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OZET

Alzheimer Hastalarinda Bazi mikroRNA’larin ifadeleri ve Olusum Yolaginda Rol
Oynayan Genlerin Polimorfizmlerinin Arastirilmasi

Alzheimer hastahigr cevresel ve genetik faktorlerin birlikte rol aldig1 karmasik
kalitsal bir néropsikiyatrik hastahktir. Protein kodlamayan transkriptlerden
islenerek olusturulan ve kiicilk RNA molekiilleri ailesinde yer alan miRNA'lar,
noropsikiyatrik hastaliklarda gen ekspresyonunun diizenlenmesinden sorumlu
tutulan faktorlerden biri olarak kabul edilir. Bu tezde, miRNA olusum yolaginda
yer alan genlere ait polimorfizmlerin ve Alzheimer hastaliginin genetik temelinden
sorumlu APP, BACE1, PSEN1 ve PSEN2 genlerini hedef alan miRNA’larn
ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin, hastahik riski ile iliskisi arastirildi.
Cahsmaya Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali’'nda DSM-1V-
TR tam olciitlerine gore Alzheimer tamis1 konmus 172 hasta ile kendisinde ve
ailesinde Alzheimer ya da herhangi bir psikiyatrik hastalik tanis1 konmams, 109
yash ve saghkl birey dahil edildi. Hasta ve kontrol grubuna ait kan 6rneklerinden
RNA ve DNA izolasyonu yapilarak her bireyin; hsa-miR-9-5p, hsa-miR-29a-3p,
hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-125a-3p, hsa-miR-125b-
5p genlerine ait ekspresyonlar;; RNASEN, DGCR8, XPO5, RAN, DICER],
GEMINS, GEMIN4, TARBP2, AGO1 ve AGO2 genlerine ait sirasiyla rs10719,
rs1640299, rs11077, rs14035, rs3742330 ve rs13078, rs197388, rs910924, rs784567,
rs595961, rs4961280 polimorfizmlerinin molekiiler analizi Real-Time PCR
yontemi ile gerceklestirildi. Ekspresyon ve genotiplendirme sonucu elde edilen
veriler, SPSS (v.11.5) paket programu ile istatistiksel olarak degerlendirildi. hsa-
miR-29a-3p, hsa-miR-125a-3p ve hsa-miR-125b-5p ekspresyon diizeyleri ile hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda anlamh bir farkhihk olmadig: saptandi (p>0,05). hsa-
miR-9-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p ve hsa-miR-107 genlerine ait
ekspresyon diizeyleri ile Alzheimer hastaligi olma riski arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir iliski bulundu (p<0,05). rs10719, rs1640299, rs11077, rs14035, 3742330
ve rs13078, rs197388, rs910924, rs595961, rs4961280 polimorfizmlerinin genotip ve
allel dagilimlar: ile Alzheimer hastaligi olma riski arasinda anlamh bir iliski
bulunamadi (p>0,05). TARBP2 geni rs784567 polimorfizmi icin genotip dagilim ve
Alzheimer hastaligli olma riski arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iliski
bulundu (p<0,05). Bu c¢alisma, Alzheimer hastalifinin genetik temelinde etkili
genleri hedef alan miRNA genlerinin ekspresyon diizeyindeki degisimlerinin ve
miRNA olusum yolaginda gorevli olan genlerin polimorfizmlerinin Alzheimer
hastaligi ile olan olasi iliskisini degerlendiren ilk hasta-kontrol calismasidir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, miRNA, SNP, Ekspresyon.
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ABSTRACT

Expressions of some miRNAs in Alzheimer Patients and Investigation of
Polymorphisms in genes involved in the miRNA formation pathway

Alzheimer disease, on which the environmental and genetic factors play a role in
together, is a complex and inherited neuropsychiatric disorder. miRNA, a member
of small RNA molecules family and derived from non-protein-coding transcripts, is
one of the factors responsible for regulation of gene expression to neuropsychiatric
disorders. In that thesis, the relationship of polymorphisms in the miRNA
biogenesis pathway genes and the changes in the levels of expression of miRNAs
targeting APP, BACEL, PSEN1, and PSEN2 genes responsible for the genetic basis
of Alzheimer's disease with the risk of the disease are investigated. The study
group consisted of 172 patients with probable Alzheimer disease diagnosed
according to DSM-IV-TR criteria in Neurology Department at Medical Faculty of
Mersin University and 109 elderly healthy control subjects. Molecular analyses of
expressions that belong to hsa-miR-9-5p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-106a-5p, hsa-
miR-106b-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-125a-3p, hsa-miR-125b-5p genes, and rs10719,
rs1640299, rs11077, rs14035, rs3742330 and rs13078, rs910924, rs784567,
rs595961, rs4961280, rs197388 polymorphisms that respectively belong to
RNASEN, DGCR8, XPO5, RAN, DICER1, GEMIN3, GEMIN4, TARBP2, AGO1 and
AGO2 genes are performed for each subject using the method of Real-Time PCR,
whereafter both RNA and DNA are isolated from blood samples of the patients
and control subjects. The data obtained as a result of the expression and
genotyping statistically evaluated by using the SPSS (version 11.5) statistics
software package. Expression levels of hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-125a-3p and hsa-
miR-125b-5p were not significantly different between patient and control groups
(p>0.05). A statistically significant relationship between the expression levels of
hsa-miR-9-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p and hsa-miR-107 genes and the
risk of Alzheimer's disease was found (p<0,05). No significant relationship in
genotype and allele distributions of rs10719, rs1640299, rs11077, rs14035, 3742330
and rs13078, rs910924, rs595961, rs4961280 polymorphisms was found with the
risk of Alzheimer's disease (p>0,05). A statistically significant relationship between
genotype distribution of rs784567 polymorphism in TARBP2 gene and the risk of
Alzheimer’s disease was found (p<0,05). This study, that is the first patient-control
study to evaluate the possible association of Alzheimer's disease with the changes
in the level of expression of MIRNA genes targeting effective genes on the genetic
basis of Alzheimer's disease and polymorphisms in the genes responsible for the
formation of mMiRNA pathway. This thesis will be a guiding for research to be done
to reveal the role of miRNA in Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer's Disease, miRNA, SNP, Expression.
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1. GIRIS

Bunama ya da demans olarak bilinen Alzheimer hastaligi (OMIM #104300)
(AH), giinliik yasamin her zamanki gibi siirdiiriilmesini engelleyen ilerleyici kronik bir
beyin hastaligidir ve hastalikla ilgili en onemli risk faktorii yastir. Merkezi sinir
sistemini etkileyen bir hastalik olmakla birlikte konusma dilinde bozulma (aphasia),
insanlar1 veya nesneleri tanimada hatalar (agnosia), motor hareketlerde yetersizlik
(apraxia) gibi biligsel fonksiyonlarda hasar sonucu olusan, noropsikiyatrik belirtilerin
eslik ettigi norodejeneratif bir diizensizliktir (1). Noropatolojik olarak beynin en ¢ok
etkilenen alanlarmma korteks ve subkortikal yapilardan sonra hipokampus eslik eder.
Norodejenerasyon, sinaps ve hiicresel kayiplar, amiloid B (AB) plaklar ve norofibriller
lezyonlar ile meydana gelir. Plaklarin temel elemani, Amiloid Onciil Proteininin (APP)
proteolitik olarak islemlenmesi ile olusan Amiloid Beta (AB) peptiddir. Norotoksik bir
peptiddir ve pargalanmasi bir endopeptidaz olan BACEI (beta-site amyloid precursor
protein-cleaving enzyme 1) tarafindan gergeklestirilir (1, 2). AH nin sebepleri ile ilgili
hipotezler arasinda gen mutasyonlari onemli yer tutar. Hastaligin belirtilerinin erken
yaslarda goriildiigii (< 60-65 yas) erken baslangighh formunda; Amiloid Onciil
(Precursor) Protein (APP), Presenilin 1 (PSEN1), Presenilin 2 (PSEN2) genlerindeki
mutasyonlarin AP’nin asir1 tiretimine yol agarak kismen sorumlu olduklari bulunmustur.
Bu genlere yonelik belirleyici ve tan1 koyucu testler yapmak miimkiindiir. Belirtilerin
gec yaglarda goriildiigii ge¢ baslangichi formunda ise riski ApoE (Apolipoprotein E)
geni olusturur. Fakat bu genlerdeki degisimleri tespit etmek ya da etmemek hastaligin
kesin tanisina yardimci olmamaktadir (1, 3). AH tedavisine yonelik ¢aligmalarin yoni
diizensizlik olustuktan sonra yapilan ila¢ ve diyet merkezli tedavilerden, genetik
mekanizmalarin tespit edilmesi ve bu mekanizmalara miidahele edilerek hastalik
olusumunun engellenmesi seklinde degismistir. Bu konuda son zamanlarda oldukca
dikkat ¢eken molekiiller, gen ifadesinin (ekspresyon) diizenlenmesinde rol oynayan

miRNA (micro ribonucleic acid) gen aileleridir.

miRNA’lar, mRNA’larin translasyonunun diizenlenmesinden sorumlu ve ¢ogu
kodlamayan RNA molekiilleridir (4, 5). Bugiine kadar kesfedilen miRNA sayis1 tim
tirler igin 21,264 ’diir (6) ve her gegen giin yenileri eklenmektedir. Hedef aldiklari
genin 3'-UTR (3'-Untranslated Region-UTR) veya 5-UTR bolgesine baglanarak

1



posttranskripsiyonel olarak gen ekspresyonunu baskilarlar. 19-23  niikleotid
uzunlugundaki olgun miRNA’lar uzun o6nciil (prekiirsér) RNA’larin ¢esitli enzimlerle

islemlenmesiyle olusurlar (7).

Bilinen tiim miRNA’larin bir kism1 dokuya 6zel olmalarinin yaninda bir kismi
da tim hiicresel bolimlerde eksprese edilebilir. Bir miRNA birden fazla dokuda
eksprese edilirken ekspresyon diizeyleri bulunduklari doku tipine baglidir. Ornegin;
miR-122 karacigerde (8), miR-1 ve miR-133 kas dokusunda eksprese edilirken let-7
oldukca fazla dokuda eksprese edilir (9). Bugiine kadar kesfedilen miRNA’larin
yarisindan fazlasi beyin dokusunda sentezlenir. miR-9 (10), miR-128 gibi belirli
miRNA’lar ise beyine 6zgidiir (11). Bu miRNA’larin yapisinda ve hedefledikleri
mRNA’da meydana gelebilecek tekli niikleotid degisimlerinin (SNP-Single Nucleotid
Polymorphism) miRNA’larda veya hedefindeki mRNA’larda bulunmasi 6zgiin miRNA-
mRNA eslesmesini engeller. Bunun yaninda dokuya 6zgli miRNA’larin olgunlagsma
evreleri sirasinda prekiirsorlerindeki veya olgun formlarindaki degisimler de

hedefledikleri genlerin diizenlenmesini etkileyecektir (11-14).

Alzheimer hastaligi, hafiza kayb1 ve davranigsal degisimlerle baslayan yasa bagli
bir bunama hastaligidir. Hastaligi erken dénemde tanimlamak olduk¢a zordur. Bu
nedenle dogal biyolojik tanimlayicilarin gelistirilmesine ve tedavi edici dogal ajanlarin
test edilmesine ihtiya¢ vardir. miRNA’lar ¢ogunlukla hedef genlerin 3'-UTR bdlgesini
hedef alir. Her bir genin ifadesi 3’-UTR bolgesine pek ¢ok miRNA’nin baglanmasi ile
diizenlenebilecegi gibi bir miRNA birden fazla genin 3’-UTR bélgesine de baglanabilir.
Bu nedenle miRNA-mRNA eslesmesinde hedef olduk¢a Onem tasimaktadir.
miRNA’larin kesfi ile Alzheimer hastaligindaki genetik analizler, bu diizensizlige sebep
olan genlerin genellikle 3'-UTR’lerini hedef alan bazi miRNA’larin tek niikleotid
polimorfizmlerinin arastirilmasinin yaninda, bu mekanizmada yer alan genlerin ve
miRNA genlerinin ekspresyonlarindaki farkliliklarin ve hedefledikleri genlerdeki

polimorfizmlerin arastirilmasi yoniinde ilerlemektedir (15).

Biiyiik kismi beyin dokusunda ifade edilen miRNA’larin hipokampustaki
ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler, miRNA SNP’leri ve hedef

mRNA’daki SNP’ler baz1 proteinlerin anormal derecede artmasina veya azalmasina



neden olmaktadir. Tiim bu hatalar amiloid sentezi, ndrogenezis, insiilin direnci ve

edinsel bagisiklik gibi molekiiler yolaklarin diizensizliklerine neden olur.

Bu ¢alismada miRNA olgunlasma yolaginda gorevli bazi1 genlerden DROSHA
(RNASEN), DGCR8, XPO5, DICER1, RAN, TARBP2, GEMIN3(DDX20), GEMIN4,
AGOL1 ve AGO2 genlerinin; 3’-UTR, 5’-UTR, intron ve promotor bolgelerinde yerlesik
SNP’ler incelenmistir. Ayn1 zamanda, AH’inda etkili APP, BACE1, PSEN-1 ve PSEN-2
gen bolgelerini hedef alan miRNA’lardan; hsa-miR-9-5p (16), hsa-miR-29a-3p (17),
hsa-miR-107 (17, 18), hsa-miR-125a-3p, miR-125b-5p (19), hsa-miR-106a-5p, miR-
106b-5p’nin (20) ekspresyon diizeyleri de Olgiilerek hastaligin olusumuna katkilart
incelenmistir. miRNA’lardaki dizi ve ekspresyon degisimleri MRNA regiilasyonunun
bozulmasi ile iliskilidir. Bu tiir bir iliskinin tespit edilmesi diizensizligin gen
susturulmasi gibi gen tedavisi yaklagimlarina 1s1k tutmasimi saglayacaktir. Literatiirde,
mMIRNA olusum yolaginda gorevli genlerden DROSHA (RNASEN), DGCR8, XPO5,
DICER1, RAN, TARBP2, GEMIN3, GEMIN4, AGO1 ve AGO2 polimorfizmlerinin ve
AH’dan  olusumundan sorumlu oldugu bilinen genlerin ekspresyonlarinin
diizenlenmesinde gorev alan miRNA’lardan hsa-miR-9-5p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-
106a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-125a-3p ve hsa-miR-125b-5p’nin
hsa-miR-26b-5p endojen kontrolii esliginde ekspresyonlarinin AH ile iliskisini ortaya
koyan bir aragtirma bulunmamaktadir. Calismamiz bu alanda yapilan ilk hasta kontrol

calismasi olma 6zelligini tagimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg (AH)

Demans (de mentes) zihinsel becerilerde giderek artan bozulmaya bagli olarak,
kisinin giinliik yasamin1 bagimsiz olarak yiiriitmede giicliikler yasamasi halidir. En sik
goriilen belirtiler bellek kaybi, 6grenme giicliigii, dile iliskin sorunlar, akil yiiriitme ve
yargilamada problemlerdir. Halk arasinda kullanilan “bunama” sozcigli tasidigi

olumsuz tiniya ragmen demans sozciigiiniin karsiligi kabul edilebilir (21).

Bunama (demans), yasliligin bir sonucu degildir. Bunama her zaman patolojik
bir durumdur ve mutlaka altinda yatan bir neden vardir. AH tiim demans vakalarinin
yarisindan fazlasini olusturmaktadir (22). Demansin diger bir tiirli olan vaskiiler
(damarsal) demans ise beyni besleyen kan miktarinin azalmasina neden olan, biiyiik
veya cok sayida kiiciik inmeler sonucunda gelisen bir hastaliktir. Bu inmeler kisinin
diistinme, sagduyu, hatirlama ve iletisim kurma gibi 6zelliklerinde sorunlar ortaya
cikarir (23). Demansin diger nedenleri arasinda; AIDS, metabolik hastaliklar,
Creutzfeldt-Jacob hastaligi, Lewy cisimcikli demans, Down sendromu, Huntington
hastaligi, Parkinson hastaligi, frontotemporal demans gibi norodejeneratif hastaliklar,
travma ve normal basingli hidrosefali gibi yapisal nedenler sayilabilir. Depresyon da

bazen demans: taklit edebilir (23).

Demansa yol agabilecek ¢ok sayida degisik hastaliklar ve patolojik siirecler
vardir. Alzheimer hastaligi demans sebeplerinden sadece birisidir. Ama ileri yas
grubunda goriilen demans sendromlarinin en sik goriilen bigimi oldugu i¢in bir¢oklari
tarafindan yanlis da olsa demans = Alzheimer hastalig1 gibi algilanmaktadir. AH
insan beynini etkileyen, ilerleyici ve maalesef tedavisi olmayan bir hastaliktir. Temel
olarak bir bellek bozuklugu ile baslar ve ilerledigi zaman tiim zihinsel islevleri ve

bagimsiz yasamu etkiler (23).

Alzheimer hastaliginin olusum sekline gore 2 farkli formu bulunmaktadir:
Bunlardan birincisi; olgularin biiyiik bir kismmi olusturan sporadik form, ikincisi ise;

olgularin daha az kismin1 olusturan ailesel formdur. Hastaligin baslangi¢ yasina gore ise



erken baslangichh ve ge¢ baslangich olarak smiflandirilabilir. Geg¢ baslangigli AH
ozellikle ailesel olgularda ve 60 yasindan sonra gozlenirken, erken baslangigli formu 60
yasindan dnce gozlenir ve nadir goriiliir. AH nin erken baslangicli formu spesifik gen
mutasyonlart (APP geni gibi) sonucunda olusurken ge¢ baslangich sporadik AH’da
cesitli cevresel etkenler (bas travmasi gibi) ve genetik faktorlerin (ApoE &4 alleli gibi)

etkisi s6z konusudur (23).

2.1.1. Alzheimer Hastaligimin Evrelendirilmesi

Alzheimer hastaliginin klinik siddetini degerlendirmek i¢in yaygin olarak iki
dleek kullanilmaktadir: Global Bozulma Olgegi (Global Deterioration Scale-GDS) ve
Klinik Demans Derecelendirme (Clinical-Dementia Rating-CDR) o6l¢egidir. GDS,
icerigi nedeniyle diger demanslardan ziyade AH i¢in kullanighdir. Normal yaslilik ve
preklinik demans donemini de icermek kaydiyla tiim siireci 1 ile 7 puan arasinda
derecelendirir. Bu siniflandirmaya gére AH Erken, Orta ve Ge¢ olmak {izere 3 genel

evreye ayrilabilir (23).

Erken evrede, hasta yakin ge¢mise ait olaylar1 animsayamaz ve yeni bir bilgi
O0grenme kapasitesi carpict sekilde azalir. Giinliik yasam aktivitelerinde, kisisel
bagimsizlik halen korunuyor olsa bile, belirgin performans kaybi dikkat c¢ekicidir.
Konusulanlarin tekrar konusulmasi, kisisel esyalarin yerlerinin karistirilmasi ya da
kaybi, alig-veris listesinin unutulmasi, isim unutkanliklar1 ya da isimlerin karistirilmasi,
kelime bulma giigliigiinden dogan konusma kusuru, yemek yaparken tencerenin ocakta
unutulmasi, yemek tadinin degismesi, gazete kitap okunurken sik sik basa doniilerek
yeniden okuma bu doneme 6zgii belirtilerdir. Bu evrede ciddi bir psikiyatrik belirti
yoktur ancak bazi hastalarda, hastalik oncesi islevselligi ve egitim diizeyi ile de ilgili
olarak kapasite kaybmin farkinda olunmasi depresyona yol agabilir. AH’nin %20

oraninda depresyon belirtileri ile basladigi da unutulmamalidir (23).

Orta evrede, erken evre belirtilerinin derinlesmesi ve hastanin giinlik yasam
aktivitelerini ylirlitiitken bagkasinin yardimima iyiden iyiye gereksinim duymasi bu
evrenin en belirgin 6zelligidir. Yeni bir bilgi 6grenimi tamamen durmustur. Hobiler, 6z

bakim yitirilmistir. Tek baslarma disar1 c¢iktiklarinda kaybolma olasiligi yiiksektir.



Gece-giindiiz ritmi tersine donebilir. Bu evrenin en Onemli 6zelligi davranigsal ve

psikiyatrik belirtilerin ortaya ¢ikmaya baslamasidir (23).

Geg evrede, tiim zihinsel islevler ileri derecede bozulur ve hasta giinliikk yasam
aktivitelerini siirdiirebilmek i¢in bir baskasinin yardimina mutlak ihtiya¢ duyar. Bellek
ile ilgili sadece parcaciklar kalmistir. Bazi hastalar eslerini, ¢ocuklarini, hatta aynada

kendilerini dahi taniyamayabilir (23).

Alzheimer hastaliginin seyrini etkileyen pekgok faktor bulunur. Hastaligin
baslangi¢ yasi, hastanin egitim diizeyi, cinsiyeti, genetik 6zellikler, tan1 konuldugunda
beyin goriintiilemesinde saptanan bulgular, baslangi¢ belirtilerinin 6zellikleri baglica
parametrelerdir. Erken baslangicli (60 yas oncesi) AH ile ge¢ baslangighh (60 yas
sonras1) AH’nin klinik gidisi arasinda fark tespit edilmemistir. Ayrica klinik seyir
tizerinde cinsiyet farkliliginin etkisi yoktur. Hastaligin ortaya c¢ikis riskini azaltan
yiiksek egitim diizeyinin hastalik seyri ile iliskiSi oldugunu ileri siiren ¢aligmalar da

vardir (24).

