Santrifiij (NF-400, Niive)

Vorteks (VELP Scientifica)

LSRN N N N N N N NN
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3.2.2. Sarf ve Kimyasal Malzemeler

5 X Hot Firepol® Probe QPCR Mix Plus (ROX) (08-14-00020, Solis Biodyne)
5x Reaksiyon tamponu RT-PCR

dNTPs Mix 10mM (100 ul) (SNP010-10, SNP Biyoteknoloji)

Etanol (1009712500, Merck Millipore Corporation)

Izopropanol (19516, Sigma)

Kloroform:izoamilalkol (24:1) (X205, Amresco)

Microamp Real Time PCR Plate kaplama Filmi (100°liik) (Applied Biosystems)
Microamp Real Time PCR Plate tutucu (Applied Biosystem)

Mikrosantrifiij tiipt 1,5 ml’lik (Axygen)

PCR tiipii 0,2 ml’lik (Axygen)

Pipet ucu 0,5-10 ul’lik (T-300, Axygen)

Pipet ucu 1-200 ul’lik (T-200-Y, Axygen)

Pipet ucu 1-1000 pl’lik (T-1000-B, Axygen)

Polipropilen Real Time PCR Plate (96°1ik) (Applied Biosystems)

RevertAid Reverse Transcriptase, 5x Reaksiyon tamponu RT-PCR ile birlikte
(200U/ul) (EP0442, Thermo Scientific)

Ribolock RNase Inhibitor (40 U/ul)(EO0382, Thermo Scientific)

Ribozol (N580, Amresco)

Steril Distile Su (Polifarma)

3.3. Periferik kandan RNA izolasyonu

500 ul EDTA’l1 kan 6rnegi 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi. Uzerine
500 ul ribozol eklendi ve hemen vortekslenerek buz iginde 15 dakika inkiibe edildi.

. +4°C’de sogutulmus 200 pl kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendi ve hemen

vorteklendi.
Mikrosantrifiij tiipleri +4°C’de 10 dk 14.000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra drnek ii¢ faza ayrildi. Ustteki agik sivi fazda RNA, orta beyaz

bulutumsu fazda DNA, alttaki kirmiz1 fenol fazda protein olmak {izere ii¢ faz olustu.
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5. RNA icerikli iist agik siv1 faz, etiketli tiiplere transfer edildi.

6. Sivi fazin izerine 500 pl hacimde izopropanol eklendi ve RNA’y1 ¢oktiirmek igin 10

dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

7. Tiipler +4°C’de 10 dk 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

8. Siipernatant, pelletin altlist olmamasina dikkat edilerek pipetle atildi.

9. Pellet iizerine 1 ml hacimde %80’lik soguk etanol ilave edilerek RNA yikanmasi

saglandi. Daha sonra, tiipler +4°C’de 10 dk 14.000 rpm’de santrifiij edildi.

10. Pipetle yine pellete dikkat edilerek siipernatant atildi ve kuruma igin 10-15 dk inkiibe

edildi. Etanoliin kalmamasina dikkat edildi.

11. RNA pelletinin ¢oziinmesi i¢in tizerine 50 pl distile su ilave edildi. 15 sn kadar vorteks

yapild1 ve oda sicakliginda 10 dk bekletildikten sonra tiipler -20°C’de saklandi.

3.4. miRNA’larin Biyoinformatik Araclarla Hedef Gen Analizleri

Yapilan analizde, AH gelisimiyle iligskili miRNA hedef genleri, miRBase Release
21 (97), miRDataBase (98), TargetScan Release 7.0 (99), PicTar (100) ve FerroLab (101)

biyoinformatik veritabani araglari ile bazi hedef genler yeni tanimlandigi icin referans

makaleler kullanilarak belirlenmistir.

Cizelge 3.1. AH’de 6ngoriilen miRNA’lar, hedef genler ve eslesme skorlari

miRNA
hsa-miR-132-3p
hsa-miR-186-5p
hsa-miR-195-5p
hsa-miR-219a-5p
hsa-miR-3163
hsa-miR-3613-3p

Hedef Genler

MAPT (%71), EP300 (%86), FOXO3 (%66), SIRT1 (%54)
NCSTN (%73), BACEL1 (102, 103)

BACEL1 (%63), APP (104)

MAPT (105)

SORL1 (%78)

Creb1(%96)

33



3.5. Real-Time PCR ile MikroRNA Ekspresyon Analizine Yonelik Primer ve Prob

Dizayni

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Enstitiisii (NCBI; National Institute of Biotechnology
Information) veri tabanindan, ekspresyonlar1 analiz edilmek istenen hsa-miR-132-3p,
hsa-miR-186-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-219a-5p, hsa-miR-3163, hsa-miR-3613-3p
ve endojen kontrol olarak kullanilan hsa-miR-26b-5p’nin RNA dizileri belirlendi. lgili
miRNA’lara 6zgii primerler kok-halka yapisinda olmak iizere, uygun prob dizileri ile
beraber Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) programi kullanilarak Prof. Dr.
Mehmet Emin ERDAL tarafindan dizayn edildi. Segilen olgun miRNA’lar, sekil 3.1°de

kok-halka yapisindaki pre-miRNA’lar tizerinde renkli olarak gosterilmistir.

a) hsa-miR-132-3p

c cccce - ¢ a a uuc --gu g
5' cgc gcgu cu ¢ gggc accguggcu gauuguuacu g g
1] LI FErrrrr trrrrrrnd LI |
3' gcg cgca ga g cccg ugguaccga cugacaaugg c
c cacc c cc € cau aggu a

a

b) hsa-miR-186-5p

u u u u ucuggu
5' gcuug aacuuuccaaagaauuc ccuuu gggcuu u

LEEEE rrrrrrrrrrrererrr rerrr e
3' cgagu uugaaggguuuuuuaag ggaaa cccgaa u
u - u - uuuuau

¢) hsa-miR-195-5p

a u g cu -a caggga
5' gcu cccug cu agcagcacag aauauuggca a

3' ugg gggac ga ucgucguguc uuauaaccgu g
g u g cc gg cugagc

d) hsa-miR-219a-5p

- C ——=====- c c cu u a g a uau

5' «ccgc ¢ gggc gcggcuc gau gucca ac caauucucg guc g

RN R R R g

3'" ggcg g cccg cgccgag cug caggu ug guugagagc cgg c
g a cuccaaacc c cc - c a - ccu
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e) hsa-miR-3163

u a c cuuc
5' uccucaucuauaaaaug ggg aguaagac c
FErrrrrrrrrrerrrr e rrrrrrn u
3' aggaguagauauuuuac CccC ucauucug u
a c a uucc

f) hsa-miR-3613-3p

u  uug u uu ua g ugc
5' gg ggu ugga gJguug cuuuuuuuuuuguuc u a

|| LI T LI FEETEEET et | u
3' cu cca acuu caac gaaaaaaaaaacaag a u
a uca c cc cc g uuu

Sekil 3.1. Pre-miRNA dizileri lizerine yerlesik olgun miRNA dizileri. a) hsa-miR-132-3p, b) hsa-miR-186-
5p, ¢) hsa-miR-195-5p, d) hsa-miR-219a-5p, e) hsa-miR-3163, f) hsa-miR-3613-3p (97).

RNA izolasyonundan sonra elde edilen total RNA’lardan, ilgili cDNA’larin
sentezlenmezi igin gerekli revers transkriptaz (RT; reverse transcritase) primer ile
ekspresyon analizi i¢in gerekli ileri (F; forward) primer ve prob dizileri “Metabion
International AG, Martinsried/Deutschland” tarafindan sentezlendi. Ilgili primerlerin ve
problarin dizileri ¢izelge 3.2°de gosterilmistir.

Ekspresyon analizi i¢gin RT-primerler kok-halka yapisinda sentezlendi. Bu sayede,
miRNA uzunlugu artirilarak prob baglanmasi i¢in gerekli zaman kazandirilmis olacaktir.
Bununla birlikte, problarimizin her birinin 5’ ucuna absorpsiyon dalga boyu degeri 495
nm, emisyon dalga boyu degeri 520 nm olan floresan etiketli oligoniikletit probu 6-
karboksifloresan (6-FAM), 3’ ucuna ise problar serbest halde iken floresan 1s1may1
engelleyen, absorpsiyon dalga boyu deger araligi 480-580 nm arasinda olan “Black Hole
Quencer-1 (BHQ-1)” sogurucu molekiilii baglandi (106). Ayrica, prob erime sicaklik
(Tm) derecesini artirmak igin, prob dizisinde bulunan sitozinlerin yerine sitozin analogu
olan C-5-propinil-deoksiribositozin (pdC) kullanildi. Bdylelikle, her bir pdC’nin
kullanimiyla Tm degerinde yaklasik olarak 2.8°C artig saglandi. Buna ek olarak, probun
yiiksek sicaklikta hedefe daha hizli, daha efektif ve spesifik baglanmasin saglamak
amaciyla sikigtirllmig “fermuar niikleik asit (ZNA; Zip nucleic acid)” teknolojisinden
yararlanildi. ZNA’lar, hibridizasyonu artiran ve negatif yiiklii anyonik tek zincirli niikleik
asitler arasindaki azalan elektrostatik itme kuvvetiyle hedeflerine yonelik afiniteyi artiran

katyonik spermin {niteleriyle konjuge olmus oligoniikletidlerdir. ZNA’lar, hedef
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tanimayi artarir ve hizlandirir, sensitiviteyi artirir, yiikksek spesifite saglar, kisa problar
icin Tm’yi artirir ve uzun problar i¢in ise sogurmayi artirir. Katyonik spermin {initelerinin

sayisina gore ZNA’lar, ZNA1 ve ZNAS arasinda sayilar1 degismektedir. Bu sayilara gore
Tm derecesi degismektedir (107, 108).
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Cizelge 3.2. miRNA RT-PCR ve Real-Time PCR primer-prob dizileri.

mMiRNA Ismi *miRNA Gen  **miRNA Niikleotit  Primer ve Prob Dizileri
No Dizi No

5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACACCTAT-3’

hsa-miR-26b-5p 407017 NR_029500.1 5’-F-GCCGCTTCAAGTAATTCAGG-3’
5’-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)A(pdC)CTATCC-ZNA4-BHQ-1-3
5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACCGACCA-3’

hsa-miR-132-3p 406921 NR_029674.1 5’-F-GCCGCTAACAGTCTACAGCCA-3’
5’-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GACCGACCA-ZNA4-BHQ-1-3°
5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACAGCCCA-3’

hsa-miR-186-5p 406962 NR_029707.1 5’-F-GCCGCCAAAGAATTCTCCTT-3’
5’-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GACAGCCCA-ZNA4-BHQ-1-3
5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACGCCAAT-3’

hsa-miR-195-5p 406971 NR_029712.1 5’-F-GCCGCTAGCAGCACAGAAAT-3’
5’-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GACGCCAAT-ZNA4-BHQ-1-3’
5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACAGAATT-3’

hsa-miR-219a-5p 407002 NR_029633.1 5’-F-GCCGCTGATTGTCCAAACG-3’
5’-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)AGAATTGC-ZNA4-BHQ-1-3’
5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGAC GTCTTA-3’

hsa-miR-3163 100423029 NR_036121.1 5’-F-GCCGCTATAAAATGAGGGCAG-3’
5’-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)GT(pdC)TTA-ZNA4-BHQ-1-3°
5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACGAAGGG-3’

hsa-miR-3613-3p 100500908 NR_037407.1 5’-F-GCCGCACAAAAAAAAAAGCC-3’
5’-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GACGAAGGGT-ZNA4-BHQ-1-3°
miR-Universal 5-R-GTGCAGGGTCCGAGGTAT-3’

*www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, **http://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP, kisaltmalar: F: Forward, R: Reverse, PR: Prob, RT: Revers transkriptaz
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3.6. Real-Time PCR ile Ekspresyon Analizi

Real-time PCR, hedeflenen ¢cDNA ya da DNA dizisini ¢ogaltarak miktarini
miktarini tayin etmek amaciyla kullanilir. Real-time PCR’1 klasik PCR’dan ayiran nokta,
her bir tiir cogaltma sonrasi ¢gogaltilan DNA miktar1 gergek zamanli olarak tayin edilerek
logaritmik ¢cogalma hizina gore baslangictaki DNA miktarinin giivenilir bir sekilde tespit
edilmesidir (66). Real-time PCR ile miRNA ekspresyonunun saptamasi; cDNA
sentezlenmesi, PCR iirtinlerinin saptanmasi ve veri analizi olmak iizere ii¢ asamadan

meydana gelmektedir.

3.6.1. cDNA Eldesi

Ekspresyon analizi i¢in, endojen kontrol olarak segilen hsa-miR-26b-5p’den,
ekspresyon diizeyleri belirlenecek alti miRNA’dan ve saglikli bireylerin RNA’larindan
olusturulan havuzdan elde edilen referans kontroliinden cDNA’lar olusturuldu. Revers-
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) i¢in her bir miRNA’ya 6zgii 50 nM
kok-halka RT primer, 5XxRT tamponu, 10 mM dNTP, 200 U/uL RevertAid Revers
Transkriptaz, 40 U/uL RiboLock RNase Inhibitor ve distile su karigimi toplam 10 pl
olacak sekilde hazirlandi. RNA izolasyonu sonucu elde edilen total RNA 6rneginden 5 pl
karisima eklendi. 16°C’de 30 dk, 42°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk PCR kosullarinda
miRNA’lar 6zgiil olarak cDNA’ya doniistiiriildii ve 6rnekler -20°C’de sakland.

3.6.2. PCR Uriinlerinin Saptanmasi

Ikinci asamada, olusturulan PCR iiriinlerinin gercek zamanl &lgiilmesi
gerceklestirilir. miRNA saptamasinda floresan saptama boyasi olarak Tagman prob
kullanildi. 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna, Master Mix, Universal R ve
Forward primerleri, miRNA’lara 6zgiil problar ve distile su karigimindan 20 ul konuldu
ve 5 ul 6zgiil cDNA ilgili karisimlara uygulandi. Daha sonra plakanin iizeri film ile hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde kaplanarak 1s1 bloguna yerlestirildi. Baslama evresinde
50°C’de 2 dk, 95°C’de 10 dk ve dongii evresinde 50 dongii 95°C’de 15 sn, 60°C’de 90
sn olacak sekilde Real-time PCR analizi gergeklestirildi.
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3.6.3. Veri Analizi

Son asamada, iki farkli 6rnekte bulunan (endojen kontrol ve hedef miRNA)
miRNA miktarlarinin pozitif kontrol ornekleriyle beraber karsilastirilarak miRNA
miktarinda meydana gelen degisiklikler tespit edildi. miRNA ekspresyon diizeyindeki bu
degisimler, SDS 2.0.6 yazilimi ile AACt degerleri kullanilarak belirlendi (Sekil 3.2).

Daha sonra, 2"24CT degeri hesaplanarak veri normalizasyonu saglandi (109).

Multicomponent Plot
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Sekil 3.2. Endojen kontrol hsa-miR-26b-5p ekspresyon egrisi. Mavi renkli FAM egrisi ekspresyon
diizeyini, kirmizi renkli yatay ¢izgi ise ROX (6-Karboksi-X-Rhodamin) pasif refereans boyasini
gostermektedir.
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3.7. istatistiksel Analiz

Bu c¢alisma ile ilgili istatistiksel testler, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali tarafindan yapilmstir.

Verilerin Istatistiksel analizi SPSS 11.5 paket programi ile yapilmustir (110).
Kategorik degiskenlerden cinsiyet ve grup icin tanimlayici istatistik olarak, say1 (N) ve
yiizde (%) degerleri verilmistir. Siirekli degisken olan yas i¢in tanimlayici istatistik
olarak, ortalama + standart sapma, minimum ve maksimum degerler verilmistir. Cinsiyet
ve hasta grubu arasindaki iliski Ki-kare analizi ile incelenmistir. Hasta ve kontrol
gruplarinda yas dagiliminin homojen olarak dagilmasi amaciyla Propensity skor
eslestirmesi yapilmistir. Normal Dagilima uygunluk kontrolii Shapiro Wilk testi ile
smanmustir.  Cinsiyet grubunda yas ortalamalarinin ve hasta ve kontrol gruplarinda yas
ortalamalarinin karsilastirmalart iki bagimsiz grup ortalamalarin karsilastirilmasi icin
kullanilan parametrik testlerden Student t testi ile yapilmistir. Normal dagilim
gostermeyen miRNA ekspresyon diizeyleri i¢in tanimlayici istatistik olarak, medyan,
minimum —maksimum, 1. (Q1) ve 3.(Q3) ¢eyreklik degerleri verilmistir. Hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki miRNA ekspresyon diizeylerine ait medyan (ortanca) karsilagtirmasi
parametrik olmayan testlerden Mann Whitney U testi ile yapilmistir. Mann Whitney U
testi ile elde edilen p degerlerine Benjamini Hochberg diizeltmesi yapilmis ve hasta ve
kontrol grubu karsilastirmalarinda diizeltilen p degerleri kullanilmistir. Tim

karsilastirmalar icin istatistiksel onem seviyesi (p) 0,05 alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve Hasta Gruplarimin Yas ve Cinsiyet Bakimindan Degerlendirilmesi

Bu ¢aligmada hasta grubunda 84 birey ve kontrol grubunda da 67 birey olmak
izere toplam 151 birey bulunmaktadir. Calisma grubunun 66’simi (%43,7) erkek bireyler
ve 85’ini ise (%56,3) kadin bireyler olusturmaktadir. Calismaya alinan bireylerin yas
ortalamalar1 71,2345,107 olarak hesaplandi. Cinsiyet agisindan degerlendirildiginde,
kontrol ve hasta gruplarinda bulunan kadinlarin yas ortalamalari1 71,94 + 4,794, erkeklerin
ise 70,32 + 5,384 olarak hesaplandi. Sonugta, erkek ve kadin bireylerin yas ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlenmedi (p>0,05) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kontrol ve hasta gruplarindaki kadin ve erkeklerin yas ortalamasi (N=birey sayis1).

Cinsiyet N Yas Ortalamasi p
Erkek 66 70,32 + 5,384

Kontrol ve Hasta Grubu 0,052
Kadin 85 71,94 + 4,794

4.1.1. Hasta Grubu

Bu ¢alismaya, 48’1 (%57,1) kadin, 36°s1 (%42,9) erkek olmak {izere toplam 84
hasta birey dahil edildi. Calismaya dahil edilen hastalarin toplam yas ortalamalari
71,94+4,865 olarak hesaplandi. Hasta bireylerin yas ortalamasi ile kontrol grubu
bireylerin yas ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p>0,05) (Cizelge 4.2). Bununla beraber, yas ortalamalari cinsiyet agisindan
degerlendirildiginde, kadin bireylerin yas ortalamasi 72,314+4,572 iken, erkek bireylerin
yas ortalamas1 71,4445,256 olarak hesaplandi. Hasta grubundaki erkek ve kadin

bireylerin yas ortalamalar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu
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(p>0,05) (Cizelge 4.3). Gruplar cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde ise, kontrol
ve hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski bulunmadi (p>0,05) (Cizelge
4.4),

4.1.2. Kontrol Grubu

Bu calismaya, 37’si (%55,2) kadin, 30’u (%44,8) erkek olmak iizere toplam 67
kontrol birey dahil edildi. Calismaya dahil edilen kontrollerin toplam yas ortalamalari
70,3445,299 olarak hesaplandi. Kontrol bireylerin yas ortalamasi ile hasta grubu
bireylerin yas ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p>0,05) (Cizelge 4.2). Bununla beraber, yas ortalamalari cinsiyet agisindan
degerlendirildiginde, kadin bireylerin yas ortalamasi 71,46+5,091 iken, erkek bireylerin
yas ortalamast 68,97+5,308 olarak hesaplandi. Kontrol grubundaki erkek ve kadin
bireylerin yag ortalamalar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu
(p>0,05) (Cizelge 4.3). Gruplar cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde ise, kontrol
ve hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski bulunmadi (p>0,05) (Cizelge
4.4).

Cizelge 4.2. Kontrol ve hasta gruplarina ait yas ortalamalarinin degerlendirilmesi (N=birey sayis1).

Grup N Yas Ortalamasi p
Kontrol 67 70,34 £ 5,299
0,056
Hasta 84 71,94 + 4,865

Cizelge 4.3. Kontrol ve hasta gruplarina ait yas ortalamalarinin cinsiyet agisindan degerlendirilmesi
(N=birey sayist1).

Grup Cinsiyet N Yas Ortalamasi p

Kontrol Erkek 30 68,97+5,308 0,055
Kadin 37 71,46+5,091

Hasta Erkek 36 71,4445,256 0,422
Kadin 48 72,31+4,572
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Cizelge 4.4. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyet bakimindan degerlendirilmesi (N=birey sayis1).