Ayni sekilde hastaligin erken ya da ge¢ baslamasinda etkili oldugu saptanan
mutasyonlarin hastaligin seyrini de etkiledigi bilinmektedir. Tim arastirmalar birbirini
desteklemese de tan1 konuldugunda agir beyin atrofisi, frontal hipometabolizma, erken
donemde sanrilar (haliisinasyon), yanilgilar (deliizyon) gibi psikiyatrik belirtileri olan
hastalarda hastaligin hizli ve kotii seyredecegini ileri siiren arastirmalar bulunmaktadir

(24).

2.1.2.Alzheimer Hastahginin Klinik ve Genetik Tanisi

Alzheimer hastaliginin tanisinda en 6nemli basamak klinik degerlendirmedir.
Kesin Alzheimer teshisi ancak beyinden alinan bir par¢anin mikroskop altinda
incelenmesi ile miimkiindiir. Bu da hastalar hayatta iken ¢ok nadir bagvurulabilecek bir
yoldur. Biyopsi ya da otopsi dncesinde kesin tan1 koymak miimkiin degildir. Hastalarda,
kan tahlilleri ve beyin filmleri ya baska demans nedenlerini dislamak ya tamamlayici
olarak ya da arastirma amaciyla kullanilmaktadir (24). Demans tanisinda sadece

muayene ile %95'lere varan oranda dogru teshis konulabilmektedir. Ayrintili bir dykii



demansiyel siirecin baslangict ve gelisimi konusunda bilgi saglayacaktir. Detayli bir
mental muayene/néropsikolojik degerlendirme ile belirlenecek profil hem hastanin o
giinkii durumunun belirlenmesini hem de izlenmesini saglayacaktir. Norolojik muayene
diger olas1 demans nedenlerinin belirlenmesinin yaninda Alzheimer hastaligina eslik
edebilecek bulgularin kaydedilmesi ve takibi agisindan da Onemlidir. Alzheimer
hastaligina siklikla eslik eden duygu-durum ve davranis degisikliklerinin saptanmasi ve

takibi i¢in psikiyatrik bir degerlendirme de gereklidir (25).

Alzheimer hastaliginda tan1 koydurucu bir laboratuvar testi olmamakla birlikte
demansiyel sendromlara yol agabilecek metabolik ve yapisal nedenlerin diglanmasi igin
bazi testlerin yapilmasi gereklidir. Bu testlerden rutin olarak yapilanlar tam kan sayimi
ve biyokimyasal testler, vitamin B12 diizeyi, tiroid fonksiyon testleri, sifiliz serolojisi,

beyin tomografisi veya kraniyal MRI (Magnetic Resonance Imaging)'dir (26).

Alzheimer hastaligt konusunda arastirma yapan merkezlerin G&nemli
sorunlarindan birisi AH i¢in tek bir inceleme veya tahlil ile kesin teshis konulmasi
yonteminin bulunup bulunmayacagidir. Etkili bir yontem bulundugu takdirde erken
teshis ile onleyici ve koruyucu bir tedavi yontemi gelistirilerek, hastaligin gelismesi

Onlenebilecek ya da tedavi edilebilecektir.

Demansiyel hastaliklarin tanist igin gelistirilmis tarama testleri, evrelendirme
Olcekleri, giinlilk yasam aktivitesi degerlendirme gerecleri ve davranigsal oOlgekler
vardir. En sik kullanilan tarama testi, Mini Mental Durum Degerlendirme (Mini Mental
Status Examination) testidir. Egitim diizeyine ve dile dayali bir test olmasi nedeniyle
cok elestirilse de en yaygin kullanilan tarama testi olmaya devam etmektedir. Ancak, bu
testin tek basina kullanildiginda tan1 koymada hicbir degeri bulunmamakla birlikte asil
yararmin tarama ve izleme doneminde goriilebileceginin akilda tutulmasi gerekmektedir

(27).

Demans tanisinda yararli olacak bir mental muayene testinin mutlaka bellek,
dikkat, dil, gorsel ve yiirltiicii islevler, mekansal beceriler ya da frontal islevler
diyebilecegimiz gorevlerin yerine getirilip getirilmedigini degerlendirmesi gerekir.
Dikkatin degerlendirilmesi 6zellikle 6nem tasir. Bunun bir nedeni dikkat bozuklugunun

tek basina tiim biligsel islevlere iliskin testleri bozabilecek olmasi, bir diger nedeni de



Alzheimer hastaliginda da erken donemde belli oranda bir dikkat bozuklugu
goriilmesidir. Alzheimer hastaliginin en erken ve en belirgin bulgusu bellek bozuklugu
oldugu i¢in bellek testi icermeyen bir test ile degerlendirilmesi diisiiniilemez. Dil, gorsel
ve mekansal islevlerdeki bozukluk degisken olabilir. Bu degisim giinliik yasam
aktivitelerini belirgin bir bigimde etkiler. Yasa bagli olarak gelistirilmis noropsikolojik
testler; bilisteki ¢okiisiin anlamliligini, biligsel islev bozuklugunun profilini, bozulma
hizin1 ve ilag tedavi girisimlerinin etkisini belirlemede yararli olacaktir. Bu testlerin bir
kismi dilimize gevrilmis olup standardizasyon ve gegerlilik ¢alismalar1 yapilmistir (28).
Gilnliik yasam aktivitelerinde bozulma demans tanisi ig¢in vazgecilmezdir. Bu
bozuklugun derecesinin ve hangi aktivitelerde oldugunun belirlenmesi hem hastanin
takibi hem de bakiminin yonlendirilmesi agisindan Onemlidir (29). AH yash
populasyonda demansin en sik nedenidir. Hastaligin kesin tanisini koymak patolojik
incelemeyi gerektirir. Otopsi ve Kklinik verilerin karsilagtirilmasiyla dogru taniya
ulagilabilir. Hasta yasarken dogru tanmi i¢in muhtemel sikintilart géze alip biyopsi
uygulamasima gidilmesi Onerilmemektedir. Bu nedenle klinik belirtilerin ve seyir

ozelliklerinin 1yi bilinmesi AH tanis1 ve izlemi i¢in vazgecilmezdir (30).

1907°de senil plaklar ve norofibriler yumaklarin Alois Alzheimer tarafindan
AH’nin temel patolojik elemanlar1 olarak tanimlanmasindan sonra bu hastaligin
patogenezine dair ¢ok az katki saglandi. Senil plaklarin ana bileseni [ amiloid,
norofibriler yumaklarinki ise tau proteinidir. AH’na yol agan proteinler ile bunlarla
iligkili diger proteinlerin saptanmast ve temel patolojinin ortaya konmasi igin, 3
amiloidin ve tau proteinlerinin Kklinik gizelgenin ortaya ¢ikmasinda nasil bir katkilarinin

oldugu arastirilmaya bagslandi (29).

Alzheimer hastaligin1 diger demanslardan ayrilan en Onemli 6zelligi sinsi
baslamas1 ve yavas seyretmesidir. Ornegin; vaskiiler demansin baslamas: ile ilgili
yakinlart az ¢ok net bir tarih verebilmelerine karsin bu AH i¢in s6z konusu degildir.
AH’nin kendine 6zgli baslangic ve seyir tarzi zihinsel bozukluklarin hastalarin aktif
yasamdan uzaklastiklar1 doneme rastlamasindan dolay1 uzun siire hissedilir olmamasi ve
yaslilikta unutkanligin normal olarak algilanmasi gibi tutumlarla birlesince tanida

gecikmelere bile yol agabilmektedir (30).



Alzheimer hastasinin beyin dokusundaki en Onemli histopatolojik isaretler,
noritik plaklar ve norofibriler ipliklerdir. Noritik plaklar; hiicre disinda beta amiloid
(AB) birikimi ile olusurken noérofibriller iplikler; tau proteinlerinin hiperfosforile ve
hiperglikolize olmasi sonucu anormal filamentlerin hiicreler arasinda birikimi ile

meydana gelir ve noronlarda yikim gergeklesir (31).

Bugiin i¢in kabul gérmiis ve birinci histopatolojik isaret olan AP, “beta amiloid
teorisi”’nin anahtar proteinidir. AR, APP’nin proteolitik olarak kesilmesi sonucu olusan
membran gegisli bir proteindir. APP’nin kesilmesinde gorevli 2 enzim vardir; birincisi
B-sekretaz (BACEL, p-site cleaving enzyme), ikincisi y-sekretazdir. y-sekretazin
katalitik alt iiniteleri ise Presenilin 1 (PSEN1) ve Presenilin 2 (PSEN2) proteinleridir
(22, 32). AH’da ikinci 6nemli histopatolojik isaret norofibriler ipliklerin olugmasidir.

Bu ipliklerin birikimi sonucu aksonal tasima inhibe edilir (33).

Alzheimer hastaligi tanmisi belirli bir preklinik dénemin ardindan biligsel
bozuklugun hastanin giinliilk yasam aktivitelerini olumsuz etkiledigi asamada konulur.
Taninin konulmasindan 6liime kadar gegen siire istisnalar olsa da 15-20 yil siirebilir

(33).

2.1.3. Alzheimer Hastalhiginda Etkili Genetik Mekanizmalar

Alzheimer hastaliginin olusumunda, genetik mekanizmalarin rolii oldugu ve
ilerleyen yasla birlikte hastaligin kliniginin degistigi bilinmektedir. AH’nin yasa bagli
olarak gelisen erken ve ge¢ olmak lizere 2 temel evresi vardir. Erken baslangich AH
ortalama olarak 30-60 yaslar1 arasinda meydana gelir. Tiim Alzheimer olgulari arasinda
yaklasik %5’den daha az goriiliir ve genellikle aileseldir. Ailesel formundan kromozom
4, 14 ve 21 fizerindeki farkli tek gen mutasyonlarindan herhangi birisinin varlig
sorumludur. Bu mutasyonlarin her biri anormal protein olusumu ile sonuglanir. 21
numarali kromozom iizerindeki mutasyonlar anormal amiloid prekiirsor protein (APP)
olusumuna, kromozom 14 iizerindeki mutasyonlar anormal presenilin 1 yapimina ve 1
numarali kromozom {iizerindeki mutasyonlar ise anormal presenilin 2 yapimina neden
olur. (34). Bu genler iizerindeki mutasyonlarin her biri APP’nin yikiminda rol oynarlar.

APP proteininin kesin fonksiyonu heniiz bilinmemektedir. Fakat yikimi sonucu



hastaligin olusumunda oO6nemli bir etken olan zararli amiloid plak birikimi

gerceklesmektedir. (34).

Alzheimer hastalarinin biiyiik cogunlugu ge¢ baslangich tiptedir. Hastalik 60
yasindan sonra gelisir. Sebebi tam olarak anlagilmamakla birlikte genetik, ¢evre ve
yasam bi¢imi hastaligin gelismesinde kisisel riski etkilemektedir (34). Erken baslangichi
tipte rastlanan tek gen mutasyonlari bu tip i¢in s6z konusu degildir. Hastaliktan sorumlu
Ozgiin bir gen bulunamamistir (34). Bununla birlikte kromozom 14 iizerinde bulunan
apolipoprotein E (APOE)’nin &4 alleli risk faktoriidiir. APOEe4’iin kalitim ile ilgili
olarak net bir bilgi yoktur. Bazi bireyler bir veya iki APOEe4 alleline sahip olup asla
hasta olmazken herhangi bir APOEe4 allelini tasimayan bireylerde AH
gelisebilmektedir (34). Genom boyu iliskilendirme calismalar1 ile ge¢ baslangigh
Alzheimer hastaligi igin risk olusturan APOEe4 alleline ek olarak BIN (Bridging
Integrator 1), CLU (Clusterin), PICALM (phosphatidylinositol binding clathrin

assembly protein) ve CR1’in de kisisel risk olusturdugu bulunmustur (35).

Alzheimer hastaligi, biitiin diinyada demansin en yaygin sebepleri arasindadir.
Yasli populasyonu etkiler ve amiloid-f (AB)’nin birikimi, norofibriller ipliklerin
olusumu, beyinde genis ndronal bozulma gibi belirgin ayirict 6zelliklere sahiptir. Af3,
APP’nin BACEL enzimi ve y-sekretaz bileskesi tarafindan ardisik olarak kesilmesi
sonucu olusur. Bu enzimin agir1 ekspresyonu APP’nin birikimine neden olmaktadir. AH
olusumunda patolojik mekanizmalar kesin olarak bilinmedigi halde ¢alismalardan elde
edilen bilgiler sonucunda miRNA’lara bagli gen ifadesinin normalden sapmasi; A}

tretimi, norofibriler ipliklerin olusumu ve norodejenerasyondan sorumlu molekiiler

olaylarla iliskili oldugu diisiiniilmektedir (36, 37) (Sekil 2.1) (38).
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Sekil 2.1. Alzheimer Hastaligi’nin olusumuna katilan bazi miRNA’lar (38 nolu kaynaktan

modifiye edilerek kullanilmistir).

Alzheimer hastaliginin etiyolojisinde amiloid betanin merkezi rolii vardir ve
caligmalar amiloid beta iiretiminde gerekli APP geninin mRNA’simin ekspresyonu
tizerinde yogunlasmistir. APP geninin promotor yapisi komplekstir, proksimal ve distal
elementlerden olusur. APP geninin 5-UTR bolgesindeki regiilatér elementler
transkripsiyon sonrasi diizenlemeye aracilik eder. APP geninin 3'-UTR bdlgesi ise sabit
cesitli kontrol elementlerini icerir ve bu elementler APP mRNA’nin kararliligin

diizenler. Bu kararlilikta miRNA ’larin katkist oldugu diistiniilmektedir (39).

miRNA agi, gen ekspresyonunda temel diizenleyicilerden birisi olarak
bilinmesine ragmen sporadik AH’daki katkist heniiz agik degildir. Bu nedenle AH
gelisiminde miRNA’larin roliine 151k tutmak amaciyla sporadik AH ve uygun kontroller
kullanilarak yapilan microarray calismalarinda ¢esitli miRNA’larin AH’da 6nemli
degisiklige ugradiklar1 tespit edilmistir (39). Calisilan bu set iginde APP ve BACEL
ekspresyonunun diizenlemesinde goérevli hsa-miR-9-5p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR106a-
5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-125a-3p ve hsa-miR-125b-5p gibi
miRNA’larin ifadesinin AH’l1 bireylerin beyin dokusunda azaldigi gézlenmistir (39).
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Ornegin; AB’nin iiretimi 2 proteolitik kesim sonucu olusur. Birinci adimda, BACE1
APP’i pargalayarak C99 adi verilen terminal parca olusturur. ikinci adimda; C99 y-
sekretaz kesimi i¢in bir substrat olarak kullanilir ve AP olusturulur. BACE1 geninin
defektif olmasi veya bu geni hedefleyen miRNA’larin ekspresyonundaki degisimler
enzimin aktivitesini kontrol edemeyerek asir1 sentezlenmesine ve daha fazla APP’nin

pargalanarak A plaklarin birikmesine neden olur (39).

2.2. miRNA

Yasamin baslangicindan Oliime kadar, insan viicudu genetik materyalin
aktivitesine ihtiyag duyar. Bu aktivitenin dogru ve zamanli olarak yerine
getirilebilmesinde en biiyilik pay, gen regiilasyonuna aittir. Gen regiilasyonu, bir genin
fonksiyonel olarak tiretimine baglamasi (ekspresyon) i¢in zamanlamanin yapilmasi ve
tiretilecek iiriin miktarmin ayarlanmasi i¢in gergeklestirilen hiicresel bir yonetimdir.
Hiicrenin yapisi ve fonksiyonu flizerinde kontrol imkani tanir, hiicresel gelisim,
farklilasma, apoptozis i¢in temeldir ve bitki veya insan olsun bir organizmanin uyum
yetenegine katkida  bulunur. Gen ekspresyon —mekanizmasinin, RNA’nin
transkripsiyonundan proteinlerin translasyon sonrasi degisikliklerine kadar herhangi bir

adimi ayarlanabilir (40).

Yakin bir zamana kadar gen regiilasyonu temel olarak DNA metilasyonu,
histonlar veya transkripsiyon faktorlerini igermekteydi. Son donemde gen
ekspresyonunun regiillasyonunda miRNA’larin  rolii  ilizerinde c¢alisiimaktadir.
miRNA’lar, translasyon ve transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesinde gerekli olan
kiiglik, kodlanmayan, tek zincir RNA’lardir. Hiicre iginde ve serum, plazma, idrar, siit
gibi diger viicut sivilarinda da bulunur (41). Bu kaynaklar kullanilarak giiniimiize kadar
en ¢ok caligilan kodlanmayan RNA grubu miRNA’lardir. (42). Bir genin miRNA olarak
siniflandirilabilmesi igin belirli kriterleri tasimas1 gerekir. Ik kriter; ekspresyonunun
olmasi, ikinci kriter; yapisal oOzellikleri, Giglincii kriter ise; dizi korunumudur (43).
miRNA’lar spesifik miRNA genleri tarafindan transkribe edilirler ve tiim genomda
dagmik olarak bulunurlar (42). Insan genomunun yaklasik %1’i miRNA’lara ayrilmistir

ve tahminen insan hiicrelerindeki tiim RNA’larin ii¢te birinin ¢alismasimi diizenlerler.
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En Onemli Ozellikleri, viruslar disinda, evrim siiresince korunmus olmalaridir.
Yerlesimleri de canlilar arasinda farklidir. Genomik pozisyonlart ile ilgili yapilan
calismalar bir kisminin gen arasi (intergenik) bir kisminin ise islevsel bir protein
olusturmak {izere kodlanan genlerin intronlarinda (intragenik) yerlesmis olduklarini

gostermistir. Bu yerlesim genin 5’ veya 3’ pozisyonunda olabilir (44).

miRNA’larin ilk kesifleri Ambros ve arkadaglarinin yaptigi gelisimsel olaylarin
karmasik gen yolagi arastirmalari sirasinda lin-4 geninin iiriinii olan ~22 nt uzunlugunda
kiicik RNA’lar1 bulmalar ile baglamistir. Arkasindan Ruvkun laboratuvari tarafindan
ikinci ~22 nt uzunlugunda kiicilk RNA let-7 kesfedilmistir (44). miRNA’larin kesfinden
sonra sayilarinin giin gectikge artmasi tizerine bir siniflandirma ve adlandirma sistemine

ihtiya¢ duyulmustur.

2.2.1.miRNA’larin Simiflandirilmasi ve Adlandirilmasi

miRNA adlandirma sisteminde “mir” 6n ekinden sonra ilgili tiire ait kisaltma ve
sayisal bir kodlama bulunmaktadir. Biiyilk harfle yazilmayan “mir-" pre-miRNA
formunu, biiyik harfle yazilan “miR-" olgun miRNA formunu temsil etmektedir.
Yaklasik olarak es dizilere sahip miRNA’lar1 adlandirmak i¢in miR adindan sonra son
ek kullanilir. Orn: miR-123a dizisi miR-123b dizileri benzer olduklar1 icin a ve b
sekinde ayrilmislardir. Normal sartlarda pre-miRNA’lar olgun miRNA’lar ile %100
aynidir. Fakat genomda farkli bolgelerde yerlesime sahiptir. Bu yerlesimi belirtmek i¢in
ayrica bir on ek ve sayisal adlandirmaya ihtiyag vardir. Ornegin; hsa-mir-194-1 ve hsa-
mir-194-2 pre-miRNA’lar1 ayn1 olgun miRNA ile sonuglandiklar1 halde genomun farkli
bolgelerinde yerlesmislerdir. Tiirlerin kokenine gore ise hsa-miR-123 (hsa: Homo
sapiens) seklinde iiglii 6n eklerle adlandirilirlar. iki olgun miRNA ayni pre-miRNA’nin
karsilikli kollarindan kdken alirsa ilgili dizinin ucuna gore -3p veya -5p son eki alir.
Zincirlerin goreceli ekspresyon diizeyleri biliniyorsa, sa¢ tokasmin (hairpin) karsi
kolunda miRNA’a gore diisiik diizeyde eksprese edilen miRNA’a isaret etmek igin
arkasina yildiz isareti konulur. Orn; miR-123 ve miR-123* bir pre-miRNA sag¢ tokasini
paylasirlar fakat ekspresyon farkliligindan dolayr miR-123 hiicrelerde daha fazla
bulunur (45-47).

13



miRNA’larin en biiyiikk 6zelliklerinden birisi, bir onciil (prekiirsor) diziden
koken almalar1 ve bu Onciil dizinin sag¢ tokasi igermesidir. miRNA’larin aktif formlari
yaklasik 22 niikleotid uzunlugundaki tek zincir RNA molekiilleridir. Yerlesimleri ile
ilgili yapilan son ¢alismalar transkripsiyon birimlerinde yerlesik bulunduklarini
gostermektedir. Genomik yerlesimlerine gére miRNA’lar gen i¢i (intergenik) ve gen
arasi (intragenik) olmak tizere 2 smifa ayrilabilir. Gen arasi miRNA’lar; intronik,
eksonik, 3'-UTR miRNA’lar ve 5’-UTR miRNA’lar olmak tizere siniflandirilabilir (43).
Gen i¢ci miRNA genleri bulunduklari genin ayni1 zinciri iizerinde yerlesirken bir kismi1 da

kars1 zincirde yerlesir (Sekil 2.2) (48).
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Sekil 2.2. Genomik yerlesimlerine gore miRNA’larin siniflandirilmasi (48).

Normal sartlar altinda memeli tiirlerindeki miRNA’larin ekspresyonu genetik
olarak programlanmistir. Bazi miRNA’lar hiicre, doku ve organlarda sinirli olmak {izere
eksprese edilirken, digerleri her zaman eksprese edilir. Diger bir deyisle miRNA’larin
ekspresyonu dinamiktir (49). Bir miRNA geninin genomik dagilimi ve kromozomal
yerlesimi onun ekspresyonunu belirleyen bir faktor olmasi bakimindan 6nemlidir.

miRNA genlerinin yaklasik %60’1 transkripsiyon birimlerinin intronlarinda yerlesmistir
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ve ekspresyonu ev sahibi genlerin ekspresyon profili ile baglantilidir (49). Pek ¢ok
miRNA genleri kiimeler halinde dagilmistir ve siklikla frajil bolgelerde,
heterozigotlugun kayboldugu bolgelerde, amplifikasyon boélgelerinde yerlesiktir. Bu
yerlesim, kromozomal diizensizliklerin bulundugu bdélgelerdeki miRNA genlerinin

ekspresyonunun direkt etkilenebilmesi bakimindan 6nemlidir (49).

2.2.2.miRNA Olusum Yolag:

miRNA’larin biyogenezi niikleusta baslar ve sonrasinda sitoplazmada adim adim
devam eder. Hedef genler iizerinde diizenleme etkisine sahip olan miRNA’larin islevsel
formu, olgun miRNA’lardir. miRNA biyogenezi dedigimiz bu siire¢ miRNA’larin,
yakalgik 80 nt uzunlugunda pri-miRNA olarak uzun, ¢ift zincir, 5’ sapka (cap) ve 3’ poli
A kuyruguna sahip molekiiller olarak ilgili olduklar1 gen bdlgesinden sentezlenmeleri
ile baglar. miIRNA biyogenezi 2 alternatif mekanizma tizerinden gerceklesir: 1- Klasik

mMIRNA olusum yolagi, 2- Klasik olmayan miRNA olusum yolagi (50).

2.2.2.1. Klasik miRNA Olusum Yolag1 ve Bu Yolakta Yer Alan Bilesenler

pri-miRNA  5'cap yapisina sahiptir, splicing islemi ger¢eklesmistir,
poliadeniledir ve iki veya daha fazla sa¢ tokasi formunda bulunabilir. Bu sekilde her biri
ayr1 bir olgun miRNA tiirlinii olusturabilir. Sitoplazmadaki olgun miRNA’nin hedefi ile
eslesmesi sirasinda gerekli olan baz komplementerligi “termodinamik asimetri” kuralina
gore 5’ sonda daha diisiik stabiliteye sahiptir. Olgunlasma sirasinda hangi zincirin olgun
miRNA’1 olusturacagi RISC kompleksinin merkezindeki Ago proteinleri ile belirlenir.
Olgun miRNA zincirindeki 5" son ucun gorevi hedef genin 3'-UTR’i ile baglanarak

translasyonu baskilamasiyla son bulur (50).

Standart miRNA olusum yolagmi tercih eden miRNA dizisi, ¢ift zincir kok-
halka yapisinin bir kolunda gomiilii olarak bulunur. pri-miRNA adini alan ilk transkript
7-metilguanozin cap ve poli-A kuyrugu igerir. Bu asamadan sonra ¢esitli enzim

kompleksleri ve protein yapisinda tasiyici molekiiller ile miRNA’nin olgunlagsma
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yolculugu baslar. Bu yolda ©6nemli molekiillerden birisi niikleus yerlesimli olan

DROSHA enzimidir (50).

miRNA’lar RNA pol II tarafindan niikleusta pri-miRNA olarak sentezlenir. Bu
onciil molekiil pol II’lin aracilik ettigi transkripsiyon i¢in olduk¢a uzundur ve pri-
miRNA dizilerinde 4 adet urasilden fazlasi pol III’iin katildig1 transkripsiyon isleminin
durmasina neden olmaktadir. Bu nedenle sistem pol II'i tercih etmektedir (51). Insan
pri-miRNA’lar1 birden fazla sag¢ tokasi igerir. Sag¢ tokalarinin yapisal 6zellikleri pri-
miRNA’a 6zgiidiir. Boylece niikleusta bulunan kok-halka benzeri (stem-loop) yapidaki
diger RNA tiirlerinden ayrimlanabilir. pri-miRNA’nin sa¢ tokasi, miikkemmel olmayan
bir kok yapisi igerir. Bu yapi bir riboniikleaz (RNaz III) olan DROSHA, RNA baglayan
bir protein olan DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) ve diger bazi
proteinlerin de katildigi mikroislemci kompleks (microprocessor) tarafindan kesilir.
Kesme islemi DGCRS8’in pri-miRNA kok yapisindaki tek zincir-gift zincir (SSRNA-
dsRNA) RNA eslesmesinden yaklasik 11 bp uzakliktaki sa¢ tokasini 6zgiin olarak
tanimasiyla baglar (52).

Baz1 miRNA’larin prekiirsorleri ayni veya farkli kromozomlarda 2 veya daha
fazla kopya halinde bulunurlar (53). pri-miRNA’larin niikleusta bulunan ve bir RNaz I1I
enzimi olan DROSHA tarafindan enzimatik olarak kesilmesi ile yaklasik 80 niikleotid

uzunlugunda pre-miRNA’lar olusur (Sekil 2.3) (54).
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Sekil 2.3. Onciil (prekiirsér) miRNA yapis1 (54).

miRNA biyogenezi, miRNA’larin niikleusta transkripsiyonlari sonrasinda
sitoplazmaya tagiimlarini ve sitoplazmada olgun miRNA olusumu i¢in islenmelerini

icerir (Sekil 2.4) (55).
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Sekil 2.4. miRNA olgunlagma mekanizmasi (55).

miRNA ve mRNA transkripsiyon i¢in ayn1 promotoril paylagarak birlikte evrim
gecirirler. Pawlicki ve Steitz intronlardan transkribe edilen pri-miRNA’larin
diizeylerinin intronlari saran eksonlarmn varlig1 ile arttigini bildirmislerdir (56). Intronik
miRNA’larin islenmesi intronun bulundugu fiziksel sartlarin yiiksek olmasiyla ve
muhtemelen ev sahibi genin intronlarin kesilip ¢ikarilmasi islemi (splicing) ile artar.
MiIRNA-mRNA ¢ifti {izerinde yapilan transkripsiyonel ¢alismalarda paylagilan
promotorlerin eksonlar tarafindan sarildigi zaman miRNA biyogenezini kolaylastirdig

gosterilmistir (57).

MiRNA ve mRNA’nin her ikisinin de aynt DNA lokusundan nasil meydana
geldigi konusunda 2 model one siirtilmustiir. Birinci model olarak, tek bir miRNA veya
mRNA’nm ayn1t RNA &nciiliinden (precursor) meydana geldigi diisiiniilmektedir. ikinci

modelde ise bir miRNA ve mRNA iriinii 2 farkli RNA transkriptinden olustugu
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distintilmektedir. Eger ikinci model dogru ise mikroisleme ve splicing birbirinden
bagimsiz olarak gergeklesir. Sonu¢ olarak, ya mikroislemci ve RNA-protein alt
birimlerinden olusan dinamik bir kompleksin (spliceosome) aktiviteleri arasinda
fonksiyonel olmayan bir engelleme muhtemeldir ya da pre-mRNA substratlar1 elde
etmek icin bir yarisma mevcut olabilir. Her iki RNA {iriinii ayn1 6nciilden koken aldig1
takdirde iki islemin birbirini izlemesi makul bir mantiktir. Bu yollardan birisinin se¢imi
digerinin olmasi i¢in 6n kosuldur. Alternatif olarak miRNA islenmesi ve mRNA kesme-
cikarma islemi birlikte c¢alisir. Yani mikroislemci ve spliceosome birbiriyle
etkilesimdedir fakat bu etkilesim en az diizeydedir. miRNA ve mRNA iiriinlerinin

miktarlarini veya regiilasyonun diizeyini etkilemez (57).

Sonug olarak pek ¢ok soru halen cevapsiz kalmaktadir. Bu siireg cis diizenleyici
diziler veya trans hareket eden faktorler tarafindan mi diizenlenmektedir? Bir siireg
digerine baskin midir? Mekanizma ne kadar yaygindir ve tiim intronik miRNA’lar
tarafindan m1 yonetilir? Bu sorulara cevap olarak ¢apraz spliceosome teorisi

diistiniilmiistiir (57).

Bu teoriye gore mikroislemci ve spliceosome arasindaki baglanti i¢in 4 model
vardir. Bunlardan ilk ikilide mikroislemci, spliceosome’u aktive veya inaktive edebilir.
Sonraki ikilide ise spliceosome, mikroislemciyi aktive veya inaktive edebilir.
Mikroiglemci intronik miRNA’lara splicing faktorlerinin toplanmasi ile spliceosomu
aktive ederken ayni zamanda spliceosome mikroislemeyi inhibe edebilir. Bu bir kural
degildir. Bununla birlikte bu baglanti mikroislemci kompleksteki 6zel RNA isleme

proteinlerinin varligina dayanan genis bir kompleksle olur (57).

Insanlarda  pri-miRNA’dan  (primer-miRNA)  pre-miRNA  (precursor
miRNA)’nin olusumu niikleusta gergeklesir. Bu islem i¢in bir RNaz III enzimi olan
DROSHA (RNASEN) ve kofaktorii olarak ¢alisan ayn1 zamanda ¢ift zincir RNA’a
baglanan bir protein olan DGCRS8 birlikte ¢alisir. Bu mikroislemci kompleks pri-
miRNA’nin kirpilmasi islemine katilir ve yaklasik 80 nt’lik bir {iriin ve bu iirliniin 3’
ucunda 2nt’lik ¢ikintiya sahip pre-miRNA olusur. Biyogenezleri mRNA’nin splicing’i
ile benzerdir. Ayn1 zamanda her iki RNA (miRNA ve mRNA) tiirlinlin de meydana
gelmesine izin veren mRNA islenmesinden hemen énce DROSHA etkisiyle introndan

pre-miRNA serbest birakilir. DROSHA-DGCR8 kesimi miRNA olgunlagsmasinda
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oldukca onemlidir. DROSHA’nin kesim pozisyonundaki tek niikleotidlik bir kayma
sitoplazmadaki islevi sirasinda DICER enziminin kesim pozisyonunu etkiler ve bu
kayma olgun miRNA’da farkli 3" sonlarin olugmasina yol agar. Oligoniikleotidlerin bu
sekilde kaymasi miRNA zincirinin ve karst zincirin (olgun miRNA olarak
kullanilmayacak zincir) 5’ sonunun goreceli sabitligini tersine ¢evirebilir. Bu sabitlik
degismeden kalsa ve dogru =zincir RISC (RNA Induced Silencing Complex)
kompleksine yiiklense bile daha sonra miRNA’nin 5’ ucundaki kaymadan dolayi
miRNA’nin hedefindeki mRNA’a spesifik baglanmasini saglayan 2-8 nt’lik ¢ekirdek
dizinin pozisyonunda degisime neden olur ve sonu¢ olarak hedefledigi spesifik
mRNA’lar degisir veya 6zgiin bir miRNA’1 hedefleyemeyebilir. DICER enzimi ile
kesilerek olusturulan pre-miRNA sitoplazmadan niikleusa taginir. Tagima niikleusta
konumlanan ve bir karyoferin protein ailesi iiyesi olan Exportin-5 (Exp-5) tasiyict

proteini ile gergeklestirilir (58).

Exp-5’in gorevi hiicre niikleusunda kendi tasima substratina 6zgiin baglanmak
icin RAN (Ras-related nuclear protein) kofaktoriiniin GTP bagh formuna baglanmaktir.
Bu islem sitoplazmik RAN GTPaz aktive edici protein tarafindan GTP’nin GDP’e
hidrolizi ile gergeklesir. Niikleositoplazmik tagima iizerinde yapilan ¢aligmalarda Exp-5
hiicrede tiiketildigi takdirde olgun miRNA’larin diizeyinin azaldig1 fakat buna ragmen
pre-miRNA’nin niikleusta birikmedigi gézlenmistir. pre-miRNA niikleusta birikmiyorsa
yapinin kararli olmamasindan kaynaklandig diistiniilebilir. Kararlilig1 saglayan ise pre-
miRNA’nin Exp-5 ile yaptig1 eslesmedir. Exp-5, pre-miRNA’nmn 3’ ucunda olusan 2
nt’lik ¢ikintiyr taniyarak tasima gorevine baglar (58). Niikleustan sitoplazmaya tasima
isleminde reseptorlerin en dnemli 6zellikleri anahtar bir kofaktore ihtiya¢ duymalaridir.
Tasiyic1 gorev lstlenen protein ailelerinden birisi G protein ailesidir ve miRNA
biyogenezinde gorevli RAN proteini bu ailenin 6nemli bir tiyesidir. RAN, GTP ile bagh
calisan bir proteindir. Hiicrede GDP ve GTP’ye bagli olmak {izere iki formda bulunur.
Biitlin hiicrelerde dagilmistir fakat RAN-GTP ve RAN-GDP’nin konsantrasyonu lokal
olarak farklidir. Niikleusta RAN-GTP oran1 yiiksektir, niikleus diginda ise diistiktiir. Bu
farklilik konsantrasyon gradienti olusturur ve olusan bu gradient diger hiicresel islemler

icin sinyal gorevi goriir (Sekil 2.5) (59).
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Sitoplazma Niikleus

Sekil 2.5. Ran-GTP pompasi (59).

Bu pompanin ¢alisabilmesi igin yardimc1 molekiillere ihtiya¢ vardir. Bunlardan
birisi. RAN spesifik GTPaz aktive edici protein (RANGAP)’dir ve hiicre
sitoplazmasinda yerlesiktir. Diger yardimci molekiill olan RAN spesifik guanin
niikleotid degisim faktorii (RANGEF) ise niikleusta yerlesiktir. Sonug¢ olarak;
sitoplazmik RAN, GDP bagli formda bulunurken niiklear RAN biiyiik oranda GTP’e
bagli formda bulunur. RAN-GTP’nin hiicre i¢ine tasima (import) faktoriine baglanmast,
konformasyonel degisime sebep olur ve bu da tasiyicidan kargonun serbest
birakilmasiyla sonucglanir. Tagtyicinin RAN-GTP baglhi formu daha sonra sitoplazmaya
doner. RAN-GTP burada RANGAP’1n etkisiyle RAN-GDP’e hidrolize olur. Bu sekilde
tagiyict proteinin serbest birakilmasi saglanir. Hiicre digina tasiyici faktor ve RAN-GDP

daha sonra tekrar niikleusa doner. Burada RANGEF tarafindan RAN-GTP’e ¢evrilir.

Niikleer giris ve ¢ikis islemine Importin B ailesi tiyeleri aracilik eder. Bu islem de RAN-
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GDP gradienti sonucunda gergeklesir (59). Exp-5 ve RANGDP araciligiyla
sitoplazmaya tasinan kok-halka yapisindaki pre-miRNA, 5'cap ve 3’ poli A kuyruguna
da sahiptir ve sitoplazmik DICER1 enzimi tarafindan kesilerek, olgun miRNA

olusturma yolunda bir adim daha atilir (60).

DICER1, ATP bagimhi RNaz III enzim ailesi {iyesidir. pre-miRNA’lar
sitoplazmada DICER]1 tarafindan kesildikten sonra yaklasik 22 nt uzunlugunda miRNA:
miRNA" ¢ifti olusur. Cesitli tiirlerde DICER, farkli gorevleri olan farkli homologlara
sahiptir. Drosophila’da, DICER1 ve DICER2 olmak iizere 2 homolog tanimlanmistir
(60). C. Elegans’da ise DICER1 hem ¢ift zincirin hem de pre-miRNA’larin her ikisinin
de islenmesinde gereklidir. insanlarda ise bu islemi DICERI yerine getirir. pre-
miRNA’nin DICERI1 tarafindan kesilmesi sonucu, kok-halka yapisinin bir zincirinde
gomiilii olgun miRNA’nin bulundugu RNA ¢ifti serbest kalir. pre-miRNA’nin kok-
halka yapisinin her iki kolu mikkemmel olmayan bir eslesmeye sahiptir. Watson-Crick
eslesmesine uymayan G:U ciftini ve tek niikleotid eklentilerini igerir. Bdylece
miRNA’nin 5’ ucunda daha az kararli bir zincire sahip RNA ¢ifti olusur. DICER
miRNA’y1 bir kez kestigi zaman miRNA ¢iftinin (miRNA: miRNA") 5’ ucunda diisiik
termodinamik kararliliga sahip miRNA zinciri olgun miRNA’1 olusturacak kilavuz
zincirdir (guide strand) ve sadece bir zincir programlanmis RISC formunda bulunan
kompleksteki Ago tizerine yiiklenir ve miRISC admi alir. Ciftteki diger zincir
(miRNA*) yolcu zincir (passenger strand) adini alir ve mekanizmada kullanilmadan
parcalanir. Bu sekilde miRNA zincir se¢iminde, miRNA ¢iftinin sonundaki
termodinamik stabilitenin rol oynadigi disiiniilmektedir (58). miRNA sonlar1 ve
uzunlugundaki heterojenite 6nemli fonksiyonel sonuglar1 getirir. miRNA’nin 5’
ucundaki farkli niikleotidler miRNA: miRNA* c¢iftinin sonlarindaki termodinamik
stabiliteyi degistirebilir ve farkli bir zincir tarafindan RISC aktivasyonu tercih edilir.
miRNA’larin 5 uglarindaki kayma farkli kaynak diziye sahip olmalarina bu da farkli
hedefe yonelmelerine neden olur (60). Zincir se¢imine katkida bulunan diger bir faktor,
MIRNA-miRNA* c¢iftinin yapisal 6zellikleridir (uyumsuz bazlarin pozisyonu). Diger
taraftan miRNA’larin her iki zincirinin de esit miktarda geni hedef alabilecegi
raporlanmistir. Bu ¢alisma miRNA’nin her iki zincirinin hedef genlerin ekspresyonunu

baskilayabilmesi i¢in kanit niteligindedir (60).
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Olgunlasma siirecinde, hangi zincirin yer alacagi belirlendikten sonra cesitli
RNA-protein ve protein-protein etkilesimlerine ihtiyag duyulur. RISC yiikleme
kompleksi (RLC), RISC’in olusumunu baslatan bir RNA-protein kompleksidir. RLC,
RISC’in dogru yonelimini saglamasinin yaninda kesme, dilimleme, kilavuz zincir
secimi ve argonat 2 (AGO2) yiikklemesinde de gorevlidir. DICER, dsRNA’a baglanan,
HIV-1 kars1 harekete gecirici cevap RNA baglayici protein (TARBP2) ile calisir.
DICER pre-miRNA’nin 3’ ucundaki 2 nt’lik ¢ikintiya yiiksek afinite ile baglanir ve bu
sekilde miRNA c¢iftinin tekrar katlanmasini engeller. DICER gorevini yerine getirirken

yalniz degildir. Diger baz1 proteinlerle birlikte RLC kompleksi de eslik eder (58).

TARBP2 yaklasik 45 kDa biiyiikligiinde, 3 ilmek (dsRBD-double strand RNA
Binding Protein) iceren bir proteindir. Yapisindaki iiglincii ilmek DICER’in amino
sonundaki helikaz ilmegi ile etkilesimde olmasi nedeni ile Onemlidir. MIRNA
biyogenezinde TARBP2’nin rolii heniiz anlasilmis degildir. Bu proteinin miRNA/siRNA
iretimini  kolaylastiran DICER ile ortaklasa calistigi disiiniilmektedir. RLC
kompleksinin elektron mikroskobu verileri ve biyokimyasal calismalar TARBP2’nin
RISC’e uygun miRNA zincirinin yiiklenmesi i¢in sensor olarak calistigini
gostermektedir. Boylece yanlis zincirin yiiklenmesini diizeltme 06zelligini de
kazanmaktadir. Insan kanserlerinde gdzlenen TARBP2 mutasyonlari miRNA
biyogenezinde defektlere neden olmaktadir (60). DICER ve TARBP2 etkisi ile
olgunlagan miRNA’lar; mirgonat veya miRISC olarak da bilinen komplekse baglanir.
RISC tarafindan hedefin taninmasi olgun miRNA ve mRNA arasindaki eslesmeye
dayanir. RISC kompleksinin toplanma isleminde énemli bir bilesen AGO proteinleridir
(58).

AGO proteinleri miRNA yolaginda pek c¢ok islevde gorev alir. mRNA’nin
parcalanmasina, dengesizlesmesine veya translasyonel inhibisyonuna aracilik ederler.
Buna ek olarak AGO proteinleri transkripsiyon sonrast miRNA’nin olugsma miktarini da
diizenler. AGO2’nin hiicredeki kayb1 olgun miRNA’nin aktivitesini ve ekspresyonunu
azaltir. AGO proteinlerinin RISC kompleksindeki temel gorevi, GEMIN3 ve GEMIN4
ile birlikte olgun miRNA molekiiliine baglanarak bu kisa molekiilleri sabitlemektir (61).