Grup
Cinsiyet Kontrol Hasta Toplam p
N % N % N %
Erkek 30 448 36 42,9 66 43,7
Kadin 37 55,2 48 57,1 85 56,3 0.813
Toplam 67 100,0 84 100,0 151 100,0

4.2. Ekspresyon Olgiimlerinin Veri Analizi

Alzheimer hastaligina neden oldugu bilinen genleri hedef alan altt miRNA’nin
ekspresyon diizeyleri kontrol ve hasta gruplarina gore degerlendirilerek p degerleri
hesaplandi. Sonug olarak, kontrol ve hasta gruplari arasinda hsa-miR-132-3p, , hsa-miR-
195-5p ve hsa-miR-219a-5p ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak bir fark
gozlenmezken (p>0,05), hsa-miR-186-5p hsa-miR-3163 ve hsa-miR-3613-3p’nin
ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goézlendi (p<0,05)
(Cizelge 4.5) (Sekil 4.1).
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Cizelge 4.5. Kontrol ve hasta gruplarina gore ilgili miRNA’larin ekspresyon diizeyleri (2°44CT), minimum,

maksimum ve p degerleri. Q1=%25, Q3=%75.

. Ekspresyon
MiRNA Grup Presy (Min- Max) [Q- Q4] p
Diizeyleri
0,2085813-
Kontrol 1,6745334 0,03210-233,26555
7,7578558
hsa-miR-132-3p 0,0645
0,9709058-
Hasta 2,3746976 0,02317-512,91463
10,9371141
0,7376930-
Kontrol 1,9389204 0,00910-54,76683
3,6149538
hsa-miR-186-5p 0,000
0,0981128-
Hasta 0,3305915 0,00387-89,50038
1,0938013
0,0567609-
Hasta 0,6874747 0,00036-503,63356
8,4334001
hsa-miR-195-5p 0,277
0,0697578-
Kontrol 0,1930630 0,01095-669,46979
3,4025511
0,1210679-
Kontrol 3,0171958 0,00000-136,51706
14,3731322
hsa-miR-219a-5p 0,192
0,2816752-
Hasta 3,0051732 0,00819-1608,52606
48,6895772
0,0257098-
Kontrol 0,3227763 0,00004-387,18877
0,9264946
hsa-miR-3163 0,000
0,7943478-
Hasta 2,7229035 0,01357-327,71123
10,1667967
0,1014570-
Kontrol 1,8514807 0,00217-3774,41703
49,8967158
hsa-miR-3613-3p 0,024
2,1054946-
Hasta 20,3163464 | 0,00014-9411,68470
100,8296065

Mann-Whitney U testi uygulanmigtir (p<0,05).
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Sekil 4.1. Kontrol ve hasta gruplarina ait hsa-miR-132-3p, hsa-miR-186-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-
219a-5p, hsa-miR-3163 ve hsa-miR-3613-3p’nin ekspresyon diizeylerinin veri grafikleri.

4.2.1. hsa-miR-132-3p Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 1,6745334, hasta grubunda ise
2,3746976 oldugu gozlendi. Hasta grubunun kontrol grubuna goére ekspresyon
diizeylerinde yaklasik 1,4 kat bir artis oldugu bulundu (Sekil 4.2). Bu artisa karsin,
kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-132-3p’ye ait ekspresyon diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05).
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Sekil 4.2. Kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-132-3p’ye ait ekspresyon diizey grafigi.

4.2.2. hsa-miR-186-5p Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 1,9389204, hasta grubunda ise
0,3305915 oldugu gozlendi. Hasta grubunun kontrol grubuna gore ekspresyon
diizeylerinde yaklasik 6 kat bir azalma oldugu bulundu (Sekil 4.3). Bu azalma
degerlendirildiginde, kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-186-5p’ye ait ekspresyon

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05).
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hsa-miR-186-5p

Sekil 4.3. Kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-186-5p’ye ait ekspresyon diizey grafigi.
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4.2.3. hsa-miR-195-5p Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 0,193063, hasta grubunda ise 0,6874747
oldugu gozlendi. Hasta grubunun kontrol grubuna gore ekspresyon diizeylerinde yaklasik
3,6 kat bir artis oldugu bulundu (Sekil 4.4). Ancak, kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-
195-5p’ye ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlenmedi (p>0,05).
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0,2
0,1

Kontrol Hasta
hsa-miR-195-5p

Sekil 4.4. Kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-195-5p’ye ait ekspresyon diizey grafigi.

4.2.4. hsa-miR-219a-5p Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 3,0171958, hasta grubunda ise
3,0051732 oldugu gozlendi. Hasta grubunun kontrol grubuna gore ekspresyon
diizeylerinde ¢ok az bir azalma oldugu bulundu (Sekil 4.5). Buna karsin, kontrol ve hasta
grubunda hsa-miR-219a-5p’ye ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark gézlenmedi (p>0,05).
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hsa-miR-219a-5p
Sekil 4.5. Kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-219a-5p’ye ait ekspresyon diizey grafigi.

4.2.5. hsa-miR-3163 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 0,3227763, hasta grubunda ise
2,7229035 oldugu gozlendi. Hasta grubunun kontrol grubuna goére ekspresyon
diizeylerinde yaklasik 8,4 kat bir artis oldugu bulundu (Sekil 4.6). Bu artis
degerlendirildiginde, kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-3163’ye ait ekspresyon

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05).
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Sekil 4.6. Kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-3163’e ait ekspresyon diizey grafigi.
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4.2.6. hsa-miR-3613-3p Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 1,8514807, hasta grubunda ise
20,3163464 oldugu gozlendi. Hasta grubunun kontrol grubuna gore ekspresyon
diizeylerinde yaklasik 11 Kkat bir artis oldugu bulundu (Sekil 4.7). Bu artis
degerlendirildiginde, kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-3613-3p’ye ait ekspresyon

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05).
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Sekil 4.7. Kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-3613-3p’e ait ekspresyon diizey grafigi.
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5. TARTISMA

MikroRNA’larin diizensiz ekspresyonlari, genis bir hastalik grubunu olusturur ve
bu diizensiz ekspresyonlar siklikla hastaligin baslangic1 ve/veya progresyonuyla iliskili
biiyiik patolojik etkilerin nedenini agiklayabilmektedir. Bununla birlikte, bugiine kadar
AH noronlarinda miRNA’larin diizensizlikleri tiimiiyle tanimlanabilmis degildir. Bundan
dolay1, bu ¢calismada AH gelisiminde katki sagladigi bilinen genleri hedefleyen hsa-miR-
132-3p, hsa-miR-186-5p, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-219a-5p, hsa-miR-3163 ve hsa-
miR-3613-3p’nin ekspresyon analizi, periferik kan 6rneginden gergeklestirildi. Sonug
olarak, kontrollerle karsilastirildiginda Alzheimer hastasi bireylerde hsa-miR-132-3p,
hsa-miR-195-5p ve hsa-miR-219a-5p’nin ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak bir
fark bulunamazken (p>0,05), hsa-miR-186-5p’nin ekspresyon diizeyinin anlamli
derecede azaldigi (p<0,05), hsa-miR-3163 ve hsa-miR-3613-3p’nin ekspresyon
diizeylerinin ise 6nemli derecede arttig1 bulundu (p<0,05). Boylelikle, hsa-miR-186-5p,
hsa-miR-3163 ve hsa-miR-3613-3p’nin AH ile iligkili olabilecegi gézlemlendi.

Insanlarda miR-132, kromozom 17p13.3’te lokalizedir (111). miR-132’nin
merkezi sinir sistemindeki rolii tamamen anlagilamamasina ragmen, ndrit gelisiminde,
dendritik biiyiime ve dallanmasinda, sinaptik iletimde ve plastisitede, 6grenme ve hafiza
olusumunda, apoptoziste ve norolojik korumada 6nemli fonksiyon gosterir (112). Bu
kapsamda, miR-132’nin AH’deki roliinii gosteren farkli deneysel c¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin, Smith ve ark. (2015) 3xTg-AD transgenik farelerde miR-
132/212 yoksunlugunun, artmis tau ekspresyonuna, fosforilasyonuna ve agregasyonuna
neden olabilecegini rapor etmislerdir (112). Farelerde ve insanlarda miR-132/212,
TargetScan algoritmasi kullanilarak biyoinformatik olarak analiz edildiginde, tau protein
geni olan MAPT (Microtubule-Associated Protein Tau)’nin 3’UTR bdlgesini hedefledigi
ve bu hedefin mirdatabase veritabanina gore insanlarda %71, farelerde ise %75 oraninda
eslestigi gosterilmistir (98, 99). Ayrica yine Smith ve ark. (2015) calismasinda, bu farelere
mMiR-132 mimikleri uygulandiginda, azalmis tau fosforilasyonuyla beraber onemli
derecede uzun donem hafiza kaybinin iyilestigi gosterilmistir. Ancak, miR-132’nin uzun
donem hafizayr nasil diizenledigi hala belli degildir. Bunun yanisira, fosforile olmus
tau’nun azalmig ekspresyonunun, mikrotiibiil stabiletesini ve aksonal iletimini artirarak