Farkli AGO proteinleri farkli goérevler istlenir. Yapilan caligmalarda, AGO
proteinlerinin (AGO1-AGO4) RISC kompleksinin toplanma isleminde gerekli oldugunu
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ortaya koymustur. Fakat bunlardan sadece AGO2’nin RISC kompleksi ile iligkili oldugu
ve hedef miRNA’nin kesilmesinde gorev aldigi bildirilmistir (62). Bu nedenle AGO2
dilimleyici argonat olarak isimlendirilir. Dilimleme ozelliginin tespiti mutagenez
caligmalarina dayanir ve AGO proteinlerinin PIWI ilmegi ile saglanir. PIWI ilmegi
AGO2’nin 6zgiin aminoasit pargalarini dilimleme aktivitesi i¢in esastir (62). AGO2’nin
etkisi ile miRNA ilmegi segilir ve gorev sirasint RISC tarafindan olusumu uyarilan

sitoplazmik islemci cisim (processing body P-body) adi verilen yapilar alir.

mRNA’nin programlanmis pargalanmasi Gzellesmis sitoplazmik islemci
cisimlerde gerceklesir. Islemci cisimler mayalarda translasyon icin ¢ok uzun olmayan
ve ayrt odaklarda biriken yapilarin bulunmasi ile kesfedilmistir (63). Bu yapilara
islemci cisim adi verilmistir. Bu ¢alismada islemci cisimlerin, RNA’nin pargalanmasi
ve ayristirilmast icin gerekli enzimleri igerdigini ve ayni zamanda translasyonu
yapilmayan mRNA’larin toplandig1 yerler oldugunu kamitlamiglardir. Ustelik bu odaklar
dinamik bir yapiya sahiptir. mMRNA devrinin (turnover-mRNA’in iretim miktarinin
azalmas1 ve translasyonu arasindaki dengenin saglanmasi) toplamina bagli olarak

biiyiikliigiinde artma veya azalma olabilmektedir (62).

Islemci cisimlerle ilgili diger énemli bir konu miRNA’larla etkilesimli islemci
cisimlerin akibetinin ne oldugudur. Islemci cisimlerden serbest birakilan bu mesajlarin
translasyonu yapilir veya bu RNA’lar, mRNA sentez oranini1 agmayacak sekilde belirli

bir oranda islemci cisimlerde yavasga parcalanir (63).

Boylece miRNA’larin niikleusta onciil bir transkriptten sentezlenerek islevsel
olmalar1 igin bagladiklart yolculuklari sitoplazmada islemci cisimlerde son bulur.
Olgunlasma yolaginda gorevli proteinlerin tek tek Oneminin yaninda yapilarinda
olusabilecek muhtemel SNP’lerin de miRNA dinamiginde onemli yeri ve sonuglari

vardir (64).

2.2.2.2. Klasik Olmayan miRNA Olusum Yolag:

Geleneksel miRNA olusum yolaginin disinda gergeklesen miRNA olusumunu

DROSHA bagimli ve DICER bagimli olarak 2’e ayirabiliriz. DROSHA bagimli
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biyogenezde mirtronlar, sno-RNA’lar, tRNA, shRNA, pre-esiRNA yer alir. DICER
bagimli biyogenezde ise AGO yer alir (50).

Mirtronlar kisa intronlarin bir sinifidir. Islenmeleri sirasinda dizi kesme-gikarma
adi1 verilen islem ile DICER kesimi i¢in uygun hale gelir ve mikroislemci kompleksi
atlatir, DICER kesiminden sonra pre-miRNA olusur ve klasik yolda oldugu gibi

islenmesine devam edilir (50).

Diger bir grup sno-RNA (small nucleolar RNAs)’lardir ve pre-miRNA’lar i¢in
kaynak olusturur. Bu grup da mikroislemci kompleksten bagimsiz c¢alisir. Yapilan
calismalar Agol ve Ago2’nin 6zel snoRNA’lardan koken aldigini gostermistir.
snoRNA’larin islenmesi sirasinda DROSHA aktivitesi gerekli degildir fakat DICER
aktivitesine ihtiyag vardir (50).

2.2.3. miRNA Olusum Yolag ile iliskili Polimorfizmler

Tek niikleotd polimorfizmlerinin kesfinden bugiine kadar yapilan caligmalar;
yapilarini, olusum mekanizmalarini, genomda bulunduklari yerdeki muhtemel etkilerini,
hastaliklarla iliskilerini igermektedir. SNP’lerin ¢esitliligi insan genomunda oldukga
yiiksektir. Genom boyunca hemen hemen her 100 baz ¢iftinde bir meydana gelir (64).
Yapilan c¢aligmalar genellikle hastaliklarla ilgili aday genlerin belirlenmesini
icermektedir. Baslangicta arastirmacilar SNP’lerin etkiledigi hastaliklar1 arastirirken
ozellikle belirli genler ve genlerin kaynaklari tizerinde durmuslar fakat ¢alismalar sinirl
kalmistir. Genomdaki SNP’lerin pek c¢ogu translasyonu yapilmayan intronik veya
eksonik bolgelerde bulunur. Bu SNP’ler bulunduklart yere gore gen ekspresyonunu
etkileyebilir ve gesitli hastaliklardan sorumlu olabilir (63).

Gen ekspresyonunu etkileyen SNP’ler, kompleks gen regiilasyonu
mekanizmalarimin tam olarak ortaya konulamamasi nedeniyle kolay tanimlanamaz.
Bununla birlikte RNA-RNA baglanmasindaki termodinamik kurallar geregi
miRNA’larin hedef mRNA ile etkilesiminde temel goreve sahiplerdir. miRNA’larin
baglanma bolgelerinde olabilecek bir SNP, miRNA’nin hedefledigi genin
ekspresyonunu etkiler. Bu etkinin derecesi miRNA-hedef iliskisinin derecesine baglidir.
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miRNA’nin hedefle eslesmesinde 5’ ucundaki 2-8 nt’lik merkez dizi esas oldugu igin
hem miRNA’nin kendi dizisinde hem de hedefindeki dizide olabilecek SNP’ler,
MiRNA-hedef mRNAarasindaki eslesmenin ger¢eklesememesine ve hedefteki genin
regiilasyonunun yapilamamasina neden olur. Ayni sekilde miRNA olgunlasma
yolagindan sorumlu genlerdeki SNP’ler de ciddi sonuglar ortaya ¢ikarabilir. Bu sorunlar
miRNA nmn ilk sentezlendigi asamadan itibaren goriilebilir. Orn: Pri-miRNA’dan pre-
miRNA olusumunda goérevli DROSHA-DGCRS8 kompleksinin baglandigi dizilerde veya
bu genlerin kendisinde olusabilecek SNP’ler pri-pre  miRNA doniisiimiiniin

yapilamamasina neden olabilir (63).

Sonraki adimda pre-miRNA’larin sitoplazmaya tasinimini saglayan Exportin-
5’de olabilecek SNP’ler ise miRNA’lar1 sitoplazmaya tasima gorevini yerine
getirmesine engel olabilir. Bu durumda miRNA’larin hiicre igerisinde birikmesi
beklenir fakat hiicrede birikemeyecek kadar kisa Omiirli olmalarindan dolay:
pargalanarak kaybolurlar. miRNA olgunlasma mekanizmasindaki diger genlerden
DICER, RAN-GTP, AGO1, AGO2, GEMIN3, GEMIN4, TARBP2, XPO5 genlerinde
veya hedef aldiklar1 miRNA {izerinde olabilecek SNP’ler de miRNA olgunlasma
mekanizmasinin ¢aligma diizenini bozabilir. Yapilan ¢alismalarda miRNA’larin kendi
dizilerindeki SNP’lerin sikliginin olduk¢a az oldugu bulunmustur. Bu nedenle hedef
aldiklar1 gendeki SNP’lerin 6nemi artmaktadir (64).

2.2.4.miRNA ile Hedef mRNA Arasindaki Etkilesim

miRNA tarafindan mRNA’nin taninmasi miRNA’nin mRNA ile etkin
eslesmesine dayanir. miRNA iizerinde 2-8 nt’lik merkez bolge bulunur ve miRNA
davranisi i¢in kritiktir. miRNA hedef etkilesiminde miRNA’nin hedef transkriptin 3'-
UTR bolgesindeki miikkemmel olmayan bolgeye baglanmasi gerekir. Hedef mRNA’nin
3'’-UTR’ni hedef alan miRNA geninin 5 sonu 7-8 nt uzunlugunda hedef mMRNA’a
komplementer bolge icerir. miRNA-hedef eslesmesinde Watson-Crick eslesmesine ek

olarak G:U baz eslesmesinin de olmas1 gerekir (Sekil 2.6) (65).
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Sekil 2.6. miRNA ile hedef mRNA eslesmesi (65).

Ozgiin olarak hedefle eslesen miRNA’lar ¢esitli asamalarda gen ifadesini azaltir.
Genellikle translasyonun durdurulmasi, mRNA deadenilasyonu ve degradasyonu veya

daha az siklikla olmak tizere mRNA parc¢alanmasi ile basarilir (62).

miRNA’lar diizenleyici element olmalari nedeniyle kanser ve norolojik
hastaliklar gibi c¢esitli hastaliklarda merkezi rol oynarlar. Cesitli dokularda farkli
miktarlarda eksprese edilmelerine ragmen hastaliklarda ekspresyonlar1 degismektedir.
Degisen bu miRNA ekspresyon diizeylerinin énemi Sizofreni, Alzheimer ve Parkinson
gibi hastaliklarda da tespit edilmistir (65). Bu hastaliklardaki etki mekanizmalar
icerisinde hedef aldiklari genin transkripsiyonunu baskilamak yer alir ve hedeflerindeki
genleri tantmlamak iizere halen etkin bir yontem bulunmamaktadir. Bu nedenle miRNA
hedef etkilesimini ortaya koymak i¢in sayisal metodlar gelistirilmistir. En yaygin
kullanilan sayisal metodlar: TargetScan, PITA, RNA22, MirTarget2, PicTar, TarBase,

Miranda, mirna, mirdatabase’dir (65).

Memelilerde 3'-UTR iizerine miRNA/RISC’in baglanmasi sonucu potansiyel
olarak mRNA’nin degradasyonu ile deadenilasyonun artmasi, translasyonun
baslamasinin inhibe edilmesi veya her ikisinin meydana gelmesi ile protein {iretimi

etkilenir. Bu mekanizmalarin olugsmasinda etkili olabilecek faktorler 3°e ayrilabilir:

1- Baglanma bolgesi komplementerliginin derecesi,
2- miRNA’nin 5’ ucunda 2-8 nt olan tanima motifinin sayzisi,

3- Baglanma bolgesinin kabul edilmesi,
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Baglanma bolgesinde kisitlamanin kaybolmasi 3” UTR’deki gesitli bolgelere
birden fazla miRNA baglanmasina izin verir. Milkkemmel komplementer hedefler (tam
miRNA:mRNA etkilesimi) etkin olarak bazi argonat proteinlerinin endoniikleolitik
kesme aktivitesi ile sessizlestirilir. Bazi miRNA’lar sadece merkez bdlge igin
komplementerlige sahiptir ve bu etkilesim 2 secenekli gergeklesebilir: miRNA’nin 3’
UTR bolgesi ile milkemmel olmayan eslesme hedefindeki genin translasyonunun
baskilanmasina neden olur, milkemmel olan eslesme ise mRNA’nin pargalanmasi ile

son bulur (Sekil 2.7) (66).
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Sekil 2.7. miRNA etki mekanizmasi. miRNA’nin 5° ucundan itibaren 2. nt’le baslayan 7 nt’lik ¢ekirdek
(seed) bolge miIRNA-mRNA eslesmesi i¢in mutlak gereklidir. miRNA-mRNA eslesmesi genellikle hedef
mRNA’nin ORF (open reading frame-proteine ¢evrimi yapilan kodlanan diziler) bdlgesinin 3°—5’ akis
yoniinde yerlesik olan 3’-UTR’i ile gerceklesir. Balonlar ve uygun olmayan eslesmeler miRNA-mRNA
ciftinin ortalarinda bulunabilir. Sekilde solda oval halka icinde gosterilen ve genellikle bitkilerde
rastlanan miikemmel eglesme miRISC’in aracilik ettigi endoniikleolitik kesim ve sonrasinda mRNA’nin
parcalanmasi ile sonuglanir. Sagda oval halka i¢inde gdsterilen ve hayvanlarda rastlanan miilkemmel
olmayan eslesme translasyonel baskilama ile sonug¢lanir. Siklikla birden ¢ok miRNA (kirmiz ve mavi)

ayni 3°-UTR’i hedef alabilir. Tam tersi olarak hayvan hiicrelerinde tek bir miRNA ayni 3'-UTR’de birden

¢ok bolgeye baglanabilir (66).

mMiRNA’lar memeli merkezi sinir sisteminde (CNS-central nervous system)’de

bol miktarda eksprese edilir. Norogenezis, noronal diizenin olusmasi ve sinaptik
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plastisite (esneklik) gibi aktivitelerde yasamsal dneme sahiptir. Ozelikle sinir sisteminde
zaman ve enerjinin etkin sekilde kullanilabilmesi ve hiicresel dengenin stirekliligi i¢in
devamli sinyallere, gen {iriinlerinin tampon gorevini dogru bir bi¢imde yerine

getirmesine ve sinyallerin uzak sinaptik baglantilara iletilmesine ihtiya¢ vardir (67).

Insan genomunda tanimlanan miRNA’lar teorik olarak birka¢ yiiz mRNA’a
baglanabilir. Bu ozellikleri islenmeleri sirasindaki biitiin etkilesimlerin dogru olarak
yapilip yapilmadigr sorusunu akla getirmektedir. Bunun yaninda 6zel bir miRNA’ nin,

Ozgiin bir mRNA’1 etkiledigini gosteren ¢alismalar bulumaktadir (67).

miRNA’lar gelisim ve farklilasmada onemli role sahiptir. Tek bir miRNA ¢ok
sayida transkripti etkileyebilir ve tek bir transkript miRNA’larin bir grubu tarafindan
hedeflenebilir. miRNA’larin ifadesinin kaybi model organizmalarda ve kiiltiire edilen
hiicrelerde gosterilmistir ve erken donemde gelisimsel defektlere neden oldugu yoniinde
sonuglar elde edilmistir (65). miRNA’lar dokuya Ozglin bir ekspresyon diizeni
gosterirler. Bulunduklar1 dokunun farklilagmasi ve fonksiyonu iizerinde 6nemli role
sahiplerdir. Insanlarda gesitli miRNA’larm ndronal hiicrelerde ekspresyonlarinin yiiksek

oldugu bulunmustur (65).

CNS’de miRNA’larin biyolojik Onemini ortaya koymak amaciyla yapilan
calismalarda, miRNA islenmesinde birinci basamakta yer alan DICER enzimi genetik
olarak delesyona ugratilmistir. Bu enzim pre-miRNA’nin olgunlasma siirecinde yer alan
hassas bir proteindir. Farelerde; Purkinje hiicrelerinde orta beyin dopaminerjik ve
kortikal veya hipokampal noronlarinda DICER enziminin tamamen delesyonu
hiicrelerin  ndrodejenerasyonuna yol acarak embriyonik donemde Oliimle
sonuglanmistir. Izleyen calismalar ise hangi miRNA’nin bu ndrodejeneratif fenotipte
0zglin olarak etkili oldugunun arastirilmas: yoniindedir. miRNA’lardaki degisimler
alzheimer, parkinson, huntington ve prion gibi hastaliklarin olusum mekanizmalarinda
ortaya ¢ikarilmigtir (67). Kurulan hipotez ise nérodejeneratif hastaliklarin olusumunda
sorumluluk tstlenen miRNA’lardaki degisimlerin hastaligin olusumunda ya sebep
olarak ya da pozitif geri besleme halkasinin bir pargasi olarak temel hazirlamasi
yoniindedir. Hastalar {iizerinde yapilan c¢aillmalardan elde edilen veriler ise bu
hastaliklarin olusumunda ipuglar1 verir ancak miRNA’larin hastaligin ilerlemesine

katkilarin1 géstermez (67). Bu nedenle daha agik belirteclere ihtiyag vardir.
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2.2.5. miRNA: Translasyonel Gen Ifadesini Diizenler

miRNA’lar, hedef mRNA’larin 3'-UTR’ne baglanmak suretiyle eslesmenin
derecesine gore protein kodlayan genlerin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesine
aracilik eder ve protein iiretimini azaltici yonde gen diizenlemesine katkida bulunur
(68). Bu diizenlemede 6nemli bir adim olan translasyonun baskilanma bigimi miRNA
kilavuz zinciri ve hedef mRNA arasindaki dizi eslesmesinin derecesine baglidir. Bir
miRNA’nin 2-8 niikleotidlik ¢ekirdek dizisi, eger translasyonun baskilanmasi i¢in hedef
aldigt mRNA s6z konusu ise hemen her zaman miikemmel eslesir. Kilavuz zincir ve
mRNA arasindaki eslesme ne kadar miikemmel olursa mRNA’nin enzimatik kesimi de
kolaylasir. Enzimatik kesim sadece AGQO2’1 yapisinda bulunduran RISC kompleksi ile
gerceklesir. AGO2 kesme islevini kilavuz zincirin ilk bazina gére 10 ve 11. bazlan

arasindan hedef zincirin fosfodiester omurgasini keserek gerceklestirir (69).

Hedef aldigt mRNA ile miikkemmel eslesen miRNA, genellikle hedef mRNA’nin
parcalanmasina neden olacak farkli mekanizmalarla translasyonu baskilar. Hiicresel
MRNA: miRNA pargalanma bdlgesi olarak ise sitoplazma yerlesimli islemci cisim,
miiltivezikiiler cisim, eksozomlar gibi ayni zamanda baskilanan mRNA’larin da
toplandiklar1 yerler gosterilmektedir. Islemci cisimler cap yapisimi kaldiran enzimler
olarak bilinen DCP1 (decapping 1) ve DCP2 (decapping 2), RNA helikazlar
(RCK/p54), deadenilazlar (Ccr4:Notl kompleks), ve RNazlar (Xrnl) igerirler. Islemci

cisimler, miRNA’nin katildig1 translasyonel baskilamanin son noktasidir (69).

miRNA’nin translasyonel baskilamayi nasil basardigini aciklamak icin ¢esitli
mekanizmalar vardir. Translasyonel baskilama; translasyonun baglangic ve uzama
adimlarinda olabilecegi gibi transkripsiyon sonrast polipeptid parcalanmasinin

kolaylastirilmas1 ve bunlarin gegici veya devamli olarak ¢aligsmasi ile de olusur (69).

Yapilan in vitro caligmalarda miRNA let-7’nin mRNA’nmn 5'cap yapisinin
taninmasini inhibe ederek translasyonun baglamasini engellendigi bulunmustur (70).
S'cap yapisinin taninmasindaki hata mRNA’nin pargalanmasi ile sonuglanmaktadir.
Diger bir c¢alismada ise baslama kodonuna toplanacak olan 60S’lik ribozom alt
biriminin inhibe edilmesi (ribosom dropp out) ve uygun ribozom toplanmasina izin

verilmeyerek miRNA’nin uyardigit miRISC olusumunun engellendigi gosterilmistir.
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Ornegin; mRNA transkriptlerinin poli A kuyrugu NIH3T3 (fare embriyonik fibroblast
hiicreleri) ve HeLa ( hiicrelerinde miRNA’nin baskilamasi i¢in gereklidir. Bu ¢aligmalar
poli A kuyrugunun miRNA’nin aracilik ettigi ve poli A kuyrugu ile 5m7G cap’e
baglanan proteinlerin etkilesimi ile ger¢eklesen gen susturulmasinda 6nemli role sahip
oldugu bulunmustur (71). Bunun yaninda baska bir ¢alismada ise miRNA’nin katildig
gen susturulmasinda poli-A kuyruguna ihtiya¢ olmadig1 gosterilmistir (72). Deneysel
olarak gergeklestirilen translasyonel baskilama mekanizmasinda 2 olasilik vardir.
Birinci olasilik, translasyonu sonlandiran kodon ¢ikarildigi zaman kodlanan bolgenin
sonunun okunmadan gegilmesine izin verilir ve miRNA’nin aracilik ettigi translasyonel
baskilama gergeklesmez. Ikinci olasilik; miRNA’lar, zamanindan &nce olgunlasmaya
baslayan polipeptidin islenmesine katilan uzama ve yeni niikleotidlerin eklenmesi gibi

olaylari inhibe eder (72).

Tek bir miRNA pek cok mRNA’1 hedef alarak baglanma o&zelligine ve
proteinlerin yiizlercesinin iiretimini azaltacak etkiye sahiptir. Oyle ki bir tek mRNA nin
3'-UTR’1 pek ¢ok farklt miRNA tarafindan hedef alinabilir. Sonug olarak tiim miRNA
sistemi (microRNAome); hiicresel gelisim, farklilagma, apoptozis ve metabolizma i¢in
gerekli protein kodlayan genlerin % 60’dan fazlasin1 diizenler. Beyinde zengin olarak
bulunan miRNA’larin gorevini yerine getirememesi veya normal olmayan ifadeleri
Alzheimer hastaligi ve Parkinson hastaligi gibi ndrodejeneratif bozukluklara neden
olabilmektedir (36).

miRNA’larin gen diizenlemesi disinda gelisimsel zamanlamadan apoptozise
kadar farkli fizyolojik fonksiyonlar1 da wvardir. Ekspresyon profillerinin ortaya
konulmasinda karmasik tekniklerin yaninda basit teknikler de vardir. Bu tekniklerden
bazilari; kiiciik RNA klonlama, dizi analizi, miRNA microarray’leri ve Real-Time
PCR’dir. Real-Time PCR yaygin kullanilan bir tekniktir. Kok-halka yapisinda primerler
kullanilarak geleneksel primerlere gore daha 6zgiin sonuglar elde edilen bir yontemdir.

Ideal miRNA metodu igin gesitli sartlarin yerine getirilmesi gerekmektedir (73):

1- Baslama materyali kii¢lik miktarlarda olsa bile miRNA profilini tanimlamak
icin yeterli duyarlilikta olmalidir,
2- miRNA’lar arasindaki 2 nt’lik farki tanimlayabilecek giicte olmalidir,

3- miRNA diizeylerinin kantitatif analizine izin vermelidir,
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4- (Cok sayida ornek birarada galigilabilmelidir,
5- Hazirlamasi kolay olmali ve standart molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda

kolaylikla bulunabilecek ekipman ve kimyasallarla ¢alisilabilmelidir.

miRNA’larin tespiti i¢in pek ¢ok gelistirilmis Kimyasal yontem vardir. Bu
yontemlerden en yaygin olarak kullanilani floresans etiketleme yontemi olarak

adlandirilan TagMan Real-Time PCR yontemidir (73).

2.2.6. miRNA Uygulamalari

Biyolojik sistemlerde miRNA’nin rolii onlar1 tedavi edici yaklasimlar igin
miidahale edilebilir hale getirir. Tedavi yaklagimlarinda en yaygin olarak sentetik
antisens  oligoniikleotid  teknolojisi  kullanilir.  Modifiye  sentetik  antisens
oligoniikleotidler miRNA’larin potansiyel inhibitorleri olarak hareket ederler.
miRNA’lara kars1 iiretilen antisens oligoniikleotidler hedeflendikleri miRNA ile
eslesirler. miRNA’larin baglanma boélgelerini isgal ederek hedeflerinden ayrilmalarim
saglarlar. Antisens oligoniikleotidler, 6zglin miRNA’larin inhibisyonu i¢in kullanigh bir
yontemdir. Herhangi bir 6zgiin mRNA’nin normal olmayan baskilanmasi ile anormal
fenotip goriilebilir. Boyle bir durumda antisens oligoniikleotidler ya olgun miRNA’a es
ya da onun oOnciil molekiiliine (pre-miRNA) es {iretilebilir ve bu sekilde mRNA
tizerindeki baskilayicit etkisi uzaklastirilabilir. Drosophila embriyosunda yapilan
calismada mikroenjeksiyon ile miRNA’a karst antisens oligoniikleotidler kullanilarak

MIRNA’nin inhibe edilebilirligi kanitlanmistir (74).

Antisens RNA’larin dokulara ve hiicrelere dagitiminda basarili girisimler
olmasia ragmen beyne kiiciik RNA’larin iletilmesinde biiylik problemler vardir. Kan-
beyin bariyeri norolojik hastaliklarin tedavisinde biiyiik bir engeldir. Bu bariyer
periferik sirkiilasyondan beyine tedavi edici molekiillerin pasif girisini engelledigi igin

molekiiller giris yapamadan inhibe olurlar (58).

Merkezi sinir sisteminin dengesi kan beyin bariyeri sayesinde korunur. Beyin
sistemik kandan bu sekilde ayrilir. Beyin kapilleri oldukga organizedir ve bu

organizasyon sayesinde kan kaynakli bilesiklerden korunur. Noronal ¢evrenin dengesi
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ve dengede kalmasi optimum beyin fonksiyonlari i¢in esastir. Bununla birlikte ¢esitli

norolojik hastaliklar s6z konusu oldugunda kan-beyin bariyeri degisebilir (75).

Kan-Beyin bariyeri endotel hiicreler, astroglia, perisitler, perivaskiiler
makrofajlar ve bazal laminadan meydana gelir. Tiim endojen bilesiklerin ve besin
maddelerinin kan-beyin bariyerini gecisi simirlidir. Bu sinir1 agsmak i¢in pasif tasima
veya enerji gerektiren aktif tagima gibi Ozel sistemlere ihtiya¢ vardir. Kan-beyin
bariyerinin endotel hiicrelerinin plazma membranin1 gecen bilesiklerin difiizyonu bu
bilesiklerin yagda ¢oziinebilirligi, molekiiler agirhigl, elektriksel yiikii  gibi
fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir (75).

Saglikli sartlarda kan-beyin bariyeri, beyine giren ilaglarin ve endojen
bilesiklerin diizenlenmesini yonetir. Hipertansiyon veya nobetler, multiple skleroz gibi
serebral inflammasyon veya serebral infeksiyon gibi ¢esitli merkezi sinir sistemi
hastaliklarinda kan-beyin bariyerinin islevi degisir (75). Kan-beyin bariyerinin bu
ozelliginden yararlanilarak AH gibi hasta yasarken tan1 konulmasinda giigliik ¢ekilen ve
kesin tedavisi miimkiin olmayan hastaliklarda; yasam siiresinin uzatilmasi, yasam
kalitesinin artirilmasi, hasta yakinlarinin ve saglik kuruluslarinin tizerindeki tedavi
masraflarinin getirdigi maddi kiilfetin azaltilmas1 bakimindan taniya yonelik daha kolay
kriterlerin tespit edilmesi onemlidir. Fakat bugiin i¢in miRNA’larin etki mekanizmalari
halen agik olmadigi gibi AH tanisinda kullaniminda da bir kesinlik yoktur. Tan1 igin
postmortem doku Orneklerinin patolojik incelenmesi ve serebrospinal sividaki
isaret¢ilerin  (markir) kullanilmas1 disinda kaynak bulunmamaktadir. Yapilan
aragtirmalar; periferik kan, serum, plazma gibi daha kolay elde edilebilecek viicut
stvilarindaki  miRNA’larin  ekspresyonlarindaki degisimlerin taniya 151k tutmasi

yoniindedir (76).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Araclar-Geregler, Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri

3.1.1. Kullanilan Araclar-Gerecler

» Santrifiij (Niive NF-800)

» Hassas Terazi (AND)

» Manyetik Karistirict (Niive MK-418)

» Derin Dondurucu (Argelik 2031D)

» Real-Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems)
» PCR (Techne Flexigene)

» Etiiv (Niive EN-500)

» Otoklav (Niive OT 4060 V, OT 40 L)

» Vorteks (VELP)

» Mikropipet Seti (Eppendorf)

» Elektromanyetik Karigtirict (Niive MK-418)
» Buzdolabi (Argelik 8188 NF)

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri

2 xTagMan®Universal PCR Master Mix (5ml) (Applied Biosystem-4304437)
2 xTagMan®Gene Expression Master Mix (5 ml) (Applied Biosystem-4369016)
Tris-Hidroklorid (Tris-HCL) (Sigma T-7149)

Steril Apirojen Distile Su (Mustafa Nevzat)

RevertAid™Reverse Transkriptase (200U/ul) (Fermentas, #EP0442)
Ribolock ™RNase Inhibitor (40 U/ul)(Fermentas, #E00382)

dNTPs (10mM) (1ml) (BioBasic, D0056)

5x Reaksiyon tamponu RT-PCR (Fermentas, 00085671)

Dietilpirokarbonat (DEPC, C¢H1005) (SERVA, 18835.02)
Fenol/Kloroform/izoamilalkol 1 Faz (Amresco, K169-100ml)
Guanidintiyosiyanat (GSCN) (Amresco, 0380-500G9)

Proteinaz K (Amresco, 0706-100MG)

V V V V V V VY VYV V V V V

34



Amonyum Asetat (Amresco, 0103)

Sodyum Dodesil Siilfat (SERVA, 20760)

Na,EDTA (Sigma E-5134)

Etanol (Riedel-de Haen 32221)

Polipropilen Real Time PCR Plate (96’1ik) (Applied Biosystems)
Microamp Real Time PCR Plate kaplama Filmi (100’lik) (Applied Biosystems)
Microamp Real Time PCR Plate tutucu (Applied Biosystem)
Pipet ucu 200ul’lik (Starlab, S1111-0006)

Pipet ucu 10ul’lik (Starlab, S1110-3000)

Pipet ucu 1000 pul’lik (Starlab, S1605-0001)

Mikrosantrifiij tiipti 1.5 ul’lik (Starlab, S1605-5500)
Mikrosantrifiij tiipti 0.5 ul’lik (Starlab, S1605-0000)

Santrifiij tiipii 15 ml’lik (Beckton Dickinson, 352097)

Transfer Pipeti 3 ml’lik (CITOTEST, 31027003US)

YV V.V V V V VYV V V V V V V VY

3.2. Kontrol-Hasta Gruplarimin Olusturulmasi

Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan BAP-SBE
TB (SGY) 2010-4 nolu proje olarak desteklenen arastirmamiz igin Mersin Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan onay alindi. Hasta grubu Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Ana Bilim Dali’na basvuran ve takibi yapilan,
DSM-IV-TR kriterlerine gore AH tanis1 alan bireylerden olusturuldu. Saglikli kontrol
grubu ise yine ayni klinige basvuran ailesinde AH dahil herhangi bir néropsikiyatrik
hastalik tanis1 almamis bireylerin se¢ilmesiyle olusturuldu. Hem hasta hem de kontrol
grubundaki bireylerden caligmaya dahil olmayr kabul ettiklerine dair etik kurulda
belirtilen yonergelere uygun bir bi¢cimde hazirlanmis bilgilendirilmis onam formu
alindi. Bu ¢alismaya, hasta grubu olarak Alzheimer hastas1 172 bireyden, kontrol grubu
olarak 109 saglikli bireyden olmak iizere izole edilen toplam 281 bireye ait RNA ve
DNA o6rnegi dahil edildi. Her bireyden 10 ml periferik kan ornegi alinarak, % 2'lik
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) igeren 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. Hasta
ve kontrol drneklerine ait molekiiler analizler Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi

Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali1 Laboratuvarlarinda gerceklestirildi.
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3.3. Periferik Kandan RNA ve DNA Elde Edilmesi

Periferik kandan RNA eldesi i¢in asit guanidinyum — fenol kloroform (AGPC)
yontemi (77), DNA eldesi i¢in ise tuz ile ¢oktiirme yontemi kullanildi (78). Kontrol ve
hasta gruplarina ait kan 6rnekleri, RNA ve DNA elde edilene kadar -20 °C'de saklandh.
Ornekler oda 1s1sma getirildikten sonra RNA ve DNA eldesi igin 5’er ml’lik ayr1 ayr

tiiplere boliindii.

3.3.1. RNA izolasyonu

3.3.1.1. RNA izolasyonunda Kullanilan Tampon ve Cézeltiler

Dietilpirokarbonath Su (DEPC-H,0)

1000 pl deiyonize su igine 1 ml DEPC konularak iyice ¢alkalandi. Aliiminyum
folyo ile sarilarak 1 gece oda 1sisinda bekletildi. 60°C’de 2 saat kapagi hafifge

gevsetilerek tutuldu ve ardindan otoklavlanarak +4 °C’de saklandi.

Sodyum Sitrat (0,75 M)
Sodyum sitrat 5,5 H,0............. 15,78 g

DEPC’li su ile 1000 ml’e tamamlanarak (pH=7.0) otoklavlanda.

Sarkozil (% 10)

Sarkozil............coooiiii 19

DEPC’li su ile 10 ml’e tamamlanda.
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Guanidinyum Tiyosiyanat (GSCN) (4M)
Guanidinyum tiyosiyanat (4M)...... 259

Sodyum sitrat (0,75M)................... 5ml
Sarkozil (% 10).......cccvvviiiinin... 2,5 ml

DEPC’li su ile 50 ml’e tamamlandi.

Denatiirasyon Cozeltisi (Soliisyon D)
GSCN (4M) gozeltisi.........cueuvennes 9,9 ml
2-merkaptoetanol (14M)................ 0,1 ml

Iki soliisyon birlestirilerek kullanildi.

3.3.1.2. Periferik Kandan RNA Eldesi Protokolii

1- Icinde EDTA’I1 5 ml kan bulunan 15 ml’lik santrifiij tiipii iizerine soguk steril distile

su ilave edilerek yaklagik 13 ml’e tamamlanda.
2- Karigim 2-3 dakika hizli olarak agagi-yukar1 karigtirildi.
3- 10 dakika 2000 rpm’de oda 1sisinda santrifiij edildi.

4- Siipernatant atildiktan sonra peletin {izerine soguk steril distile su ilave edilerek

yaklasik 13 ml’e tamamlanda.
5- 10 dakika 2000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant atild1.
6- 4 ve 5. adimlar yaklasik 4-5 kez tekrarlandi.

7- Olusan peletin lizerine 500 pl denatiirasyon soliisyonu eklenerek 2 ml’lik eppendorf

tiipe alind1 ve birkag saniye vortekslenerek buz i¢ginde 15 dakika bekletildi.
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9- Karigimlarin iizerine 700 pl fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) eklenip buz
icinde 15 dakika daha bekletildi.

10- Tiipler 4 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildi.
11- Ust faz alinip yeni bir 1,5 mI’lik steril eppendorf tiipe aktarild.

12- Yeni tiiplere 700 pl kloroform-izoamil alkol (24:1) eklenip 2 dakika 10.000 rpm’de
santrifiij edildi.

13- Ust faz yeni bir 1,5 ml’lik steril eppendorf tiipiine aktarilip alman bu iist faza 1 ml

soguk absolii etanol eklendi ve -20°C’de bir gece birakildu.
14- Tiipler -20°C’den alinip 15 dakika 12.500 rpm’de santrifiij edildi.

15- Tiiplerdeki etanol dokiiliip 500 pul % 70’lik etanol eklendi ve birkag saniye
vortekslendi. Daha sonra 5 dakika 12.500 rpm’de santrifiij edildi.

16- Siipernatant dokiiliip tiiplerin dibinde kalan etanol pipetle alindi.

17- Tiplerin agz1 agik olarak en az 10 dakika bekletilip pelet iizerine 50 pl DEPC’li su
eklenerek -20°C’de saklandi.

3.3.2. DNA Eldesi

3.3.2.1. DNA Eldesi icin Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Niiklei Lizis Tampon Cozeltisi

10 mM Tris-HCl..................... 1,576 gr (pH 8)
400 mM NaCl..........cccevvevnnns 23,4 gr
2 MM NaEDTA.....ccooiiee 0,7gr (pH 7,4)

1 It distile suda ¢oziildii.
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%10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

100 ml distile suda ¢oziildii (pH 7,2).

TE Tampon Cozeltisi

10 mM Tris-HCl.........coevvvene. 0,394 gr (pH 8)

1 mM NaEDTA.......coovii 0,093 gr

250 ml distile suda ¢oziildii.

6 M Amonyum Asetat (C,H;NO;) Tampon Cozelti

CoHINO,. 148 gr
200 ml distile suda ¢oziildii.
6 M Tuz (NaCl) Cozeltisi
NaCl..ooooi 35,5 gr

100 distile suda ¢oziildii.

3.3.2.2. Periferik Kandan DNA Eldesi Protokolii

1.Icerisinde 5 ml kan bulunan 15 ml'lik polipropilen tiipler icine 13 ml'ye
tamamlanacak sekilde soguk steril distile su eklendi ve 2-3 dk siireyle tiipler hizlica

calkalandi.

2. Daha sonra tiipler oda sicakliginda 10 dk 2000 rpm’de santrifiij edildi.
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4. Cokelti tistiindeki s1vi faz (stipernatant) atildiktan sonra tekrar 13 ml'ye tamamlamak
icin soguk steril distile su ilave edildi.

5. Oda sicakliginda 10 dk 2000 rpm’de tiip santrifiij edildi ve tekrar siipernatant atild1.
6. 4 ve 5. Basamaklar 3 defa tekrarlandi.

7. Stipernatant atildiktan sonra ¢okelti tizerine 3 ml nuklei lizis tampon ¢dzeltisi eklendi.
8. 150 ul (10mg/ul) Proteinaz K ve 200 ul %10 SDS kopiirtmeden yavas yavas eklendi.

9. Proteinaz K'nin optimum diizeyde islevini yapabilmesi i¢in tiip alt st edilerek

37°C de ebir gece inkiibe edildi.

10. Inkiibasyon sonrasi Proteinaz K’nin inaktivasyonu igin ornekler 55°C'de 1 saat

bekletildi.

11. 2 ml 6 M Amonyum Asetat veya 6M NaCl ilave edilip hizlica yaklasik 20 defa alt
tist edildi.

12. Oda sicakliginda 10 dk bekletildi ve 15 dk 3500 rpm"de santrifiij edildi.

13. Siipernatant baska bir tiipe alindi ve lizerine 2 kat1 kadar (oda sicakliginda) saf
etanol eklendi.

14. Elde edilen DNA yumagmin miktarina gore Tris-EDTA (TE-pH=8) tampon

¢oOzeltisi eklendi.

15. Ardindan tiipler oda sicakliginda bir gece bekletildikten sonra Real-Time PCR’da

SNP analizleri yapilmak iizere +4 °C'de sakland.

3.4. Ekspresyon Analizi Yapilacak AH ile Iligkili miRNA’larin Se¢ilmesi

miRNA’larin se¢iminde; Alzheimer hastalifi olusumunda etkisi gosterilmis
genlerden APP, BACE1l, PSEN1 ve PSEN2 genlerini hedef alan miRNA’lar;
MicroCosm Targets, TargetScan, miRNAMap, microlnspector, PicTar, miRWalk,
mirbase, mirdb, Patrocles, Diana lab ve Human MiRNAs & Diseases veri tabanlari
kullanilarak tespit edildi. Daha sonra ferrolab (79) ve miracle (80) veri tabanlar ile kan
dokusunda eksprese olduklari onaylanarak calismaya alindi. Son olarak segilen

miRNA’larin hedefledikleri genlerle eslesme etkinligini ortaya koyan degerler icin
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microrna (81) veri tabani kullanildi. Analiz sonuglarina gore; hsa-miR-9-5p’nin hedefi
olan BACEL1 geni ile eslesme skoru %89, hsa-miR-29a-3p’nin hedefi olan BACEL geni
ile eslesme skoru %97, hsa-miR-106a-5p’nin hedefi olan APP geni ile eslesme skoru
%54, hsa-miR-107’nin hedefi olan PSEN1 geni ile eslesme skoru %85, hsa-miR-125a-
3p’nin hedefi olan PSEN2 geni ile eslesme skoru %75, hsa-miR-125b-5p’nin hedefi
olan PSENL1 geni ile eslesme skoru %68 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. miRNA’lar, Alzheimer Hastaligi’nda etkili hedef aldiklar1 genler ve eslesme skorlart (79-
81).

Hedef Gen Hedef Eslesme Skoru (%0)*

hsa-miR-9-5p BACE1 89
hsa-miR-29a-3p BACE1 97
hsa-miR-106a-5p APP 79
hsa-miR-106b-5p APP 54

hsa-miR-107 PSEN1 85
hsa-miR-125a-3p PSEN2 75
hsa-miR-125b-5p PSEN1 68

*http://www.microrna.org (81).

3.5. Genotiplemesi Yapilacak AH ile iliskili miRNA SNP'lerinin Secilmesi

miRNA’lar saglikli tiim doku ve hiicrelerde degisik ekspresyon diizeyine
sahiptir. Biyogenezde gorevli genler ve miRNA genlerinin ekspresyonundaki
degisiklikler ¢esitli diizensizliklere sebep olabilir. Bu diizensizliklerden birisi olan
mesane kanseri lizerine yapilmis bir hasta kontrol ¢alismasinda yer alan miRNA olusum
yolagi genleri segildi. RNASEN (DROSHA), DGCRS8, XPO5, RAN, DICER1, TARBP2,
AGO1(EIF2C1), AGO2(EIF2C2), GEMIN3(DDX20), GEMIN4 genleri iizerindeki
rs10719, rs1640299, rs11077, rs14035, rs3742330 ve rs13078, rs784567, rs595961,
rs4961280, rs197388, rs910924 polimorfizmlerinin (82) miRNA’nin olgunlagsmasinda
hatalara yol acarak AH’da da ayni sonuglar1 gosterebilecegi diisiiniildii. Polimorfizmler
icin beyaz irkta Minor Allel Frekanst (MAF) 0.01'den biiylik olanlar ve 6zellikle gen

islevinde ve ekspresyonunda yeri olan tutan 3’-UTR, promotor ve 5'-UTR bolgelerinde
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yer alan SNP’ler tercih edildi (Cizelge 3.2). Bu bolgeler, ilgili polimorfik diziye 6zgii

primer ve problar kullanilarak analiz edildi.

Cizelge 3. 2. miIRNA biyogenezinde gorevli genler ve genlere ait SNP'ler (82).

Kromozomal Referans SNP . Varyant
Pozisyon

Yerlesim* N[o] (M>m)

(S’F\{'g\gﬁﬁ) 29102 | chr5:31401447 510719 3-UTR C>T
DGCR8 54487 chr22:20098359 rs1640299 3-UTR G>T
XPO5 57510 chr6:43490947 rs11077 3-UTR A>C

RAN 5901 chr12:131361241 rs14035 3-UTR C>T
DICER1 23405 chr14:95553362 rs3742330 3-UTR A>G
DICER1 23405 chr14:95556747 rs13078 3-UTR A>T
TARBP2 6895 chr12:53894465 rs784567 5-UTR C>T

AGOL1 (EIF2C1) 26523 chr1:36367780 rs595961 intron 10 A>G
AGO2 (EIF2C2) 27161 chr8:141647414 rs4961280 promotdr C>A
GEMIN3 (DDX20) 11218 chr1:112297482 rs197388 promotdr T>A
GEMIN4 50628 chr17:655920 rs910924 promotdr C>T
Kisaltmalar: M>m, major>minér allel; chr, chromosome (kromozom)
* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
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3.6. Ekspresyonlar i¢cin Real-Time PCR Primer ve Prob Dizilerinin Sentezlenmesi

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Enstitiisii veri taban1 (NCBI; National Institute of
Biotechnology Information) (83) kullanilarak mRNA dizileri elde edilen hsa-miR-9-5p,
hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-125a-3p,
hsa-miR-125b-5p ve endojen kontrol olarak segilen hsa-miR-26b-5p genlerine ait
ekspresyonlar1 dlgmek lizere bu miRNA’lara 6zgiin kok-halka yapisindaki primer ve
prob dizileri Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) programi kullanilarak
tasarlandi®. Sekil 3.1'de (84) kok-halka yapisindaki referans pri-miRNA dizileri

gosterilmis ve bir kol iizerindeki olgun miRNA dizileri kirmizi ile isaretlenmistir.