hafizada gorev aldig1 da bildirilmistir. Bu calismanin bir diger ayaginda ise, kontrol, hafif
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kognitif bozukluk ve Alzheimer hastasi bireylerin temporal korteks, prefrontal korteks ve
hipokampiis dokularindan miR-132 ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Sonugta, bu ii¢
bolgede miR-132/212 seviyesinin azaldigi, miR-132 seviyesinin insoliibl tau ve hafif
kognitif bozukluk arasinda 6nemli bir korelasyonun oldugu ortaya konulmustur (112).
Benzer bir calismada ise, Lau ve ark. (2013) ileri yas Alzheimer hastalarinda
dondurulmus beyin Orneklerinde bazit miRNA’larin  ekspresyon  profillerini
incelemislerdir. Bu incelemede, miR-132-3p ekspresyon seviyesinin, ileri yas Alzheimer
hastalarinda hipokampiis, prefrontal korteks ve temporal girusta azaldigi gézlenmistir.
Major noronal kayip olugsmadan Once prefrontal kortekste, Braak I ve II evreleri arasinda
mMiR-132-3p’nin asir1 miktarda eksprese edildigi ve daha sonra Braak II ve VI arasinda
diisiik diizeyde eksprese edildigi rapor edilmistir. Buna ek olarak, in situ hibridizasyon
kullanilarak prefrontal kortekste mir-132-3p ve tau hiperfosforilasyonu arasinda negatif
bir korelasyonun oldugu gosterilmistir. Ayrica, lusiferaz deneyi ile Alzheimer’l
beyinlerin prefrontal korteksinde miR-132’nin hedeflerinin, EP300, SIRT1, MAPT ve
FOXO01a’nin yeniden diizenlendigi bildirilmistir (113). Bununla birlikte, ayn1 y1l yapilan
baska bir bagimsiz ¢alismada Wong ve ark. (2013) dondurulmus insan post-mortem beyin
orneklerinin temporal korteks ve hipokampiis CA1 bolgesindeki noronlarda miR-132
ekspresyon sevilerinin anlamli derecede azaldigi ve Braak VI evresinde, Braak III
evresine gore noronal kayba bagl olarak azalmanin daha da arttig1 rapor edilmistir. Bu
sonugtan, MiR-132’nin nodronal sagkalimda direkt fonksiyonu oldugunu ve azalmis
ekspresyonlarinin néron 6liimiine neden olabilecegini diisinen Wong ve ekibi, sekans
spesifik antisens oligoniikleotit inhibitorlerle primer hipokampal ve kortikal noronlarda
miR-132 ve/veya 212’nin inhibisyonunu saglamiglardir. Bu deney sonucunda, onemli
derecede apoptotik hiicre Oliimiiniin arttigmni gozlemislerdir. Ayrica yaptiklart hiicre
kiiltir ¢aligmalarinda, miR-132/212’nin PTEN ve FOXO3a’y:r direkt hedefledigini
deneysel olarak dogrulayip, tanimlamislardir. Buna ek olarak, Braak VI evresindeki
Alzheimer beyinlerinde, azalmis miR-132/212 seviyesinin, artmis PTEN, P300 ve
FOXO3a ekspresyon diizeyi arasinda anlamli bir korelasyonun oldugu gosterilmistir.
Boylelikle, bu calisma ile miR132/212, PTEN, FOXO3a sinyal yolagmin AH
norodejenerasyonuna katki sagladigi gosterilmistir (114). Bu tez ¢alismasinda, miR-132
ekspresyon seviyesinin, kontrollerle karsilastirildiginda Alzheimer hastalarinda yaklagik

olarak 1,4 kat bir artis olmasina karsin, bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Bahsedilen ¢aligsmalara zit olarak bu tez ¢alismada bulunan miR-132’deki artisin, hasta
grubundan kaynakli patolojik bulgu farkliliklardan dolayr olabilecegi tahmin
edilmektedir.

hsa-miR-186, kromozom 1p31.1°de lokalizedir (115). hsa-miR-186’nin yeniden
diizenlenmesinin AH gelisimine katki sagladigi cesitli ¢aligmalarla gosterilmistir.
Bunlardan ilki, Goo ve ark. (2013) tarafindan yapilan fareler tizerindeki ¢aligmadir. Bu
calismada, NCSTN (Nicastrin)’nin artmis ekspresyonunun AH patolojisine neden
oldugunu rapor etmesinden yola ¢ikarak (116), Delay ve ark. (2014) yapmis oldugu
arastirmada, nicastrin represyonun diisiik AP sekresyonuna neden olabildigi ve nicastrin
proteininin endojen regiilatorleri olarak miR-24, miR-186 ve miR-455’1 tanimladiklarini
bildirmislerdir. Ayrica, nicastrin 3’UTR bolgesindeki polimorfizmlerin, miR-186 ve
miR-455-aracil1 represyonu azalttigi rapor edilmistir (117). AH’de dolasimdaki miRNA
biyobelirteglerini tanimlamaya yonelik yapilan bir ¢alismada ise Satoh ve ark. (2015), 48
Alzheimer hastas1 ve 22 saglikli bireylerden alinan kan 6rneklerinden miRNA ekspresyon
analizini gerceklestirmistir. Analiz sonucunda, gruplar arasinda 27 miRNA’nin farkl
diizeyde eksprese edildigi tanimlanmis ve bunlardan miR-186-5p’nin ekpsresyon
diizeyinin arttigi rapor edilmistir (58). Kim ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, miR-
186’nin fare ve insan BACE1 geninin 3’UTR bdlgesini hedefledigini, fare beyin
korteksinde miR-186 seviyesinin yaslanma siirecinde kademeli olarak azaldigini, néronal
hiicrelerde miR-186 agir1 ekspresyonunun BACE1 mRNA seviyesini ve AP seviyesini
onemli derecede azalttigini gostermistir. Boylelikle, miR-186 ekspresyonunun olasi
negatif bir regiilatér oldugunu ve beyin yaslanmasi ve yaslanma boyunca AH’nin artmis
riski arasinda molekiiler iliskilerden biri olabilecegini diisiinmiislerdir (102). Yapilan bu
tez c¢alismasinda  Alzheimer hastalarinda  hsa-miR-186-5p’nin,  kontrollerle
karsilastirildiginda yaklasik 6 kat azaldigi ve bu azalisin istatistiksel olarak anlaml
oldugu bulunmustur. Satoh ve ark. (2015) periferik kanda yapmis olduklar1 ¢alismaya zit
olarak, yapilan bu caligmada periferik kanda miR-186’nin ekspresyon seviyesinin
azaldig1 tespit edilmistir. Ancak, Kim ve ark. (2016) yapmis olduklar1 doku ve hiicre
kiiltir caligmasindaki bulgularla, kan Orneginden yapilan bu g¢alismadaki bulgular
karsilastirildiginda benzer sonuglar elde etmesi bakimindan miR-186’nin ekspresyon
seviyesinin AH’de azaldigimi sdylemenin daha dogru olabilecegi disiiniilebilir.

Boylelikle, miR-186’nin azalmis ekspresyonunun BACEL indiiksiyonunu saglayarak Af
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birikimine yol agabildiginden (103), miR-186’nin azalmis ekspresyonunun, AH’nin
tanisina ve patogenezine yardimci olmasina yonelik yeni bir olast diagnostik biyobelirteg
aday1 olabilecegi diistintilebilir.

hsa-miR-195, kromozom 17p13.1°de lokalizedir (118). miR-195, insan, rat ve fare
APP geninin 3’UTR bolgesini ve BACE1 geninin 3’UTR bolgesini de iki pozisyonda
hedeflemektedir (104). Zhu ve ark. (2012) miR-195 seviyesinin SAMP8 (Senescence-
accelerated mice) farelerdeki BACE1 protein seviyesiyle negatif olarak iliskili oldugunu
bulmuslardir. Buna ek olarak, Neuro-2a hiicrelerinde miR-195’in asir1 ekspresyonunun
BACE] protein seviyesini ve AP miktarini azalttigr, miR-195’in inhibisyonunun BACE1
protein seviyesini ve AP miktarini artirdigi rapor edilmistir. Bu sayede, miR-195’in
BACET!’in translayonunun inhibisyonuyla Af seviyesini azaltabilecegi ve AH’ye yonelik
terapdtik bir strateji saglanabilecegi sonucuna varilmistir (119). Ai ve ark. (2013) da ayni
sekilde miR-195’in artmis ekspresyonunun APP ve BACEI seviyesini azalttigini, miR-
195’in inhibisyonuyla diizeylerinin arttigin1 ve APP ve BACE1’in miR-195 i¢in iki olasi
hedef oldugunu kronik beyin hipoperfiizyon (KBH)’la indiiklenmis ratlarin hipokampiis
ve korteksinde gostermislerdir. KBH, AH ve vaskiiler demansin yaygin bir klinik
ozelligidir ve AP birikimiyle kognitif bozukluk indiiklenebilmektedir ancak,
mekanizmasi hala tam anlamiyla anlasilmis degildir. Ayrica, miR-195 mimikleri
uygulanmig ratlarda, artmis miR-195 ekspresyon seviyesi ile bunamanin azaldigini,
boylelikle ratlarda KBH ile indiiklenmis bunamaya karst miR-195’in koruyucu bir etki
gosterdigini bulmuglar ve miR-195’in eksojen komplementinin olasilikla bunamaya karsi
paha bigilmez bir yaklasim olabilecegi fikrini 6ne stirmiiglerdir (104). miR-195’in APP
ve BACEI’i hedefledigini gosteren bir baska ¢alisma da Sun ve ark. (2015) tarafindan
ortaya konulmustur. Ratlardaki KBH’nin, APP ve BACE1l ekspresyonunun artisi
aracilifiyla, miR-195’in azalmis ekspresyonu tarafindan kontrol edilen Cdk/p35°den
Cdk/p25°’e calpalin aracili ¢evrimin aktivasyonu yoluyla tau hiperfosforilayonunu
artirarak indiiklenebildigini gostermislerdir (120). Yapilan bu tez ¢alismasindan elde
edilen verilere gore, Alzheimer hastasi bireylerde kontrollerle kiyaslandiginda hsa-miR-
195’in fazla eksprese edildigi ve hemen hemen 3,6 katlik bir artisin gerceklestigi tespit
edildi. Bu artisin, istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu. Aslinda, miR-195, APP
ve BACEI’i hedefledigi i¢in AH’de ekspresyon diizeyinde bir azalma beklenmektedir.