A) hsa-miR-9-5p

c guug uc g u ug
gggguug uua uuugguuaucuagcu uaugag gg u

T T T T A Y A

ccccaau aau aagccaauagaucga auacuu cu g
a -aaa ga a - ga

B) hsa-miR-29a-3p

uuu c ucaa
augacugauuuc ugguguu agag u
et FErerer el a
uauuggcuaaag accacga ucuu u
ucu - uuaa

C) hsa-miR-106a-5p

u cc - g g c u
cc ugg auguaa aagugcuuaca ugcag uag uu u

L T T 1 U T U e T I O N R
gg acc uacauu uucacgaaugu acguc auc ag g
u au c a - u a

(Bir sonraki sayfada devam ediyor)

! Mersin Universitesi Tip Fakiitesi Tibbi Biyoloji AD Baskani Prof. Dr. M. Emin ERDAL tarafindan
tasarlanmistir.
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(Bir onceki sayfada devam ediyor)

D) hsa-miR-106b-5p

c -ua g a a -- uc
ccugc ggggc aagugcu acagugc g uagu gg c
FEErr 1l Feerrer eeeerrr rreer 1l
ggacg ccucg uucaugg ugucacg € aucg cc u
a ucg g c - ug uc

E) hsa-miR-107

c c --c u u c u a
ucu ugcuuu agcu cu uacaguguugc uug ggc u
FEE et e O
aga acgaaa ucgg ga auguuacgacg aac uug g

- c cua - c - - a

F) hsa-miR-125a-3p

u uu uc ug c¢ ua ---- a
gccag ¢ cuagg cc aga ccuu accuguga gg c

cgguc g ggucc gg ucu ggag uggacacu cc a
c uc ga gu u -- ggga u

G) hsa-miR-125b-5p

u uc u uc ug c au c
gcgc cuc cag cC aga ccuaacuugug guuua c

I e e O
cgug gag guc gg ucu ggauugggcac uaaau u
u cu c ga gu c¢ -c u

H) hsa-miR-26b-5p

ga - u uc u ug
ccgg ccc agu caaguaau aggauagguug g C

T e O e O e R R N N N e RN
ggcc ggg ucg guucauua ucuuguccgac ¢ u
ag c - cc - ug

Sekil 3.1. Kok-halka yapisindaki pri-miRNA dizileri tizerinde yerlesik olgun miRNA dizileri: A) hsa-

miR-9-5p, B) hsa-miR-29a-3p, C) hsa-miR-106a-5p, D) hsa-miR-106b-5p, E) hsa-miR-107, F) hsa-miR-
125a-3p, G) hsa-miR-125b-5p, H) hsa-miR-26b-5p (84).
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Total RNA’dan ilgili miRNA’lar1 elde etmek icin cDNA olusturmak iizere RT
(reverse transcriptase) primer dizileri ve miRNA’larin 6zgiin ekspresyonlarini analiz
etmek i¢in primer ve prob dizileri “Metabion International AG, D-82152
Martinsried/Deutschland” tarafindan sentezlendi. Ekspresyon i¢in RT primerleri kok-
halka yapisinda tasarlandi. Her prob 5' ucunda FAM ile isaretlenmis floresan 1gima
yapabilen boya ve 3" ucunda ise bu igimanin gergeklestigi dalga boyuna sahip 15181n
yayilmasini engelleyen Black Hole Quencher™ (BHQ) adindaki “quencher” (sogurucu)
kovalent bag ile baglanmistir. Ayrica sitozin niikleotid yerine sitozin analogu olan C-5
propinil-deoksiribo Sitozin (pdC) ilavesiyle prob tasarlanmasi sirasinda floresan boya
ile isaretli oligoniikleotidin erime sicakligi (Tm) arttirtlarak hedefe 6zgiilliikk korunmaya
calisilmistir. Prob dizileri tasarlanirken ilgili miRNA’nin 6zgiin olarak elde edilmesi ve
ekspresyonunun 6lgiilebilmesi igin sikistirilmis niikleik asit teknolojisinden (Zip nucleic
acids-ZNA) vyararlanilmistir  (Cizelge 3.3). ZNA problar oligoniikleotidler ile
yapisindaki spermin iinitesi araciligiyla baglanti kurar ve hedefe ilgileri artirilir.
Boylece ZNA’larin erime 1sis1 (TM- Melting Temperature) 6nemli derecede artar ve

hedefe 6zgiinliik de artirilmis olur (85).
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Cizelge 3.3. miIRNA RT-PCR (Reverse Transcription PCR) ve Real-Time PCR primer-prob dizileri.

miRNA Adi

*miRNA Gen
No

*»+*miRNA Niikleotid Dizi
No

Primer ve Prob Dizileri

hsa-miR-26b-5p

407017

NR_029500.1

5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACACCTAT-3’

5’-F-GCCGCTTCAAGTAATTCAGG-3’

57-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)A(pdC)CTATCC-ZNA4-BHQ-1-3°

hsa-miR-9-5p

407046

NR_029691.1

5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACTCATAC-3’

5’-F-GCCGCTCTTTGGTTATCTAGCT-3’

5’-PR-FAM- TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)T(pdC)ATA(pdC)AG-ZNA4-BHQ1-3’

hsa-miR-29a-3p

407021

NR_029503.1

5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACTAACCG-3’

5’-F-GCCGCTAGCACCATCTGAAAT-3’

5-PR-FAM- TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)TAA(pdC)CGAT-ZNA4-BHQL-3’

hsa-miR-106a-5p

406899

NR_029523.1

5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACCTACCT-3’

5’-F-GCCGCAAAAGTGCTTACAGTGC-3’

5’-PR-FAM- TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)CTACCTGC-ZNA4-BHQ1L-3’

hsa-miR-106b-5p

406900

NR_029831.1

5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACATCTGC-3’

5’-F-GCCGCTAAAGTGCTGACAGT-3’

5-PR-FAM- TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)ATCTGCAC-ZNA4-BHQ1-3’

hsa-miR-107

406901

NR_029524.1

5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACTGATAG-3’

5’-F-GCCGCAGCAGCATTGTACAGGG-3’

5’-PR-FAM- TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)TGATAG(pdC)C-ZNA4-BHQ-1-3’

hsa-miR-125a-3p

406910

NR_029693.1

5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACGGCTCC-3”

5’-F-GCCGCACAGGTGAGGTTCTTG-3’

5’-PR-FAM-TGCATACGACGGCTCCCA-ZNA4-BHQ1-3’

hsa-miR-125b5p

406911

NR_029671.1

5’-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACTCACAA-3’

5’-F-GCCGCTCCCTGAGACCCTAAC-3’

5’-PR-FAM- TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)T(pdC)A(pdC)AAGT-ZNA4-BHQ1-3’

miR-Universal

5’-R-GTGCAGGGTCCGAGGTAT-3’

*Www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, **http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP, (F: Forward, PR: Prob)

46




3.7. SNP’ler icin Real-Time PCR Primer ve Prob Dizilerinin Sentezlenmesi

Aragtirmamiza konu olan genlere ait diziler Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Enstitiisii
veri taban1 (NCBI; National Institute of Biotechnology Information) (83) kullanilarak
elde edildi. Sekil 3.2-3.12'de referans genom dizileri iistte belirtilmis olup primer
eslesme bolgeleri sar ile isaretlenmistir. Yesille isaretlenen bolgeler ise prob eslesme
bolgesidir. Kirmizi renkle isaretlenen niikleotid polimorfik allelin yerini isaret
etmektedir. Her bir primer ve prob dizisinin iistinde NCBI numaralari ile insan referans
genom dizileri belirtilmistir. DROSHA (RNASEN), DGCRS8, RAN, TARBP2, DICER1,
XPO5, AGO1, AGO2, GEMIN3 ve GEMIN4 genlerine ait polimorfizmlere 6zgii primer
ve prob dizileri Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) programi kullanilarak
tasarlanmustir? (Cizelge 3.4) .

NM_001100412.1
AAATAAAAGGAAGTAATGCACATTCACCARAGTCAAGTTTTCCGTTAAATAGAAGAAAAATCTAATACTT
TGTAATAAAGACCATCCAGCTAAAAACAGATCATTAAAACAACAATAGCGATTTGACTCTGTATTTTATT
TCAAT GIAGCACACTTCITTCATTGTCTGCAGGAQAACTAGGCTAGGTCTCAATAGACAACAGTCACAGTT
ACTGAGCAAGTAAATACTCCACACTTGCATGCCCTCCTTTATTTCTTGATGTCTTCAGTCTC

Sekil 3.2. RNASEN (DROSHA) geni rs10719, C>T polimorfizmi (83).

NG_022931.1

ARCCATCRAAGGTGGTCCCTCTCCAGTCTGGACACGATGCCAGCAAGGATGACGTCCTGCCACCTCCTGGA
GTTACCCTGGCCTCCTAGGGTCCCTTTTTCTGATGAAGECTTARTMCCCTARAAGCGCCHCTTTGGACAC
TGAGGCCCTCTCTGCCTTTCCTGGCCTCCGGCAACAGTTTTTTACAAAGAT TTTTTGCAGTCGAGTCCAT
ATGTCCACCCATTGATTTTTAAAGCTTTTGTGATATTTTAGCATTTTGAAAGACTTTCACAGTGAGAGTA
GAAGGTAGATTTGGAATCATGCATTTTAGCAAGTGGACTTGTTGAAACAGGAAGCAAGGGCCTTCAGTGT

Sekil 3.3. DGCR8 geni rs1640299, G>T polimorfizmi (83).

2 Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD Bagkant M. Emin ERDAL tarafindan
tasarlanmustir.
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NM_020750.2

TGTCATGTGACACTATCTAGGGTACTGTGGCTCTTGTGCCTGAGTGGACCTTGAGGCTGGGGAGGCCAGA
CTGAGGGGTCATTCATGGAAGGGCAAGATGTGTGAACTCTARAGGGGATGTTAGCACTAAAGACTICCCA
GCCCTGGTCCTTGGAGGTACTATACTTGATACTGTGCCAAGTTTAGCAGTAGCCTGTACCATGGATCCCA
TCAGGTGACCAGATTCTTGCCCAAAGCAAAGTTGAGAGAACTGACCAAGTTCTCTTCAGCACTTAGCACC

TAACCCAGACATGCCCCTTAGGGAGTGGGGAAAGTTTCCTGCCAGCCCAGCAGCAARAGGGCTCAGTGGG

Sekil 3.4. XPO5 geni rs11077, A>C polimorfizmi (83).

NT_009755.19
AGGAGTACCTGAAAACTGTGGGTAAACATGGACCATTTTCCTTGCGTATCAACTTCACACTAAGCATCTA
ACATTCAAACAAAARAAGTGCAAAATTTGTAATTATTTTTAACAGCAAGAATTCCCAACCTCCTGCCATCC
ACTGATGTTCCATCCTGTTTGARGTTCTACATTAAAACATGATTACTTTTGCCATAAAAGAAAATATTAC
CCTTAAAATATCTATTTGATATGTACAAACCACATTTTTATTCTGACAGGTCACAGATTTTGAGCAAGTG
CTTCCCTAGGTGACCCTACCTAGCCAATATGAAGGTGGAGCARACACTGCTTTAGCTTAACTGCACTAAT
ATTTACACCATGTAACCCTTCTAAC

Sekil 3.5. RAN geni rs14035, C>T polimorfizmi (83).

NG_016311.1
TTATTCAAATGTAATTAAAACAACCATATAGGTAATARACATGACATGAGTTTCTCTTCTGCAGATAATG
CAAATGGGTTAAAGACTCTTAACATAATTTCAGATGCAGT TAAAAAAAGGTATCAAGGTCTCAGTTTGGT
GGCTTCAATCTTGTGTARAGCGAT T ACHCACCCT ARCAGAGGAAGATCCAATATTTTAAATCAACGGGGC
CTTGTGCATGAACTGCGCTCGATCTGGATTCCAGTGATCCTCTGCAGTGCCCACCTGCCTCCAGGGAGCG
ACTGAAGAAGCCGACTGCCG

Sekil 3.6. DICER1 geni rs3742330, A>G polimorfizmi (83).
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NG 016311.1

CGCAAAAAACTAAAACTACAATTAGTTCCAARATTTTATACATATGTTAAATGTTTTATTCTGTTATCTA
TCCTGTTATCAACCAAACTTTAAATTCTGCCTTCAATTCATTCCACTCACTARCAACTTTAAGTCTTCCT
ﬂTCCGATTTAAATAATTTTCCCCTTAATTTTTTTTGTTTTGTTTCTTGTTTTGAATTTTAAAAAGCGGTT
TCAGCTATTGGGAACCTGAGGTTGATTAGCTTTGAGGCTTCGGAGGGCTCTTCTTGCTGCTGCAGATTTG

GCAATCCTGTAACTTCGACC

Sekil 3.7. DICERL1 geni rs13078, A>T polimorfizmi (83).

NT 029419.12
AAAGGTTTCACAAAAGAAGCAACACCTGAAGGGAGGTGAAGGACGACCTAGGAAAAGGAAGCAAGTTCTG
TGTCACGGAGGCCCAAGGGCAAGGGGCTTAGGCTGTGGGT TGAGGGGACTGTCTGAGACGGACTTARACC
TGCACCAGCTCCAGAGCCCTGCGGRAACAGAGATCHGTCCCCTCCGGCGTCTAGGTAAGGCCCACCCTCC
CAGACCGCAAAGAGCCAGGATCCGACGGCAGCCTCTCCGGACCAATCACAACCTTCCTTCATCAAGGAGG
CGGGGTCGGGGGGGGCTGAC

Sekil 3.8. TARBP2 geni rs784567, C>T (G>A) polimorfizmi (83).

NT 032977.9

GTGCGAAGCAGGCGATGGCCCAGACTTTGATCTCAATCCCATTGTAGAACTGTTTCCCCCGCATGTCCCA

GACACCCTGATTGGGTGTGGCAATGGCCCGGTTCTGGGGATAGGTAGAGGGGGCGCCMAGGTGAGCCTCA

GGTGGGTAGGGGAGCAAAAGCCCCTGGCTATACAACCCAACCACCCCCATATGCCCCGAGA
TGTTGTCTGGCCCTGACCCTGCTCACCCGGCCGCCGTACTGCAAGATGGGCGCCGGCAGCACTCGCCCTG

TCACCTCCGTCATGTCATCC

Sekil 3.9. AGO1 geni rs595961, A>G polimorfizmi (83).
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NW_001839140.1
ACGAAATCCTTGCAACAAAGTTCCCCAACACAGCGCTCAAAGGAGCTGAAGGCGGGCTGAGGGCAGCCAG
TGATGACAGAGCCTTCTGGGCCTTTGCTGAGGCGTGCAGT CGCTGACAGCAGGGCAGTTGGGCCTCAGGG
ATTTCGGGCCAAAACGAGTTTTCRGGATATGTGAAGGAGACAGGGGCAGAGAGAGAGGGTGGGCATCTGC
GAACTGGGAAGATTGATGAGGTTGCATGGTTCATAAATAGGARAGTGGTAACATTCATGATTATTTARAA
ATTTCCTTGAAATACTACAG

Sekil 3.10. AGO2 geni rs4961280, C>A polimorfizmi (83).

NT 010718.16
GGTGGAGAGTTGGAGTGGCTGTTACTACTCGATCTCAGGGGGAGGAGACAGGCACGCGATGTTTGTGTTT
TGTCAAGCACAGATTGCAAGCTCGGGGTCCAGCGTARAACCCCACCATGTTTGGGCTCACACGGCGCATTT
TCTGGGGAGGACCAGCCCTCAAAAAGRGTCTAGGATCCGGAACGCTGCTGTCTGGAGGGGGCGGCGCGGL
AGGAGCGCGTTGAGGGACTGTATGTGGCGCGAGCTGGGCGGGTGEGAGTGGAAGCCTCGCGTGGTGCGGEC
CGCGCTGGGTGGTGGGCGTIC

Sekil 3.11. GEMIN3 geni rs197388, T>A polimorfizmi (83).

NT 032977.9
TCTCTGCCACTTTTCCTTGCTGTGGTCTTCTGCTCAAATATCAGCTTTTCAAAGAGGTCTTGAACACCCT
AAGACAGCTCTGTCATCCTICTCTGCTGCCTGGCCTTTCCCAGCACTCTCTTGTTTTGCTTTATTTTTTCT
TTATGATACTTATACCTACCTGAAATTATATGTCTECTGCCTGTCTCCCACACTCTATGAGGACAAGAAC
CTATTCTGTCTTGTTCTCCTCTGCATCCCTAGTGGGAAAAACAATCTGACACATAGGAAATGTTCAATAT
TTATCAAATGATTGAGCTCC

Sekil 3.12. GEMIN4 geni rs910924, C>T polimorfizmi (83).

50



Cizelge 3.4. miRNA olusum yolaginda gorevli genlere ait primer ve prob dizileri.

Gen Adi *Gen No **SNP No Primer Dizileri Prob Dizileri
AGOL 26503 505061 F:5’-CAATGGCCCGGTTCTGG-3’ PRC(G):5’-FAM-G(pdC)CCAGGTGAG(pdC)CT(pdC)AGTA-BHQ-1-3’
IS
R:5’-~AGGGGCTTTTGCTCCCCTA-3’ PRT(A):5-YakimaYellow™-G(pdC)CTAGGTGAG(pdC)CT(pdC)AGTAGAGTC-BHQ-1-3’
AGOD 27161 1961280 F:5’-CCTCTCTCTCTGCCCCTGTCT-3’ PRC:5’-FAM-TT(pdC)ACATAT(pdC)CCCAAAA(pdC)TCGT-BHQ-1-3°
I'S
R:5’-CAGTTGGGCCTCAGGGATTT-3’ PRA:5’-YakimaYellowTM-T(pdC)A(pdC)ATAT(pdC)CACAAAA(pdC)T(pdC)GT-BHO-1-3°
DICERL 23405 13078 1F:5>-TTAAATTCTGCCTTCAACTCATTCC-3’ PRA:5’-FAM-CT(pdC)A(pdC) TAACAA(pdC) TTTAAGT(pdC)TT(pdC)CTT-BHO-1-3°
Is
1R:5’-CCCAATAGCTGAAACCGCTTT-3’ PRT:5’-YakimaYellow™-CT(pdC)A(pdC)TATCAA(pdC) TTTAAGT (pdC) TT(pdC)CTT-BHQ-1-3’
DICERL 23405 2742330 1F:5’-TCAAGGTCTCAGTTTGGTGGCT-3’ PRG:5’-FAM-AAGGGATTAGGCA(pdC)C(pdC) TAA(pdC)AGA-BHQ-1-3
I'S
IR:5’- CGAGCGCAGTTCATGCAC -3 PRA:5’-YakimaYellow™- AAGGGATTAGACA(pdC)C(pdC) TAA(pdC)AGAGC-BHQ-1-3’
RNASEN 29100 10719 F:5°-CATCCAGCTAAAAACAGATCATTAAAAC-3’ PRG:5’-FAM-CTTCGTT(pdC)ATTGT(pdC)TG(pdC)AGGABHQ-1-3’
Is
(DROSHA) R:5-TGACTGTTGTCTATTGAGACCTAGCCT-3’ PRA:5’-YakimaYellow™-CTT(pdC)ATT(pdC)ATTGT(pdC) TG(pdC)AGGA-BHQ-1-3°
GEMIN3 11218 197388 F:5’-CCCAGCACTCTCTTGTTTTGC-3’ PRT:5’-FAM-TATATGT(pdC) TT(pdC) TGC(pdC) TGT(pdC)T(pdC)C-BHQ-1-3’
Is
(DDX20) R:5’-AGACAGAATAGGTTCTTGTCCTCATAGAGT-3’ | PRA:5’-YakimaYellow™-ATTATATGT(pdC)TA(pdC)TGC(pdC)TGT(pdC)T(pdC)C-BHQ-1-3
F:5’-CACCATGTTTGGGCTCACAC-3’ PRT:5’-FAM-CCGTCAAAAAGTIGTCTAGGATCCGGA-BHQ-1-3’
GEMIN4 50628 rs910924 :
R:5’-CGCCACATACAGTCCCTCAA-3’ PRC:5’-YakimaYellow™-CAGCCGTCAAAAAGCGTCTAGGATC-BHQ-1-3’
RAN 5001 14035 F:5-TGCCATCCACTGATGTTCCA-3’ PRA:5’-FAM-C(pdC)TGTTTGAAGTT(pdC) TA(pdC)ATTAAAA(PdC)AT-BHQ-1-3°
Is
R:5’-TGACCTGTCAGAATAAAAATGTGGTT-3’ PRG:5’-YakimaYellow™-C(pdC)TGTTTGAGGTT(pdC) TA(pdC)ATTAAAA(pdC)A-BHQ-1-3’
POS 57510 11077 F:5’-TCATGGAAGGGCAAGATGTGT-3’ PRT:5’-FAM-A(pdC) TAAAGA (pdC) TTCC(pdC)AG(pdC)C(pdC) T-BHQ-1-3’
Is
R:5’-CCATGGTACAGGCTACTGCTAAACT-3’ PRG:5’-YakimaYellow™-A(pdC) TAAAGA (pdC) TGCC(pdC)AG(pdC)CCT-BHQ-1-3
F:5’-AACCTGCACCAGCTCCAGA-3’ PRA(T):5’-FAM-AAA(pdC)AGAGATCAGT(pdC)C(pdC)CT(pdC)C-BHQ-1-3
TARBP2 6895 rs784567 ]
R:5-TGGGAGGGTGGGCCTTA-3’ PRG(C):5°-YakimaYellow™-AA(pdC)AGAGATCGGT(pdC)C(pdC)CTCC-BHQ-1-3’
F:5’-TGGCCTCCTAGGGTCCCTT-3’ PRG:5’-FAM-TCTTAATGC(pdC)CTAAAAG(pdC)GCC-BHQ-1-3’
DGCRS 54487 rs1640299 ;
R:5’-AAGGCAGAGAGGGCCTCAGT-3’ PRT:5’-YakimaYellow™-T(pdC) TAATTC(pdC)CTAAAG(pdC)GCCT-BHQ-1-3°

* www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, ** http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP
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Primer ve prob oligoniikleotid dizileri “Metabion International AG, D-82152
Martinsried/Deutschland” tarafindan sentezlendi. Her prob 5' ucunda Yakima Yellow
veya FAM ile isaretlenmis floresan 1s1ma yapabilen boya ve 3 ucunda ise bu 1s1manin
gerceklestigi dalga boyuna sahip 1s18in yayilmasini engelleyen Black Hole Quencher™
(BHQ) adindaki “quencher” (sogurucu) kovalent bag ile baglanmistir. Ayrica sitozin
niikleotid yerine sitozin analogu olan C-5 propinil-deoksiribo Sitozin (pdC) ilavesiyle
prob tasarlanmasi sirasinda floresan boya ile isaretli oligoniikleotidin erime sicakligi
(Melting Temperature-Tm) arttirilarak hedefe 6zgiillik artirilmaya calisilmistir. pdC
yeni bir baz analogudur. Her bir pdC eklenmesiyle T, yaklasik 2.8°C yiikselmektedir
(80). Prob dizilerinde alt1 ¢izili niikleotid polimorfik alleli belirtmektedir. Yakima
Yellow VIC e alternatif olarak 6zel gelistirilmis bir boyadir. 530,5 nm maksimum
absorbsiyon ve maksimum emisyon 549 nm ile FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer; Floresan Rezonans Enerji Transferi) teknolojisini kullanan florofor 1sima
algilayicilariin tamamiyla uyumludur. Eclipse® Dark Quencher (EDQ) ve Black Hole
Quencher™ (BHQ) ile en iyi sonug elde edilebilir (86).

3.8. Real-Time PCR ile Ekspresyon Analizi Yontemi

Real-Time PCR gen eckspresyon miktarinin Olgiilmesi igin altin standarttir.
Yontem; duyarli olmasi, dogrulugu ve pratik kullanimi bakimindan tercih edilmis ve
ekspresyon analizinde Applied Biosystems (ABI) Prism 7500 Real-Time PCR cihazi
kullanilmistir. Periferik kan orneklerinden RNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra
hem hasta hem de kontrol grubunda Alzheimer hastaliginda etkili APP, PSEN1, PSEN2,
ve BACEL1 genlerini hedef alan olgun miRNA’lara ait ekspresyon miktarlarinin dlgtimii
gerceklestirildi. Olgiimler, total RNA’dan PCR ile komplementer (¢cDNA) DNA eldesi
sonrasinda olusan 6rnekler ve miRNA’larm olgun dizilerine 6zgii kok-halka yapisindaki
primerler ve problar kullanilarak Kantitatif Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction; gRT-PCR) yontemi
ile tespit edildi. Olgun miRNA’larin tanimlanmasini saglayan sistem; Kantitatif kok-
halka RT-PCR (gQRT-PCR) ve TagMan analiz ikilisinden olusmaktadir. Teknigin amact;
stem-loop primerler ile miRNA molekiiliinii hibridize ederek tersine transkriptaz ile

ekspresyonlarini izlemektir. Yontemde kok-halka RT primerlerin 5 sonu ile miRNA
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molekiillerinin 3’ sonu baglanir ve tersine transkriptaz enzimi ile tersine transkribe
edilir. Daha sonra RT iiriinleri miRNA’a 6zgii ileri-geri primerler ve floresan isaretli
TagMan problar ile analiz edilir. Primerler kuyruklanarak (kok-halka yapisina 6zgiin
primerler ile) miRNA molekiillerinin dizi kompozisyonuna bagl olarak Tm’i artirtlir
(Sekil 3.13) (73). Bu da hedef miRNA’lar i¢in daha 6zgiin tanima saglar (87).

Stem-loop
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3 s
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Sekil 3.13. TagMan miRNA analiz gemasi (73).

gRT-PCR yonteminde amag endojen bir kontrol ve pozitif bir kontrol esliginde
analiz edilecek orneklerin karsilastirmali olarak ifadesinin tespit edilmesidir. miRNA
ekspresyon diizeylerinin Ol¢iilmesi hiicresel siireglerdeki rollerinin (proliferasyon,

farklilasma ve hiicre 6liimii) iyi anlagilmasi ve hastaliklar i¢in potansiyel biyoisaret
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olarak tanimlanmalarinda esastir. ideal bir endojen kontroliin ekspresyon motifi géreceli
bi¢imde sabittir. Diizeyleri doku ve hiicre tiplerinde olduk¢a fazladir (88). Endojen
kontroller PCR karisimina yiiklenen ¢cDNA orneklerinde ekspresyon miktarlarindaki
farkliliklar1 hedef genlerin ekspresyon diizeyleri ile normalize etmek i¢in kullanilir. En
iyi sonug test edilen drneklerde ekspresyonu bilinen bir kontrolle alinir. Endojen kontrol

ekspresyonu tiim ¢alismada homojen dagilim gostermelidir (73).

Calismamizda ekspresyon igin hsa-miR-26b endojen kontrolii segildi ve saglikli
bireylere ait RNA havuzundan olusturulmus pozitif kontrol esliginde 7 miRNA genine
ait ekspresyon diizeylerini belirlemek {izere ilk olarak her bir miRNA’a 6zgii (Reverse
Transcription PCR (RT) primerler ile cDNA kiitiiphanesi olusturuldu. cDNA, tersine
RT-PCR ile gen spesifik primerler kullanilarak total RNA’dan sentezlendi. 10ul’lik
RT-PCR reaksiyon karisiminda 10 ng RNA 6rnegi, 50 nM kok-halka RT primer, 5 X
RT tamponu, 10 mM dNTP, 0,25 mM MultiScribe Reverse Transkriptaz ve 0,1 mM
RNaz inhibitorii olacak sekilde hazirlandi. 5 pl izole edilen RNA 6rnegi eklenerek elde
edilen 15 pl’lik karisim Techne Flexigene PCR cihazinda 16 °C’de 30 dak., 42 °C’de 30
dak., 85 °C’de 5 dak. inkiibe edilerek siire bitiminde -20 °C’e alindi.

Olusan cDNA Kkiitliphanesinden her bir miRNA’a ait ekspresyon profillerinin
elde edilmesi i¢in Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR sistemi kullanildi. 25 pl’lik
PCR firtinii 5 pl cDNA, 2 X TagMan Universal PCR Master Mix, primerler 900 nM,
problar 200 nM olacak sekilde hazirlandi. 25 pl’lik reaksiyon karisimi 96 kuyucuklu
optik propilen tabagin her bir kuyusuna uygulandi. Real Time PCR Film (Applied
Biosystems) ile kaplandi. Is1 bloguna yerlestirilen plate 50°C’de 2 dak. 1 dongii, 95
°C’de 10 dak. 1 dongii, 95 °C’de 15 san. 50 dongii ve 60 °C’de 1,5 dak. 1 dongii olacak

sekilde hazirlanan ylirlitme metodu ile analize baslatilda.

3.9. miRNA Genlerine Ait EkspresyonlarinTespit Edilmesi

Yontem; hedef ve endojen kontrol ile pozitif RNA &rnegine (TagMan Human
Control Total RNA-4307281) gore ekspresyon diizeylerindeki farkliliklari hesaplama
seklinde caligmaktadir. Yaklasik iki saat siiren analizin ardindan programin hesaplamis

oldugu AAC+ degerleri kullanilarak karsilastirmali esik devri adi verilen (comparative Cr)
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yontem ile 2744¢T degerleri hesaplandi. Goreceli gen ekpsresyonu analizi de denilen bu
yontemde bir referans RNA ve bir endojen kontrole (hsa-miR-26b) gore arastirilan
miRNA’larin verileri alind1 (89).

SDS 2.0.3 yazilimu ile logaritmik cizelgede gercek zamanli ¢ogalim egrilerinin
analizi yapildi ve AACt degerleri kullanilarak ekspresyon diizeyleri belirlendi. Sekil
3.14°de mavi renkli egri ekspresyon diizeyini (FAM), kirmiz1 renkli yatay ¢izgi ise ROX

(6-Karboksi-X-Rhodamin) pasif refereans boyasini temsil etmektedir.

Multicomponent Plot

Fluorescence
&
o
o
o
o

Cycle

Legend
I rFAv Il ROX

Sekil 3.14. Standart ekspresyon egrisi.

3.10. Real-Time PCR Yontemi ile Genotip Analizi

Real Time PCR Genotipleme analizi Applied Biosystems (ABI) Prism 7500
Real-Time PCR cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Allele 6zgiin tasarlanan
hibridizasyon problarmin her bir reaksiyon dongiisiindeki floresan 1simasi Olciilerek
farkl1 allelleri tasiyan oligoniikleotidlerin amplifikasyon miktarlar1 belirlendi. Ozgiin
prob cifti hedef bdlgede yer alan polimorfik allele hibridize olabilen iki farkl
oligontikleotitten olusmaktadir. Hedef DNA bolgesine hibridize olan probun 3' ucunda

quencher 5' ucunda floresan 1s1ma yapan boya bulunmaktadir. Prob serbest haldeyken
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floresan 151ma quencher tarafindan sogurulacagindan emisyon bir bakima engellenmis
olur. Bu iki molekiil birbirlerine ¢ok yakin hibridize olduklarinda Real-Time PCR
sisteminin 151k kaynagi dondr boyayr uyarir ve uzun dalga boyunda floresan 1sima

gergeklesir.

Reaksiyon karisimi her bir DNA 6rnegi 10 ng, 2 X TagMan Universal PCR
Master Mix, primerler 900 nM, problar 200 nM olacak sekilde hazirlanan 25 pl’lik
karisimin kontamine olup olmadigini belirlemek iizere her bir reaksiyon plate’i icin
ornek DNA igermeyen negatif kontrol kuyucugu kullanildi. Kalan 95 kuyucuga hasta ve
kontrol bireylerine ait DNA &rnekleri eklenerek 96 kuyucuklu plate’in iizeri Microamp®
Real Time PCR Film (Applied Biosystems) ile kaplandi. Is1 bloguna yerlestirilen plate
60°C’de 1 dak. 1 dongii, 95 °C’de 10 dak. 1 dongii, 95 °C’de 15 san. 40 dongii, 60°C’de
(DICERL rs3742330 ve AGO1 rs595961 igin 65°C, DICER1 rs13078 igin 64°C,
GEMIN3 rs197388 i¢cin 66°C, GEMIN4 1rs910924 i¢in 67°C, AGO2 igin rs4961280
68°C) 1 dak. (DGCRS8 rs1640299, DROSHA (RNASEN) rs10719, XPOS5 rs11077, RAN
rs14035, TARBP2 rs784567 igin 1,5 dak.) 40 dongii, 60 °C’de 1 dak. 40 dongii olacak
sekilde analize baslatildi. Yaklasik iki buguk saat siiren analizin ardindan ¢oklu eleman

grafikleri izerinden genotip tayini yapildu.

3.11. miRNA Olusum Yolagi Genlerine Ait SNP’lerin Tayin Edilmesi

SDS 2.0.3 yazilimu ile logaritmik ¢izelgede gercek zamanli ¢ogalim egrilerinin
analizi yapilarak genotipler belirlendi. Real-Time PCR cihaz1 ile elde edilen
amplifikasyon egrileri kullanilarak 6rneklerin genotipi tayin edildi. Polimorfik allelleri
tasiyan ve 5’ ucunda prob bagli DNA oligoniikleotidinin floresan 1g1ma miktarinin birim
PCR termal dongiisiine gore artis egrisinin sigmoyidal olmasi beklenir. Cilinkii DNA ¢ift
zincirli molekiiler yapiya sahip oldugundan her bir dongii sonunda DNA miktar1 iki
katina ¢ikar ve bunun sonucu olarak iissel bir fonksiyon grafigi elde edilmesi gerekir.
Ancak reaksiyon sonunda ortamdaki PCR bilesenleri tiikeneceginden egri plato evresine

girer ve yatay seyreder.
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Sekil 3.15°de mavi renkli egri T (FAM) allelini, yesil renkli egri A (Yakima
Yellow™) allelini kirmizi renkli yatay ¢izgi ise ROX (6-Karboksi-X-Rhodamin) pasif
referans boyasini1 temsil etmektedir. ROX, analiz sirasinda floresan 1s1manin normalize
edilebilmesi i¢in gerekli referans 1s1may1 yapar. ROX 1simasia bagli olarak da her
deneysel plan kendine otomatik bir bazal seviye belirler. Buna gére GEMIN3 (DDX20)
icin verilen 6rnekte T alleli FAM (5-Karboksifloresin) ile A alleli ise Yakima Yellow™

ile isaretlenerek genotip homozigot T/T olarak degerlendirildi.

Multicomponent Plot
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Sekil 3.15. GEMIN3(DDX20) rs197388 polimorfizmi i¢in multikomponent grafiginde homozigot T/T
genotipi.
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Sekil 3.16' daki mavi renkli egri T allelini tastyan DNA fragmanini, yesil renkli
egri ise A allelini temsil etmektedir. T alleli FAM ile isaretlenirken A allelini tagiyan
prob ise Yakima Yellow™"la isaretlendi. Bu durumda genotip heterozigot T/A olarak
degerlendirildi (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. GEMIN3(DDX20) rs197388 polimorfizmi i¢in multikomponent grafiginde heterozigot T/A
genotipi.
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GEMIN3 (DDX20) rs197388 polimorfizmi i¢in genotipleme deneyi sonunda elde
edilen yar1 logaritmik floresan 1s1ma ve Real Time PCR dongii sayist multicomponent
grafigi Sekil 3.17' deki gibi elde edilmistir. A allelini tastyan prob Yakima Yellowla
isaretlenmis olup T alleli ise FAM ile isaretlenmistir. Atasal allel olan T i¢in esik degeri
gecebilecek oranda 1s1ma Olgiilemediginden grafikte sadece A allelinin amplifikasyon
egrisini gormekteyiz. Bu durumda rs197388 i¢in genotip homozigot A/A olarak
degerlendirildi (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. GEMIN3 rs197388 polimorfizmi i¢in multikomponent grafiginde homozigot A/A genotipi.

Yine bu yazilim ile allelleri tanimlamada allelik diskriminasyon grafigi
kullanilmigtir.  Sekil 3.18°’de 96 kuyucuklu reaksiyon tabagindaki allel tayini
yapilamayan kuyucuklar carpi isareti (X) ile temsil edilmektedir. Grafigin sol alt
kosesindeki siyah kare negatif kontrol kuyucugunu temsil etmektedir. Allelik
diskriminasyon grafiginde mavi isaretliler (FAM) homozigot C/C genotipi, kirmizi
renkli olanlar ise homozigot T/T genotipi olarak degerlendirilmistir. Yatay eksen T
allelini ve diisey eksen C allelini temsil etmektedir. Ortada bulunan yesil renkli (Yakima
Yellow™) grup ise homozigot C/T genotipini temsil etmektedir. Allelik diskriminasyon

grafiginde kosegeninin sag istiine dogru yer alan ¢arpilar Real-Time PCR cihazinin
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SNP programinda bulunan Amplification plot meniisii kullanilarak heterozigot C/T
olarak degerlendirildi. (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. RNASEN (DROSHA) rs10719 C>T polimorfizmi i¢in allelik diskriminasyon grafigi.

3.12. istatistiksel Analiz

Gruplar arasinda yas bakimindan bir farklilik olup olmadigimin incelenmesi
amaciyla “Independent Samples t test”, ekspresyon diizeyleri bakimindan hastalarla
kontrol gruplarinin karsilastirmalarinda ise “Mann-Whitney U test” kullanildi. Hastalik
ile genotiplerin ve allellerin iliskileri “Chi-square” veya “Likelihood ratio” testleri ile
incelendi. Genotipler bakimindan hasta ve kontrol gruplarinin Hardy-Weinberg
dengeleri kontrol edildi. Siirekli degiskenler igin tanimlayici istatistikler ortalama ve
standart sapma cinsinden, kategorik degiskenler icin ise frekans ve yiizde cinsinden
cizelge halinde verildi. Istatistik analizler SPSS v.11.5 paket programi ile yapildi.

[statistik analizlerde p<0,05 ise sonuglar anlamli1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Yas ve Cinsiyet Bakimindan Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada hasta grubunda 172 birey bulunurken, kontrol grubunda 109 birey
bulunmaktadir (Orneklerden DNA elde edilememesi nedeniyle hasta ve kontrol sayilar:
her gen icin farklidw). Calismamiza 167 kadin (%59.4), 114 erkek (40.6) olmak {iizere
toplam 281 birey alindi. Calismaya alinan bireylerin yas ortalamalar1 71.56+7.2 olarak
hesaplandi. Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde hasta ve kontrol gruplarinda
bulunan kadinlarin yas ortalamalar1 72.97+7.3 olup erkeklerin ise 71.00+7.0 olarak
hesaplandi. Cinsiyetler bakimindan yas ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir farklilik g6zlenmedi (p>0.05) (Cizelge 4.1 ).

Cizelge 4.1. Kontrol ve Hasta gruplarindaki kadin ve erkek bireylerin yas ortalamasi (N=birey sayis1).

Cinsiyet N Yas Ortalamast p
Kadin 167 72.97+7.3
Kontrol ve Hasta Grubu 0.455
Erkek 114 71.00£7.0

4.1.1. Hasta Grubu

Calismamiza 111’1 (% 66,5) kadin, 61’1 (% 53,5) erkek olmak tizere toplam 172
hasta dahil edildi. Calismaya dahil edilen hastalarin yas ortalamalar1 73.924+1.09 olarak
hesaplandi. Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde ise kadin bireylerin yas
ortalamasi 74.61+1.06 iken erkek bireylerin yas ortalamalar1 72.65+1.07 olarak
hesapland1 (Cizelge 4.2). Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde ise istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05) (Cizelge 4.3).
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4.1.2. Kontrol Grubu

Calismamiza 56 (% 33,5) kadin, 53 (% 46,5) erkek olmak tizere toplam 109
kontrol dahil edildi. Calismaya dahil edilen kontrol bireylerin yas ortalamas1 69.73+1.16
olarak hesaplandi. Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde ise kadin bireylerin yas
ortlamas1 69.73+1.14, erkek bireylerin yas ortalamalar1 ise 69.09+1.07 olarak
hesapland1 (Cizelge 4.2). Cinsiyetler bakimindan degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05) (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. Kontrol ve hasta gruplarina ait yas ortalamalarinin cinsiyet bakimindan degerlendirilmesi

(N=Birey say1s1).

Kontrol Hasta
Cinsiyet p
N Yas Ortalamasi N Yas Ortalamast
Kadin 56 69.73+1.14 111 74.61+1.06 0.803
Erkek 53 69.09+1.07 61 72.65+1.07 0.205

Cizelge 4.3. Kontrol ve hasta gruplarinin cinsiyet bakimindan degerlendirilmesi (N=birey sayisi).

Kontrol Hasta
Cinsiyet 7 p
N % N %
Kadin 56 335 111 66.5
0.157 0.451
Erkek 53 46.5 61 535

62



4.2. Gruplarin Ekspresyon Ol¢iimlerinin Degerlendirilmesi

Alzheimer hastaliginin genetik etiyolojisinde yer alan APP, BACE1, PSEN1 ve
PSEN2 genlerinin 3'-UTR ve 5-UTR’lerini hedef alan 7 miRNA’nin ekspresyon
diizeylerinin kontrol ve hasta gruplarindaki dagilimlart incelenerek bunlara ait p
degerleri ve tanimlayici istatistikler hesaplandi (Teknik nedenlerden dolayr hsa-miR-9-
5p geni icin kontrol grubunda 94 birey hasta grubunda 165 birey, hsa-miR-29a-3p geni
icin kontrol grubunda 95 birey hasta grubunda 161 birey, hsa-miR-106a-5p geni icin
kontrol grubunda 84 birey hasta grubunda 148 birey, hsa-miR-106b-5p geni icin
kontrol grubunda 85 birey hasta grubunda 162 birey, hsa-miR-107 geni i¢in kontrol
grubunda 85 birey hasta grubunda 165 birey, hsa-miR-125a-3p geni i¢in kontrol
grubunda 85 birey hasta grubunda 158 birey, hsa-miR-125b-5p geni i¢in kontrol
grubunda 80 birey hasta grubunda 155 birey degerlendirmeye alinnmigtir) (Cizelge 4.4)
(Sekil 4.1). Cizelge 4.4 incelendiginde hsa-miR-9-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-
106b-5p ve hsa-miR-107 ekspresyon diizeyleri bakimindan Kkontrol ve hasta

gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark oldugu gozlendi (p<0.05).
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Cizelge 4.4. Kontrol ve Alzheimer hasta gruplarinda hsa-miR-9-5p, 29a-3p, 106a-5p, 106b-5p, 107, 125a-
3p ve 125b-5p genlerine ait ekspresyon (Z_MCT), minimum, maksimum ve p degerleri.