Bu belirsizligin aydinlia kavusturulmasi i¢in daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi
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gerekmektedir. Bu sayede, miR-195’in hastaliktaki roliiniin ve kandan ekspresyon
seviyesinin Ol¢iilmesinin uygun olup olamayacagmnin daha iyi anlasilabilecegi
diistiniilmektedir.

hsa-miR-219, kromozom 6p21.32’de lokalizedir (121). miR-219’un AH’deki
etkisini ilk Lukiw (2007) incelemis ve fetal, eriskin ve Alzheimer beyinlerinin hipokampal
CA1 bolgelerinde 6nemli bir degisiklik saptamamistir (122). Buna karsin son zamanlarda
yapilan ¢alismalar, hsa-miR-219a-5p’nin azalmis ekspresyonunun AH gelisiminde etkili
oldugunu ve MAPTyi hedefledigini gdstermistir. Ornegin, Santa-Maria ve ark. (2015)
otopsi sonucu elde edilen Alzheimer ve PART (Primary Age Related Taupathy)
hastalarindaki ~ postmortem beyin dokularinda miR-219-5p’nin,  kontrollerle
karsilastirildiginda diisiik diizeyde eksprese edildigini belirlemislerdir. Bir sonraki
deneylerinde ise, insan tau proteini {ireten Drosophila modelinde, miR-219-5p
ekspresyonunun azalmasinin tau toksisitesini artirdigini, ekspresyonun artmasinin ise tau
toksisitesinin etkisini kismen azalttigini gdstermislerdir. miR-219-5p’nin ¢ekirdek
bolgesindeki 7 niikleotiti, H. sapiens, M. musculus, R. norvegicus ve D. melanogaster
MAPT geninin 3’UTR’sini hedefler. miR-219-5p’nin tau’yu in vivo olarak diizenledigi
gosterildikten sonra, memeli hiicre modellerinde miR-219-5p’nin tau mRNA’sinin
3’UTR’sine direkt olarak baglandigini ve post-transkripsiyonel seviyede tau sentezini
represe ettigini bulmuslardir (105). miR-219’un diisiik diizeyde eksprese edildigini
gosteren bir bagka calismada da, Denk ve ark (2015) BOS 6rneginde miR-219’un
MAPT’yi hedefledigini ve diisiik diizeyde eksprese edildigini, sonugta miR-219’un
onemli bir informatif biyobelirte¢ olabilecegini rapor etmislerdir (123). AH’de miR-219-
5p distik diizeyde eksprese oldugunu gosteren c¢aligmalara benzer sekilde, bu tez
caligmasinda Alzheimer hastasi bireylerde miR-219-5p’nin ekspresyon diizeyinde
kontrollerle karsilastirildiginda ¢ok az bir azalmanin oldugu ve bu azalisin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi bulundu. miR-219-5p, MAPT mRNA’sin1 hedeflediginden bu
durum hasta grubundaki AP ve oOzellikle NFY miktarlarindaki farkliliklardan
kaynaklanabilecegini diisindiirmektedir.

hsa-miR-3163, kromozom 11g13.2’de lokalizedir (124). hsa-miR-3163, SorLA
veya SorL1 (sorting protein-related receptor with A-type repeats) genini %78 hedefler
(98). SorLA, VPS10p (vacuolar protein sorting 10 protein) ailesinin bir iiyesidir. SorLA

cogunlukla memeli merkezi sinir sisteminde, bilhassa serebral ve entorhinal korteks,
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hipokampiis, serebellum ve beyin kokiinde, bunun yaninda over, testis, karaciger, adrenal
bez ve lenf nodlarinda da eksprese edilmektedir. SorLA proteini ¢ogunlukla golgi
cisimciklerinde, trans golgi aginda, erken endozomlarda ve hiicrenin plazma
membraninda lokalizedirler (125). Yapilan ¢alismalar ve derlemeler, SorLA’daki tek
niikleotid polimorfizmlerin ileri yas AH ile iliskili oldugunu ve SorLA ekspresyonunun
AH’ye yatkin beyin bdlgelerinde azaldigini rapor etmislerdir (126, 127, 128). Bununla
birlikte, SorLA’nin AH progresyonundaki roliinii anlamaya yonelik ¢ok sayida ¢alisma
olmasma ragmen, hala rolii tam anlasilmis degildir (125). SorLA, intraselliiler
kompartimanlar ve plazma membrani arasindaki APP trafigini regiile eder ve APP’nin
AP’ye proteolitik yikim miktarimi azaltir (129). SorLA, APP transportu igin bir
belirleyicidir, trans golgi agindan APP’lerin ¢ikisini yavaglatir ve bu sayede
amiloidojenik ve non-amiloidojenik yikimlardan APP’yi korur (130). SorLA proteininin
ileri yas Alzheimer’l1 bireylerin beyin dokularinda, 6zellikle korteks ve hipokampiiste
onemli derecede azalir, buna karsin BOS’ta seviyeleri azalir veya artar (127). Bu tez
caligmasinda, SorLA ile iliskili oldugu diistiniilen hsa-miR-3163’iin ekspresyon seviyesi,
kontrollerle karsilastirildiginda Alzheimer’l1 hastalarda yaklasik 8,4 kat artmis oldugu ve
bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu. Bu artis ile SorLA’nin diizeyinin
azaldigi, bundan dolayr APP proteolitik yikimin artarak AP miktarinda bir artis
gerceklestigi varsayilabilir. Bu varsayimi daha da aydinlatmak i¢in beyin dokularinda,
BOS’ta oldugu gibi ¢esitli viicut sivilarinda miR-3163’lin miktarinin Ol¢iilmesi ve
validasyon i¢in hiicre kiiltiir uygulamalarinin gergeklestirilmesine yonelik birgok
calismalarin yapilmasi gereklidir. Yine de, daha dnceden hsa-miR-3163 ile AH arasindaki
iliskiyi agiklayan galismalarin olmamasi ve bu ¢alismanin bir ilk olmasindan dolayi, bu
bulgu sayesinde hsa-miR-3163’in olasi bir aday biyobelirte¢ sinifina dahil olabilecegi
distinilebilir.

hsa-miR-3613, kromozom 13q14.2 lokalizedir (131). hsa-miR-3613’iin AH ile
iliskisini agiklayan ilk ¢alisma, Lugli ve ark. (2015) tarafindan yapilmistir. Plazmadaki
miR-3613-3p seviyesinin kontrole gore, Alzheimer hastalarinda yaklasik olarak 2,5 kat
arttig1 rapor edilmistir (132). AH gelisiminde hsa-miR-3613"{in tam olarak hedefledigi
genler heniiz bilinemese de, 6grenme ve hafiza olusumunda 6nemli rol oynayan CREB
veya CREB1 (CAMP responsive element binding protein 1) genini %96 skorunda
hedeflemektedir (98, 133). CREB’in fosforilasyonla aktive oldugu ve BDNF
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transkripsiyonunu baslattigi bilinmektedir (134). Rosa ve ark. (2015) yaptiklar
calismada, AP uygulanmis hiicrelerin sitoplazma ve nukleusunda, fosforlanmis ve total
CREB protein seviyelerinin azaldigini, ayrica hiicre uyarimi olmadiginda, AB’nin, AB-
uyarimli CREB transkripsiyonel ifadenin azalis1 araciligiyla temel BDNF seviyesini
azaltigin1 ortaya koymuslardir (134). Bir diger ¢alisma da ise, Chen ve ark. (2012),
BACE!’in artmig ekspresyonun, CREB fosforilasyonunu, PKA (protein kinase A)
aktivitesini ve cCAMP (Siklik adenozin monofosfat) seviyesini azalttigini, buna karsin
BACE!’in azalmis ekspresyonunun zit etki yaptigimi rapor etmislerdir (135). Bu tez
caligmasinda, Alzheimer’li bireylerde hsa-miR-3613-3p’nin ekspresyon diizeyinin
kontrollere gore yaklasik 11 kat arttigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulundu. Yapilan ¢alismalar 1s1¢inda, bu artisin AH’de CREB genini diisiik diizeyde
eksprese edebilecegi ve boylelikle BDNF seviyelerindeki azalma ile 6grenme ve hafiza
gelisim bozukluguna yol agarak AH gelisimine katki saglayabilecegi fikri one siiriilebilir.
Sonug olarak, hsa-miR-3613-3p ve CREB arasindaki iliskinin AH patogenezine olan
olast katkisinin gelecekte daha ileri diizey deneylerle arastirilmasi gerekli oldugu
diistiniilmektedir.

Sonug olarak, son yillarda yapilan ¢alismalar, miRNA’larin Alzheimer’l1 beyin
dokularinda hatta beynin spesifik bolgelerinde yeniden diizenlendigini gostermektedir.
Ayrica, ileri analiz teknikleri sayesinde Alzheimer hastalarinin kan, BOS, tiikiirtik gibi
degisik viicut sivilarindaki bazi miRNA ekspresyon diizeylerinin, beyin dokusuyla
karsilagtirildiginda daha az degisiklik gostermesi sonucuyla bu molekiillerin prognostik
biyobelirte¢ olarak kullanimini giindeme getirmektedir. Cok sayida miRNA ekspresyon
profillerinin belirlenmesi sayesinde, AH’nin patogenezinin daha iyi anlasilmasi
saglanabilecek, boylelikle gelecekte AH’ye spesifik biyobelirteglerin bir 6l¢iit olarak
kullanilmasi, anti-miR terapotik  yontemlerinin  gelistirilmesi  gibi  farkli  klinik

aplikasyonlara yonelik yeni bir kap1 agilabilecektir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alisma sonucunda, kontrollerle karsilastirildiginda Alzheimer hastasi bireylerde
hsa-miR-132-3p, hsa-miR-195-5p ve hsa-miR-219a-5p’nin ekspresyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamazken (p>0,05), hsa-miR-186-5p’nin
ekspresyonunun anlamli derecede azaldigi (p<0,05), hsa-miR-3163 ve hsa-miR-
3613-3p’nin ekspresyonlarinin ise dnemli derecede arttig1 bulundu (p<0,05).

Bu ¢alisma sonucundan elde edilen bilgiler, AH’nin ilerleyisinin yavaslatilmasi ya da
durdurulmasmi saglayan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina, olasi
biyobelirteglerin sayisinin artirilmasina, erken tani ve etkin tedavi yontemlerinin
gelistirilmesine yonelik katki saglacak ¢alismalarin  gelistirilmesine olanak
saglayabilecektir.

Yapilan g¢alismalar, miRNA ekspresyonunun, yasa, AH evresine, Afp ve NFY
yogunlugu gibi 6zelliklere bagh olarak degistigini gostermistir. Bundan dolay1, bu
ozelliklere gore miRNA ekspresyon profillerinin = belirlenmesinin  AH’nin
patogenezini daha iyi acikliga kavusturabilecek ve boylelikle erken tanida bir olgiit
olarak kullanilabilmesi igin gerekli daha saglam adimlarin atilmasina olanak
saglayabilecektir.

. AH patogenezinin daha iyi aydinlatilmasi i¢in post-mortem beyin dokularina ihtiyag
duyulmaktir. Bu ihtiyacin karsilanamamasi durumunda her ne kadar hayvan modelleri
kullanilsa da, farkli sebeplerden dolayt Alzheimer’li insan beyni ile tam homoloji
gdsterememektedir. Kanada, Ingiltere, Hollanda gibi iilkelerde Alzheimer’l1 post-
mortem beyin dokularin bulundugu enstitiilerin oldugu bilinmektedir. Ulkemizde de
bir Alzheimer beyin bankasinin kurulmasi, bunun sonucunda beyin bagislarinin
artirilmast Onerilebilir. Bu sayede, hastaligin gizeminin ¢6ziilmesine yonelik yeni
adimlarin atilmasi saglanabilecektir.

Doku orneklerine ulasma zorlugundan dolayir kan &rneginden gerceklestirilen bu
caligma sonucu bulunan ekspresyonlari yeniden diizenlenmis miRNA’larin, AH’de
efektif bir biyobelirte¢ olup olmadiginin dogrulanmasi igin, post-mortem beyin
dokusu, BOS, farkli viicut sivilari ile deney hayvan modellerinden elde edilecek beyin
dokusu, ¢esitli viicut sivilart ve hiicre kiiltir uygulamalarinda da ekspresyon

Olgtimlerinin yapilmasi 6nerilmektedir.
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6. Secilen miRNA’larin ilgili genleri hedefledigini miRBase, miRDataBase,
TargetScan, PciTar ve FerroLab biyoinformatik veritabani araglart kullanilarak
gosterilmistir. Bu hedefler, algoritmik olarak tahmini oldugundan dolayr dogrulama
deneylerinin yapilmasi onerilir.

7. Son olarak, secilen miRNA’larin polimorfizmleri, hedefledigi gen bdolgelerindeki
polimorfizmler, hedef gen ekspresyon diizeyleri hatta protein iriin seviyeleri ile
protein modifikasyonlari incelenerek AH ile ilgili molekiiler yolaklarin aydinlatilmasi
ve bu sayede yeni molekiiler yolaklarin da bulunabilmesi ile patogenezin daha iyi

anlasilabilmesi saglanabilecektir.

58



10.

11.

12.

13.

14.

7. KAYNAKLAR

Dickson DW, Weller RO. Neurodegeneration: The Molecular Pathology of Dementia and Movement
Disorders. Second Editon, UK: Wiley-Blackwell, 2011: 1-6.

Brady ST, Siegel GJ, Albers RW, Price DL, Basic Neurochemistry Principles of Molecular, Cellular
and Medical Neurobiology. Eighth Edition, USA: Academic Press, 2012: 721.

Xue-shan Z, juan P, Qi W, Zhong R, Li-hong P, Zhi-han T, Zhi-sheng J, Gui-xue W, Lu-shan L.
Imbalanced cholesterol metabolism in Alzheimer’s disease. Clinica Chimica Acta, 2016; 456:107-114.

Anand R, Gill KD, Mahdi AA. Therapeutics of Alzheimer’s disease: Past, present and future.
Neuropharmacology, 2014; 76: 27-50.

Zhao S, Zhao J, Zhang T, Guo C. Increased apoptosis in the platelets of patients with Alzheimer’s
disease and amnestic mild cognitive impairment. Clinical Neurology and Neurosurgery, 2016; 143:46-
50.

Zhao Y, Bhattacharjee S, Dua P, Alexandrov PN, Lukiw WJ. MicroRNA-based biomarkers and
the diagnosis of Alzheimer’s disease. Frontiers in Neurology, 2015; 6(162):1-5.

Cogoni C, Ruberti F, Barbato C. MicroRNA Landscape in Alzheimer’s Disease. CNS &
Neurological Disorders - Drug Targets, 2015; 14(2):168-175.

Dong H, Lei J, Ding L, Wen Y, Ju H, Zhang X. MicroRNA: Function, Detection, and Bioanalysis.
Chemical Reviews, 2013; 113:6207-6233.

Li J, Zhang Z. miRNA regulatory variation in human evolution. Trends in Genetics, 2013; 29(2):116-
124.

Yang W, Lee DY, Ben-david Y. The roles of microRNAs in tumorigenesis and angiogenesis.
International Journal of Physiology, Pathophysiology and Pharmacology, 2011; 3(2):140-155.

Ardekani AM, Naeini MM. The role of microRNAs in human diseases. Avicenna Journal of Medical
Biotechnology, 2010; 2(4):161-179.

Li Y, Kowdley KV. MicroRNAs in common human diseases. Genomics Proteomics Bioinformatics,
2012; 10:246-253.

Hanagas1 HA. Demans havrami ve hastaya yaklasim. Klinik Gelisim, 2001; 23(1):44-47.

Giirvit [H. Demans sendromu, Alzheimer hastaligt ve Alzheimer disi demanslar, Erisim:
http://www.itfnoroloji.org/demans/demans.htm. Erisim tarihi: 17.09.2015.

59



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Kumar V, Abbas AK, Aster JC. Robbins Temel Patoloji. Ed: Tuzlah S, Giillioglu M, Cevikbas U.
Nobel Tip Kitabevleri, Dokuzuncu Baski, Istanbul, 2014: 837-38.

Ozkay UD, Oztiirk Y, Can OD. Yaslanan diinyanin hastalig1: Alzheimer hastaligi. SDU Tip Fakiiltesi
Dergisi, 2011; 18(8):35-42.

Serensen SS, Nygaard AB, Christensen T. miRNA expression profiles in cerebrospinal fluid and
blood of patients with Alzheimer’s disease and other types of dementia — an exploratory study.
Translational Neurodegeneration, 2016; 5(6):1-12.

Peters DG, Connor JR, Meadowcroft MD. The relationship between iron dyshomeostasis and
amyloidogenesis in Alzheimer’s disease: Two sides of the same coin. Neurobiology of Disease, 2015;
81:49-65.

Terry RD, Katzman R, Bick KL, Sisodia SS. Alzheimer Hastaligi. Ed: Giirvit IH. Yelkovan
Yayincilik, Ikinci Baski, Istanbul, 2001: 1-9.

Alzheimer's Disease International. Alois Alzheimer, Erisim: http://www.alz.co.uk/alois-alzheimer.
Erigim tarihi: 18.09.2015.

Selekler K. Alois Alzheimer ve Alzheimer hastaligi. Tiirk Geriatri Dergisi, 2010; 13(3):9-14.

Maurer K, Volk S, Gerbaldo H. Auguste D and Alzheimer’s disease. Lancet, 1997; 349(9064):1546-
1549.

Golde TE, Petrucelli L, Lewis J. Targeting AB and tau in Alzheimer’s disease, an early interim report.
Experimental Neurology, 2010; 223(2):252-266.

Vilatela A, Marisol L, Yescas-g P. Genetics of Alzheimer's Disease. Archives of Medical Research,
2012; 43:622-631.

Reitz C, Mayeux R. Alzheimer disease: Epidemiology, diagnostic criteria, risk factors and
biomarkers. Biochemical Pharmacology, 2014; 88(4):640-651.

Cummings J. Alzheimer’s disease diagnostic criteria: Practical applications. Alzheimer's Research &
Therapy, 2012; 4(4):35.

Prince M, Wimo A, Guerchet M, Gemma-Claire A, Wu Y-T, Prina M. World Alzheimer report
2015: The global impact of dementia - An analysis of prevalence, incidence, cost and trends.
Alzheimer’s Disease International (ADI), London, 2015; 1-84.

Association A. 2016 Alzheimer’s disease facts and figures. Alzheimer’s & Dementia, 2016; 12:459-
509.

60



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Kopriili, S. Tirkiye’de 450 Bin Alzheimer Hastast Var. Erigim:
http://www.yenimeram.com.tr/turkiyede-450-bin-alzheimer-hastasi-var-90251.htm.  Erisim tarihi:
30.09.2015.

T.C. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Kamu Hastaneleri Kurumu, Diinya Alzheimer Farkindalik Giinii 21
Eylil 2015 Rapor Biilteni, Erisim:
http://www.tkhk.gov.tr/Dosyalar/4b30930a266d4833adf9223afa9926c¢e.pdf. Erisim tarihi:
01.10.2015.

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK), Istatistiklerle Yaslilar 2014, Erigim:
http://www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.do?id=18620. Erisim tarihi: 01.10.2015.

Imtiaz B, Tolppanen A, Kivipelto M, Soininen H. Future directions in Alzheimer’s disease from risk
factors to prevention. Biochemical Pharmacology, 2014; 88(4):661-670.

Farris W, Mansourian S, Chang Y, Lindsley L, Eckman EA, Frosch MP, Eckman CB, Tanzi RE,
Selkoe DJ, Guenette S. Insulin-degrading enzyme regulates the levels of insulin, amyloid p-protein,
and the B-amyloid precursor protein intracellular domain in vivo. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, 2003; 100(7):4162-4167.

Alzheimer Society of Canada, Risk factors, Erisim: http://www.alzheimer.ca/en/About-
dementia/Alzheimer-s-disease/Risk-factors. Erigim tarihi: 08.10.2015.

Alzheimer's Association, Risk Factors, Erigim:
http://www.alz.org/alzheimers_disease causes_risk factors.asp. Erigim tarihi: 08.10.2015.

Association A. 2014 Alzheimer’s disease facts and figures. Alzheimer’s & Dementia, 2014; 10(2):47-
92.

Gao S, Hendrie HC, Hall KS, Hui S. The relationships between age, sex, and the incidence of
dementia and Alzheimer disease: a meta-analysis. Archives of General Psychiatry, 1998; 55(9):809-
815.

Mielke MM, Vemuri P, Rocca WA. Clinical epidemiology of Alzheimer’s disease: Assessing sex
and gender differences. Clinical Epidemiology, 2014; 6:37-48.

Viia J, Lloret A. Why women have more Alzheimer’s disease than men: gender and mitochondrial
toxicity of amyloid-beta peptide. Journal of Alzheimer's Disease, 2010; 20:527-533.

Zhang C, Browne A, Kim DY, Tanzi RE. Familial Alzheimer’s disease mutations in presenilin 1 do
not alter levels of the secreted amyloid-p protein precursor generated by -secretase cleavage. Current
Alzheimer Research, 2010; 7(1):21-26.

Alagiakrishnan K, Gill SS, Fagarasanu A. Genetics and epigenetics of Alzheimer’s disease.
Postgraduate Medical Journal, 2012; 88(1043):522-529.

61



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

Van Cauwenberghe C, Van Broeckhoven C, Sleegers K. The genetic landscape of Alzheimer
disease: clinical implications and perspectives. Genetics in Medicine, 2016; 18(5):421-430.

Oztiirk S. Apolipoprotein E ve Alzheimer hastaligi. Demans Dizisi, 1999; 1:62-67.

Heinbockel T. Neurochemistry, InTech, US, 2014, 257-374.

Dawkins E, Small DH. Insights into the physiological function of the B-amiloid precursor protein:
beyond Alzheimer's disease. Journal of Neurochemistry, 2014; 129:756-769.

Genetics Home Reference - National Institutes of  Health, APP,  Erisim:
http://ghr.nIm.nih.gov/gene/APP. Erigim tarihi: 08.11.2015.

Suh YH, Checler F. Amyloid precursor protein, presenilins, and a-synuclein: Molecular pathogenesis
and pharmacological applications in Alzheimer’s disease. Pharmacological Reviews, 2002; 54:469-
525.

Raskin J, Cummings J, Hardy J, Schuh K, Dean RA. Neurobiology of Alzheimer’s disease:
Integrated molecular, physiological, anatomical, biomarker, and cognitive dimensions. Current
Alzheimer Research, 2015; 12:712-722.

Pauwels K, Williams TL, Morris KL, Jonckheere W, Vandersteen A, Kelly G, Schymkowitz J,
Rousseau F, Pastore A, Serpell LC, Broersen K. Structural basis for increased toxicity of
pathological AB42:AB40 ratios in Alzheimer disease. The Journal of Biological Chemistry, 2012;
287(8):5650-5660.

Mawuenyega KG, Sigurdson W, Ovod V, Munsell L, Kasten T, Morris JC, Yarasheski KE,
Bateman RJ. Decreased clearance of CNS-Amyloid in Alzheimer’s disease. Science, 2010;
330(6012):1774-1774.

Oztiirk GB, Karan MA. Alzheimer hastaligimin fizyopatolojisi. Klinik Gelisim, 2009; 22(3):36-44.

Buée L, Bussiére T, Buée-Scherrer V, Delacourte A, Hof PR. Tau protein isoforms, phosphorylation
and role in neurodegenerative disorders. Brain Research Reviews, 2000; 33(1):95-130.

Kolarova M, Garcia-Sierra F, Bartos A, Ricny J, Ripova D. Structure and pathology of tau protein
in Alzheimer disease. International Journal of Alzheimer’s Disease, 2012; 2012:1-13.

Mietelska-Porowska A, Wasik U, Goras M, Filipek A, Niewiadomska G. Tau protein modifications
and interactions: Their role in function and dysfunction. International Journal of Molecular Sciences,
2014; 15(3):4671-4713.

Zerr |. Understanding Alzheimer’s disease. InTech, Croatia, 2013, 89-100.

62



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Duan Y, Dong S, Gu F, Hu Y, Zhao Z. Advances in the pathogenesis of Alzheimer’s disease:
Focusing on tau-mediated neurodegeneration. Translational Neurodegeneration, 2012; 1(24):1-7.

Almeida MI, Reis RM, Calin GA. MicroRNA history: Discovery, recent applications, and next
frontiers. Mutation Research - Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 2011; 717(1-
2):1-8.

Satoh JI, Kino Y, Niida S. MicroRNA-seq data analysis pipeline to identify blood biomarkers for
Alzheimer’s disease from public data. Biomarker Insights, 2015; 10:21-31.

Prendecki M, Dorszewska J. The role of microRNA in the pathogenesis and diagnosis of
neurodegenerative diseases. Austin Alzheimer’s and Parkinson’s Disease, 2014;1(3):1-10.

Krol J, Loedige I, Filipowicz W. The widespread regulation of microRNA biogenesis, function and
decay. Nature Reviews Genetics, 2010; 11:597-610.

Ha M, Kim VN. Regulation of microRNA biogenesis. Nature reviews Molecular cell biology, 2014;
15(8):509-524.

Tétreault N, De Guire V. miRNAs: Their discovery, biogenesis and mechanism of action. Clinical
Biochemistry, 2013; 46:842-845.

Mari-Alexandre J, Sanchez-1zquierdo D, Gilabert-Estellés J, Barcelo-Molina M, Braza-Boils A,
Sandoval J. miRNAs regulation and its role as biomarkers in endometriosis. International Journal of
Molecular Sciences, 2016; 17(1):1-16.

Griffiths-Jones S, Grocock RJ, van Dongen S, Bateman A, Enright AJ. miRBase: MicroRNA
sequences, targets and gene nomenclature. Nucleic acids research, 2006; 34(Database issue):140-144.

Kozomara A, Griffiths-Jones S. miRBase: Annotating high confidence microRNAs using deep
sequencing data. Nucleic acids research, 2014; 42(D1):68-73.

Geng S. MikroRNA ve Sinir Sistemi. Ankara: TUBA, 2011: 11-14.

miRBase, Nomenclature. Erigsim: http://www.mirbase.org/help/nomenclature.shtml. Erisim tarihi:
23.02.2016.

Ghorai A, Ghosh U. miRNA gene counts in chromosomes vary widely in a species and biogenesis of
miRNA largely depends on transcription or post-transcriptional processing of coding genes. Frontiers
in Genetics, 2014; 5(100):1-11.

Li R. Forensic Biology, 2nd. Ed., New York: CRC Press, 2015: 85.

63



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Jiu S, Zhu X, Wang J, Zhang C, Mu Q, Wang C, Fang J. Genome-wide mapping and analysis of
grapevine microRNAs and their potential target genes. Plant Genome, 2015; 8(2):1-16.

Olena AF, Patton JG. Genomic organization of microRNAs. Journal of Cellular Physiology, 2010;
222(3):540-545.

Giizelgiil F, Aksoy K. Bir gen ifade diizenleyicisi miRNA. Arsiv Kaynak Tarama Dergisi, 2015;
24(4):472-493.

Melo CA, Melo SA. Biogenesis and Physiology of MicroRNAs. In: Fabbri M. Eds. Non-coding RNAs
and Cancer, 1st Ed., New York: Springer, 2014:5-23.

O’Carroll D, Schaefer A. General principals of miRNA biogenesis and regulation in the brain.
Neuropsychopharmacology, 2013; 38(1):39-54.

Hammond SM. An overview of microRNAs. Advanced Drug Delivery Reviews. 2015; 87:3-14.

Kim VN. MicroRNA biogenesis: Coordinated cropping and dicing. Nature Reviews Molecular Cell
Biology, 2005; 6(5):376-385.

YiR, QinY, Macara IG, Cullen BR. Exportin-5 mediates the nuclear export of pre-microRNAs and
short hairpin RNAs. Genes and Development, 2003; 17(24):3011-3016.

He L, Hannon GJ, Harbor CS. MicroRNAs: Small RNAs with a big role in gene regulation. Nature
Reviews Genetics, 2004; 5(July):522-534.

Winter J, Jung S, Keller S, Gregory RI, Diederichs S. Many roads to maturity: microRNA
biogenesis pathways and their regulation. Nature Cell Biology, 2009; 11(3):228-234.

Rouzer CA. How MicroRNAs Modulate Gene Expression. Erisim:

http://www.vanderbilt.edu/vicb/DiscoveriesArchives/microRNAs gene expression.html. Erisim
tarihi: 04.03.2016.

Cheloufi S, Dos Santos CO, Chong MMW, Hannon GJ. A Dicer-independent miRNA biogenesis
pathway that requires Ago catalysis. Nature, 2010; 465(7298):584-589.

Filipowicz W, Bhattacharyya SN, Sonenberg N. Mechanisms of post-transcriptional regulation by
microRNAs: Are the answers in sight? Nature reviews Genetics, 2008; 9(2):102-114.

Hausser J, Zavolan M. ldentification and consequences of miRNA-target interactions - beyond
repression of gene expression. Nature reviews Genetics, 2014; 15(9):599-612.

Giirkok T, Boztepe G, Koyuncu M, Parmaksiz I. P Cisimcikleri ve mRNA dongiisii.
Gaziosmanpasa Bilimsel Arastirma Dergisi. 2013; 5:54-60.

64


http://www.vanderbilt.edu/vicb/DiscoveriesArchives/microRNAs_gene_expression.html

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

Tan L, Yu J, Hu N, Tan L. Non-coding RNAs in Alzheimer’s disease. Molecular Neurobiology,
2013; 47:382-393.

Delay C, Mandemakers W, Hébert SS. MicroRNAs in Alzheimer’s disease. Neurobiology of
Disease, 2012; 46(2):285-290.

Maciotta S, Meregalli M, Torrente Y. The involvement of microRNAs in neurodegenerative
diseases. Frontiers in Cellular Neuroscience, 2013; 7(265):1-17.

Goodall EF, Heath PR, Bandmann O, Kirby J, Shaw PJ. Neuronal dark matter: the emerging role
of microRNASs in neurodegeneration. Frontiers in Cellular Neuroscience, 2013; 7(178):1-16.

Satoh JI. Molecular network of microRNA targets in Alzheimer’s disease brains. Experimental
Neurology. 2012; 235(2):436-446.

Oner MG. Alzheimer hastaliginda yeni biyomarkir gelistirilmesi: Serumdan mikroRNA analizi.
Yiiksek Lisans Tezi, Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Izmir, 2012.

Femminella GD, Ferrara N, Rengo G. The emerging role of microRNAs in Alzheimer’s disease.
Frontiers in Physiology Clinical and Translational Physiology, 2015; 6(40):1-5.

Grasso M, Piscopo P, Confaloni A, Denti M. Circulating miRNAs as biomarkers for
neurodegenerative disorders. Molecules, 2014; 19(5):6891-6910.

Nagy Z, Igaz P. Introduction to microRNAs: Biogenesis, Action, Relevance of Tissue microRNASs in
Disease Pathogenesis, Diagnosis and Therapy—The Concept of Circulating microRNAs. In: Igaz P.
Eds. Circulating microRNAs in Disease Diagnostics and their Potential Biological Relevance, 1st ed.,
Switzerland: Springer Basel, 2015: 23

Schipper HM, Maes OC, Chertkow HM, Wang E. MicroRNA expression in Alzheimer blood
mononuclear cells. Gene regulation and systems biology, 2007; 1:263-274.

Leidinger P, Backes C, Deutscher S, Schmitt K. Mueller SC, Frese K, Haas J, Ruprecht K, Paul
F, Stihler C, Lang CJ, Meder B, Bartfai T, Meese E, Keller A. A blood based 12-miRNA signature
of Alzheimer disease patients. Genome Biology, 2013; 14(7):1-16.

Dong H, Li J, Li J, Huang L, Chen X, Li D, Wang T, Hu C, Xu J, Zhang C, Zen K, Xiao S, Yan
Q, Wang C, Zhang CY. Serum microRNA profiles serve as novel biomarkers for the diagnosis of
Alzheimer ’s disease. Disease Markers, 2015; 2015:1-11.

miRBase Release 21. Erisim: http://www.mirbase.org. Erisim tarihi: 25.04.2016.

miRDataBase. Erisim: http://mirdb.org/miRDB. Erigim tarihi: 09.05.2016.

65



99. TargetScan Release 7.0, Prediction of microRNA targets, Erisim: http://www.targetscan.org. Erisim
tarihi: 09.05.2016.

100.PicTar. Erisim: http://pictar.mdc-berlin.de. Erisim tarihi: 09.05.2016.

101.Ferrolab. Erisim: http://ferrolab.dmi.unict.it/miro. Erigim tarihi: 09.05.2016.

102.Kim J, Yoon H, Chung D-E, Brown JL, Belmonte KC, Kim J. miR-186 is decreased in aged brain
and suppresses BACE1 expression. Journal of Neurochemistry, 2016; 137:436-445.

103.Halima SB, Siegel G, Rajendran L. miR-186 in Alzheimer’s disease: A big hope for a small RNA?
Journal of Neurochemistry, 2016; 137:308-311.

104.Ai J, Sun LH, Che H, Zhang R, Zhang TZ, Wu WC, Su XL, Chen X, Yang G, Li K, Wang N,
Ban T, Bao YN, Guo F, Niu HF, Zhu YL, Zhu XY, Zhao SG, Yang BF. MicroRNA-195 protects
against dementia induced by chronic brain hypoperfusion via its anti-amyloidogenic effect in rats.
Journal of Neuroscience, 2013; 33(9):3989-4001.

105.Santa-Maria I, Alaniz ME, Renwick N, Cela C, Fulga TA, Vactor DV, Tuschl T, Clark LN,
Shelanski M, McCabe BD, Crary JF. Dysregulation of microRNA-219 promotes neurodegeneration
through post-transcriptional regulation of tau. Journal of Clinical Investigation, 2015; 125(2):681-686.

106.Metabion International AG, Reporter/Quencher combinations, Erigim:
http://www.metabion.com/products/zna_prices.php. Erisim tarihi: 03.05.2016.

107.Metabion International AG, ZNA®-Oligonucleotides Introduction, Erigim:
http://www.metabion.com/products/zna.php. Erisim tarihi: 03.05.2016.

108.Glen Research, Spermine Phosphoramidite: A potent modification with many applications, Erisim:
http://www.glenresearch.com/GlenReports/GR24-11.html. Erisim: 03.05.2016.

109.Schmittgen TD, Livak KJ. Analyzing real-time PCR data by the comparative Cr method. Nature
Protocols, 2008; 3(6):1101-1108.

110.SPSS Inc. SPSS for windows. Version 11.5, Chicago: SPSS Inc., 2002.

111.National Center for Biotechnology Information, hsa-miR-132, Erigim:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/406921. Erigim Tarihi: 09.05.2016.

112.Smith PY, Hernandez-Rapp J, Jolivette F, Lecours C, Bisht K, Goupil C, Dorval V, Parsi S,
Morin F, Planel E, Bennett DA, Fernandez-Gomez FJ, Sergeant N, Buee L, Tremblay ME, Calon
F, Hebert SS. miR-132/212 deficiency impairs tau metabolism and promotes pathological aggregation
in vivo. Human Molecular Genetics, 2015; 24(23):6721-6735.

66



113.Lau P, Bossers K, Janky R, Salta E, Frigerio CS, Barbash S, Rothman R, Sierksma ASR,
Thathiah A, Greenberg D, Papadopoulou AS, Achsel T, Ayoubi T, Soreq H, Verhaagen J, Swaab
DF, Aerts S, Strooper BD. Alteration of the microRNA network during the progression of
Alzheimer’s disease. EMBO Molecular Medicine, 2013; 5(10):1613-1634.

114.Wong HKA, Veremeyko T, Patel N, Lemere CA, Walsh DM, Esau C, Vanderburg C, Krichevsky
AM. De-repression of FOXO3a death axis by microRNA-132 and -212 causes neuronal apoptosis in
Alzheimer’s disease. Human Molecular Genetics, 2013; 22(15):3077-3092.

115.National Center for Biotechnology Information, hsa-miR-186, Erigim:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=hsa-mir-186. Erigim Tarihi: 09.05.2016.

116.Goo JS, Kim YB, Shim SB, Jee SW, Lee SH, Kim JE, Hwang IS, Lee YJ, Kwak MH, Lim CJ,
Hong JT, Hwang DY. Nicastrin overexpression in transgenic mice induces aberrant behavior and APP
processing. Molecular Neurobiology, 2013; 48:232-243.

117.Delay C, Dorval V, Fok A, Grenier-Boley B, Lambert JC, Hsiung GY, Hébert SS. MicroRNAs
targeting Nicastrin regulate AP production and are affected by target site polymorphisms. Frontiers in
Molecular Neuroscience, 2014; 7(67):1-7.

118.National Center for Biotechnology Information, hsa-miR-195, Erigim:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=hsa-mir-195. Erisim Tarihi: 09.05.2016.

119.Zhu HC, Wang LM, Wang M, Song B, Tan S, Teng JF, Duan DX. MicroRNA-195 downregulates
Alzheimer’s disease amyloid-beta production by targeting BACEL. Brain Research Bulletin, 2012;
88(6):596-601.

120.Sun LH, Ban T, Liu CD, Chen QX, Wang X, Yan ML, Hu XL, Su XL, Bao YN, Sun LL, Zhao
LJ, Pei SC, Jiang XM, Zong DK, Ai J. Activation of Cdk5/p25 and tau phosphorylation following
chronic brain hypoperfusion in rats involves microRNA-195 down-regulation. Journal of
Neurochemistry. 2015; 134(6):1139-1151.

121.National Center for Biotechnology Information, hsa-miR-219a-5p, Erigim:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/?term=hsa-miR-219a-5p. Erisim Tarihi: 09.05.2016.

122.Lukiw WJ. Micro-RNA speciation in fetal, adult and Alzheimer’s disease hippocampus. NeuroReport,
2007; 18(3):297-300.

123.Denk J, Boelmans K, Siegismund C, Lassner D, Arlt S, Jahn H. MicroRNA profiling of CSF
reveals potential biomarkers to detect Alzheimer’s disease. PL0S One, 2015; 10(5):1-18.

124.National Center for Biotechnology Information, hsa-miR-3163, Erigim:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=hsa-miR-3163. Erigim Tarihi: 09.05.2016.

125.Thakurta IG, Andersen OM. Associations of SorLA/SORL1 with Alzheimer’s disease. Receptors &
Clinical Investigation, 2015; 2:1-15.

67



126.Rogaeva E, Meng Y, Lee JH, Gu Y, Kawarai T, Zou F, Katayama T, Baldwin CT, Cheng R,
Hasegawa H, Chen F, Shibata N, Lunetta KL, Pardossi-Piquard R, Bohm C, Wakutani Y,
Cupples LA, Cuenco KT, Green RC, Pinessi L, Rainero I, Sorbi S, Bruni A, Duara R, Friedland
RP, Inzelberg R, Hampe W, Bujo H, Song YQ, Andersen OM, Willnow TE, Graff-Radford N,
Petersen RC, Dickson D, Der SD, Eraser PE, Schmitt-Ulms G, Younkin S, Mayeux R, Farrer L,
George-Hyslop PS. The neuronal sortilin-related receptor SORL1 is genetically associated with
Alzheimer’s Disease. Nature Genetics, 2007; 39(2):168-177.

127.Yin RH, Yu JT, Tan L. The role of SORL1 in Alzheimer’s disease. Molecular Neurobiology, 2014;
51:909-918.

128.Fjorback AW, Seaman M, Gustafsen C, Mehmedbasic A, Gokool S, Wu C, Militz D, Schmidt V,
Madsen P, Nyengaard JR, Willnow TE, Christensen EI, Mobley WB, Nykjaer A, Andersen OM.
Retromer binds the FANSHY sorting motif in SorLA to regulate amyloid precursor protein sorting and
processing. The Journal of Neuroscience, 2012; 32(4):1467-1480.

129.Capsoni S, Carlo AS, Vignone D, Amato G, Criscuolo C, Willnow TE, Cattaneo A. SorLA
deficiency dissects amyloid pathology from tau and cholinergic neurodegeneration in a mouse model
of Alzheimer’s disease. Journal of Alzheimer’s Disease, 2013; 33(2):357-371.

130.Fjorback AW, Andersen OM. SorLA is a molecular link for retromer-dependent sorting of the
Amyloid precursor protein. Communicative & Integrative Biology, 2012; 5(6):616-619.

131.National Center for Biotechnology Information, hsa-miR-3613-3p, Erigim:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=hsa-miR-3613. Erisim Tarihi: 09.05.2016.

132.Lugli G, Cohen AM, Bennett DA, Shah RC, Fields J, Hernandez AG, Smalheiser NR. Plasma
exosomal miRNAs in persons with and without Alzheimer disease: Altered expression and prospects
for biomarkers. Plos One, 2015; 1-18.

133.Hernandez-Rapp J, Smith PY, Filali M, Goupil C, Planel E, Magill ST, Goodman RH, Hébert
SS. Memory formation and retention are affected in adult miR-132/212 knockout mice. Behavioural
Brain Research, 2015; 287:15-26.

134.Rosa E, Fahnestock M. CREB expression mediates amyloid p-induced basal BDNF downregulation.
Neurobiology of Aging, 2015; 36(8):2406-2413.

135.Chen Y, Huang X, Zhang Y, Rockenstein E, Bu G, Golde TE, Masliah E, Xu H. Alzheimer’s -
Secretase (BACEL) regulates the cAMP/PKA/CREB pathway independently of B-Amyloid. The
Journal of Neuroscience, 2012; 32(33):11390-11395.

68



8. 0ZGECMIS

03.08.1989 tarihinde Ankara-Cankaya’da dogdu. 2011 yilinda Gazi Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden mezun oldu. 2011 yilinda Gazi Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti Biyoloji Anabilim Dali1 (Molekiiler Biyoloji ve Genetik)’nda yiiksek
lisans egitimine basladi ve 2016 yilinda mezun oldu. 2013 yilinda Gazi Universitesi
Formasyon egitimini tamamlad1. Gazi Universitesi egitimlerini Tiirk Egitim Vakfi (TEV)
Basar1 Bursu’yla tamamladi. Lisans egitiminde TEV’den burslu yabanci dil egitimi ve
onur 0grenci odiiliini, yiiksek lisans egitiminde yiiksek onur 6grenci 6diiliinii aldi. 2016
yilinda Anadolu Universitesi Iktisat Fakiiltesi Uluslararasi Iliskiler Bliimii’nden mezun
oldu. 2013 yilinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD’ye OYP
aragtirma gorevlisi olarak goreve basladi. 2013 yilinda Mersin Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji AD’de yiiksek lisans egitimine baslad1 ve halen devam
etmektedir.

69