Ekspresyon
degeri
2-AACT

hsa-miR-9-5p 0,001*
Hasta 165 0,0556 0,0032 0,3064
Kontrol 95 0,2025 0,0253 1,0583

hsa-miR-29a-3p 0,470
Hasta 161 0,1096 0,0133 0,9599
Kontrol 84 1,5704 0,2565 10,2542

hsa-miR-106a-5p 0,001*
Hasta 148 0,0041 0,0004 0,5763
Kontrol 85 0,3557 0,1092 1,1317

hsa-miR-106b-5p 0,001*
Hasta 162 0,1086 0,0182 0,7135
Kontrol 85 0,3590 0,0173 1,3872

hsa-miR-107 0,001*
Hasta 165 0,0078 0,0005 0,3019
Kontrol 85 0,2951 0,0287 1,0873

hsa-miR-125a-3p 0,549
Hasta 158 0,1611 0,0168 1,5207
Kontrol 80 0,0847 0,0072 0,5696

hsa-miR-125b-5p 0,697
Hasta 155 0,0760 0,0087 0,4437

Mann-Whitney U testi uygulanmustir (p<0,05).
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Sekil 4.1. Kontrol ve Alzheimer hasta gruplarinda hsa-miR-9-5p, 29a-3p, 106a-5p, 106b-5p, 107, 125a-3p

ve 125b-5p genlerine ait miRNA ekspresyon verileri grafigi.
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4.2.1. hsa-miR-9-5p Genine Ait Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 94 birey, hasta grubunda ise 165 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2744¢T =0,2746, hasta grubunda
2744t =(,0556 oldugu gdzlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda
kontrol grubuna gore 4.93 kat azalma oldugu bulundu (Cizelge 4.4) (Sekil 4.2). Kontrol
ve hasta grubunda hsa-miR-9-5p genine ait ekspresyon diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamh bir fark bulundu (p<0.05).

hsa-miR-9-5p
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Sekil 4.2. Kontrol ve Alzheimer hasta grubunda hsa-miR-9-5p geni i¢in ekspresyon grafigi.
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4.2.2. hsa-miR-29a-3p Genine Ait Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 95 birey, hasta grubunda ise 161 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2744¢T =0,2025, hasta grubunda
2744t =0,1096 oldugu gdzlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda
kontrol grubuna gore 1.8 kat azalma oldugu bulundu (Cizelge 4.4) (Sekil 4.3). Kontrol
ve hasta grubunda hsa-miR-29a-3p genine ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

f N
hsa-miR-29a-3p
0,25 - 0,2025
0,2 -
o'_ = Kontrol
3 015 - 0,1096 = Hasta
N
0,1 -
0,05 -
0
\ y,

Sekil 4.3. Kontrol ve Alzheimer hasta grubunda hsa-miR-29a-3p geni i¢in ekspresyon grafigi.
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4.2.3. hsa-miR-106a-5p Genine Ait Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 84 birey, hasta grubunda ise 148 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2744¢T =1.5704, hasta grubunda
2744t =(,0041 oldugu gdzlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda
kontrol grubuna gore 383.02 kat azalma oldugu bulundu (Cizelge 4.4) (Sekil 4.4).

Kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-106a-5p genine ait ekspresyon diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulundu (p<0.05).

1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
04
0,2

2-AAC

.

hsa-miR-106a-5p

m Kontrol
m Hasta

0,0041

Sekil 4.4. Kontrol ve Alzheimer hasta grubunda hsa-miR-106a-5p geni i¢in ekspresyon grafigi.
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4.2.4. hsa-miR-106b-5p Genine Ait Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 85 birey, hasta grubunda ise 162 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2744¢T =0.3557, hasta grubunda
2744t =(.1086 oldugu gdzlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda
kontrol grubuna gore 3.27 kat azalma oldugu bulundu (Cizelge 4.4) (Sekil 4.5). Kontrol
ve hasta grubunda hsa-miR-106b-5p genine ait ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark bulundu (p<0.05).

hsa-miR-106b-5p

0,3557

% 025 - = Kontrol

N | ® Hasta
0.2 0,1086

Sekil 4.5. Kontrol ve Alzheimer hasta grubunda hsa-miR-106b-5p geni i¢in ekspresyon grafigi.
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4.2.5. hsa-miR-107 Genine Ait Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 85 birey, hasta grubunda ise 165 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2744¢T =0.3590, hasta grubunda
2744t =(0,0078 oldugu gdzlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda
kontrol grubuna goére 46.02 kat azalma oldugu bulundu (Cizelge 4.4) (Sekil 4.6).
Kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-107 genine ait ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark bulundu (p<0.05).

hsa-miR-107

0.3590

m Kontrol

Hm Hasta

0,0078

Sekil 4.6. Kontrol ve Alzheimer hasta grubunda hsa-miR-107 geni i¢in ekspresyon grafigi.
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4.2.6. hsa-miR-125a-3p Genine Ait Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 85 birey, hasta grubunda ise 158 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2744¢T =0.2951, hasta grubunda
2744t =(.1611 oldugu gdzlenirken; ekspresyon diizeyleri bakimindan hasta grubunda
kontrol grubuna gore 1.83 kat azalma oldugu goriilmesine ragmen kontrol ve hasta
grubunda hsa-miR-125a-3p genine ait ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge 4.4) (Sekil 4.7).

. N
hsa-miR-125a-3p

0,2951

0,25 -

Fo02 - 01611 = Kontrol
® Hasta

-AAC

o 0,15 +
0,1 -
0,05 -

\_ J

Sekil 4.7. Kontrol ve Alzheimer hasta grubunda hsa-miR-125a-3p geni igin ekspresyon grafigi.
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4.2.7. hsa-miR-125b-5p Genine Ait Ekspresyonlarin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 80 birey, hasta grubunda ise 155 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubunda ekspresyon diizeyinin 2744¢T =0.0847, hasta grubunda
2744t =0,0760 oldugu gozlendi. Ekspresyon diizeyleri bakimmdan hasta grubunda
kontrol grubuna gore 1.11 kat azalma oldugu goriilmesine ragmen (Cizelge 4.4) (Sekil
4.8) kontrol ve hasta grubunda hsa-miR-125b-5p genine ait ekspresyon diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

3

\_

0,086
0,084
0,082

= 0,08
0,078
0,076
0,074
0,072
0,07

hsa-miR-125b-5p

0,0847

0,076

m Kontrol
m Hasta

Sekil 4.8. Kontrol ve Alzheimer hasta grubunda hsa-miR-125b-5p geni i¢in ekspresyon grafigi.

4.3. Gruplarin Genotip Dagiliminin Degerlendirilmesi

miRNA olusum yolaginda yer alan bazi genlere ait polimorfizmlerin hasta ve
kontrol gruplarindaki dagilimlari incelenerek bunlara ait p degerleri ve tanimlayici
istatistikler hesapland1 (Cizelge 4.5) (Sekil 4.9). Cizelge 4.5 incelendiginde bu

polimorfizmler arasinda sadece TARBP2 geni iizerinde 5'-UTR bolgesinde yerlesik

rs784567 polimorfizmi igin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlendi (p<0.05).
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Cizelge 4.5. miRNA biyogenezinde gorevli bazi genlerin kontrol ve hasta grubundaki allel dagiliminin

sayl1, ylizde, ki-kare ve p degerleri.

Gen Adi MaJiZﬁgilmiir Genotip
cc 58 (53.2) 67 (41.4)
RNASEN (DROSHA) o7 cT 44 (40.4) 76 (46.9)
rs10719 N 7 (6.4) 19(117) | 4528 0,104
N=109 N=162
GG 31 (28.4) 54 (32.7)
DGCRS GT 54 (49.5) 80 (48.5)
rs1640299 G>T T 24 (22.1) 31(188) | O/ 0,689
N=109 N=165
AA 42 (38.5) 59 (36.4)
XPOS5 AC 48 (44.0) 76 (46.9)
rs11077 A>C cc 19 (17.5) 2767 | %28 0897
N=109 N=162
cc 60 (55.0) 81 (51.6)
RAN cT 41 (37.6) 61 (38.9)
rs14035 T T 8 (7.4) 15 95) | %% 0.765
N=109 N=157
AA 71(651) | 120 (72.7)
DICERL AG 32 (29.4) 42 (25.5)
rs3742330 A>G GG 6 (5.5) 3(L8) 3,628 0.163
N=109 N=165
T 81(76.4) | 119 (77.3)
DICERL oA TA 23(2L.7) 32 (20.8)
rs13078 AA 2 (1.9) 3(19) | 0032 0,984
N=106 N=154
cc 21 (19.3) 47 (28.2)
TARBP2 cT 63 (57.8) 71 (42.5)
rs784567 cT ™ 25(229) | 49(03) | 6292 | Q043
N=109 N=167
AA 62 (58.5) 97 (60.6)
AGOL(EIF2CY) AG 44 (415) 63 (39.4)
1505961 A>G GG 0 0 0.121 0.728
N=106 N=160
cc 75(688) | 118(7L.1)
AGO2 (EIF2C2) oA CA 29 (26.6) 43(25.9)
rs4961280 AA 5 (4.6) 5 (30) | 0510 0,775
N=109 N=166
i 83(76.9) | 104 (67.5)
GEMIN3(DDX20) A TA 21 (19.4) 44 (28.6)
rs197388 AA 4 (37) 6 (3.9) 2,910 0,233
N=108 N=154
cc 70(65.4) | 120 (73.7)
GEMIN4 Cc>T CT 35(32.7) 40 (24.5) 2170 0338
rs910924 TT 2 (19) 3 (18) ’ ’
N=107 N=163

* Chi-square, Likelihood ratio testleri ve frekans analizi kulanilmstir (p<0,05).
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Sekil 4.9. mMiRNA biyogenezinde gorevli bazi genler igin SNP frekans verileri grafigi.
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4.3.1.RNASEN (DROSHA)-rs10719  Polimorfizmine  Ait  Genotiplerin

Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 162 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubumuzda C/C genotip sikligi T/T genotip sikligindan 8.31 kat daha
fazla gortldi. Ayni sekilde C/T genotip sikligi T/T genotip sikligindan 6.31 kat daha
fazla bulundu. Hasta grubumuzda ise C/C genotip sikligi1 T/T genotip sikligindan 3.54
kat daha fazla goriiliirken, C/T genotip sikligi T/T genotip sikligindan 4.00 kat daha
fazla bulundu (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

4.3.2. DGCR8-rs1640299 Polimorfizmine Ait Genotiplerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 165 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubumuzda G/G genotip siklig1 T/T genotip sikligindan 1.29 kat daha
fazla goriildii. Aym sekilde G/T genotip sikligir T/T genotip sikligindan 2.25 kat daha
fazla bulundu. Hasta grubumuzda ise G/G genotip sikligi T/T genotip sikligindan 1.74
kat daha fazla goriiliirken, G/T genotip sikligi T/T genotip sikligindan 2.58 kat daha
fazla bulundu (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

4.3.3. XPO5-rs11077 Polimorfizmine Ait Genotiplerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 162 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubumuzda A/A genotip sikligi1 C/C genotip sikligindan 2.21 kat daha
fazla gorildii. Aym sekilde A/C genotip sikligi C/C genotip sikligindan 2.52 kat daha
fazla bulundu. Hasta grubumuzda ise A/A genotip sikligi C/C genotip sikligindan 2.18
kat daha fazla goriiliirken, A/C genotip siklig1 C/C genotip sikligindan 2.81 kat daha
fazla bulundu (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).
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4.3.4. RAN-rs14035 Polimorfizmine Ait Genotiplerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 157 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubumuzda C/C genotip siklig1 T/T genotip sikligindan 7.43 kat daha
fazla goriildi. Aym sekilde C/T genotip sikligi T/T genotip sikligindan 5.08 kat daha
fazla bulundu. Hasta grubumuzda ise C/C genotip siklig1 T/T genotip sikligindan 5.43
kat daha fazla goriliirken, C/T genotip sikligi T/T genotip sikligindan 4.09 kat daha
fazla bulundu (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

4.3.5. DICER1-rs3742330 Polimorfizmine Ait Genotiplerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 165 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubumuzda A/A genotip siklig1 G/G genotip sikligindan 11.83 kat daha
fazla goriildii. Ayni sekilde A/G genotip sikligi G/G genotip sikligindan 5.33 kat daha
fazla bulundu. Hasta grubumuzda ise A/A genotip siklig1 A/G genotip sikligindan 40.38
kat daha fazla goriiliirken, A/G genotip sikligi G/G genotip sikligindan 14.16 kat daha
fazla bulundu (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

4.3.6. DICER1-rs13078 Polimorfizmine Ait Genotiplerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 106 birey, hasta grubunda ise 154 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubumuzda T/T genotip siklig1 A/A genotip sikligindan 40.21 kat daha
fazla goriildi. Ayni sekilde T/A genotip sikligi A/A genotip sikligindan 11.42 kat daha
fazla bulundu. Hasta grubumuzda ise T/T genotip sikligi A/A genotip sikligindan 40.68
kat daha fazla goriiliirken, T/A genotip sikligit A/A genotip sikligindan 10.94 kat daha
fazla bulundu (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).
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4.3.7. TARBP2-rs784567 Polimorfizmine Ait Genotiplerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 167 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubumuzda C/C genotip sikliginin T/T genotip siklig1 ile benzer
oranlarda oldugu goriildii. Kontrol grubumuzda C/T genotip sikligi T/T genotip
sikligindan 2.52 kat daha fazla bulundu. Hasta grubumuzda ise C/C genotip sikligi T/T
genotip sikligina benzer oranda goriiliirken, C/T genotip siklig1 T/T genotip sikligindan
1.45 kat daha fazla bulundu (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip

dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlamh bir fark bulundu (p<0.05).

4.3.8. AGO1(EIF2C1)-rs595961 Polimorfizmine Ait Genotiplerin

Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 106 birey, hasta grubunda ise 160 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubumuzda A/A genotip siklig1 A/G genotip siklifindan 1.4 kat daha
fazla bulundu. Kontrol grubumuzda G/G genotipine rastlanmadi. Hasta grubumuzda ise
A/A genotip sikligi A/G genotip sikligindan 1.5 kat daha fazla goriildii. Kontrol
grubunda oldugu gibi hasta grubunda da G/G genotipine rastlanmadi (Cizelge 4.5).
Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlaml

bir fark bulunamadi (p>0.05).

439. AGO2 (EIF2C2)-rs4961280 Polimorfizmine Ait Genotiplerin

Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 166 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubumuzda C/C genotip sikligi A/A genotip siklifindan 15 kat daha
fazla goriildii. Ayn1 sekilde C/A genotip siklifi A/A genotip sikligindan 5.8 kat daha
fazla bulundu. Hasta grubumuzda ise C/C genotip siklig1 A/A genotip sikligindan 23.70
kat daha fazla goriiliirken, C/A genotip sikligi A/A genotip sikligindan 8.6 kat daha
fazla bulundu (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).
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4.3.10. GEMIN3(DDX20)-rs197388  Polimorfizmine  Ait  Genotiplerin

Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 108 birey, hasta grubunda ise 154 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubumuzda T/T genotip siklig1 A/A genotip sikligindan 20.78 kat daha
fazla goriildii. Aymi sekilde T/A genotip sikligit A/A genotip sikligindan 5.24 kat daha
fazla bulundu. Hasta grubumuzda ise T/T genotip sikligi A/A genotip sikligindan 17.30
kat daha fazla goriiliirken, T/A genotip sikligi A/A genotip sikligindan 7.33 kat daha
fazla bulundu (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).

4.3.11. GEMIN4-rs910924 Polimorfizmine Ait Genotiplerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 107 birey, hasta grubunda ise 163 birey degerlendirilmeye
alind1. Kontrol grubumuzda C/C genotip sikligit T/T genotip sikligindan 34.42 kat daha
fazla goriildii. Ayni sekilde C/T genotip sikligit T/T genotip sikligindan 17.21 kat daha
fazla bulundu. Hasta grubumuzda ise C/C genotip siklig1 T/T genotip sikligindan 40.94
kat daha fazla goriiliirken, C/T genotip sikligi T/T genotip sikligindan 13.61 kat daha
fazla bulundu (Cizelge 4.5). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi

bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamadi (p>0.05).

4.4. Gruplarin Allel Dagiliminin Degerlendirilmesi

miRNA biyogenezinde gorevli bazi genlere ait 11 polimorfizmin hasta ve
kontrol grubundaki allel sayilarmin istatistikleri (say1 ve ylizde) Cizelge 4.6 ve Sekil
4.10°da, Hardy-Wienberg dengesine ait p degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelge
4.7’e gore sadece AGOl (EIF2C1) geninde intron 10’da yerlesik rs595961
polimorfizmi i¢cin hem kontrol (p=0,007) hem de hasta grubunun (p=0,002) Hardy-

Weinberg dengesinde olmadig: goriildii.
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Cizelge 4.6. miRNA biyogenezinde gorevli bazi genlerin kontrol ve hasta grubundaki allel dagilimmin
allel sayist, yiizde ve p degerleri.

Kontrol Hasta
Gen Adi Major>l\|/{llnor allel Ma10r>l\:|1n0r allel
(%) (%)
C>T c>T
RNASEN (DROSHA) 160 /58 210/ 114 0,350
(73.4/26.6) (64.8/35.2)
G>T G>T
DGCR8 116 /102 188/ 142 0,386
(53.2/46.8) (57.0/43.0)
A>C A>C
XPOS5 132 /86 194/ 130 0,875
(60.6/39.4) (59.9/40.1)
c>T c>T
RAN 161/57 223791 0473
(73.9/26.1) (71.0/29.0)
A>G A>G
DICER1L 174/ 44 282 /48 0,084
(79.8/20.2) (85.5/14.5)
AST AST
DICER1L 185/ 27 270/38 0,893
(87.3/12.7) (87.7/12.3)
c>T c>T
TARBP2 105 /113 165 / 169 0776
(48.2/51.8) (49.4/50.6)
A>G A>G
AGO1(EIF2C1) 168 / 44 257/ 63 0,764
(79.2/20.8) (80.3/19.7)
C>A C>A
AGO2 (EIF2C2) 179/ 39 27953 0,554
(82.1/17.9) (84.0/16.0)
T>A T>A
GEMIN3(DDX20) 187 /29 252 /56 0,146
(86.6/13.4) (81.8/18.2)
C>T C>T
GEMINA4 175/ 39 280/ 46 0,199
(81.8/18.2) (85.9/14.1)

*SPSS v.11.5 frekans ve Likelihood ratio testi kullanilmigtir (p<0,05)
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Sekil 4.10. Alzheimer hasta-kontrol bireylerine ait allel dagilimi verileri grafigi.

80




Cizelge 4.7. miRNA olusum yolaginda gérevli bazi genlere ait SNP’lerin Hardy-Weinberg dengesi p

degerleri.

RNASEN (DROSHA) (rs10719) 0,726 0,716
DGCRS ( rs1640299) 0,958 0,887
XPO5 (rs11077) 0,414 0,764
RAN (rs14035) 0,786 0482
DICER1 (rs3742330) 0,354 0,758
DICER1 (rs13078) 0,806 0,625
TARBP2 (rs784567) 0,100 0,053
AGO1(EIF2C1) (rs595961) 0,007 0,002"
AGO2 (EIF2C2) (rs4961280) 0,324 0,656
GEMIN3(DDX20) (rs197388) 0,089 0,622
GEMIN4 (rs910924) 0,314 0,874
xHardy-Weinberg dengesinde degildir (p<0,05).
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44.1. RNASEN (DROSHA)-rs10719  Polimorfizmine  Ait  Allellerin

Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 162 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘C’ alleli %73.4 ve ‘T’ alleli %26.6 olarak belirlendi.
Hasta grubu igerisinde ‘C’ alleli %64.8 ve ‘T~ alleli %35.2 olarak belirlendi. Kontrol ve
hasta grubu igerisinde ‘C’ ve ‘T’ allellerinin yiizdesel ve allelik dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge 4.6). Kontrol ve hasta
gruplar1 arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p>0.05) (Sekil 4.10).

4.4.2. DGCR8-rs1640299 Polimorfizmine Ait Allellerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 165 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘G’ alleli %53.2 ve ‘T’ alleli %46.8 olarak belirlendi.
Hasta grubu igerisinde ‘G’ alleli %57.0 ve ‘T alleli % 43.0 olarak belirlendi. Kontrol ve
hasta grubu igerisinde ‘G’ ve ‘T’ allellerinin yiizdesel dagilimlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge 4.6). Kontrol ve hasta gruplari
arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05) (Sekil 4.10).

4.4.3. XPO5-rs11077 Polimorfizmine Ait Allellerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 162 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘A’ alleli %60.6 ve ‘C’ alleli %39.4 olarak belirlendi.
Hasta grubu igerisinde ‘A’ alleli %59.9 ve ‘C’ alleli %40.1 olarak belirlendi. Kontrol ve
hasta grubu igerisinde ‘A’ ve ‘C’ allellerinin yiizdesel dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge 4.6). Kontrol ve hasta gruplar
arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05) (Sekil 4.10).
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4.4.4. RAN-rs14035 Polimorfizmine Ait Allellerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 157 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘C’ alleli %73.9 ve ‘T’ alleli %26.1 olarak belirlendi.
Hasta grubu igerisinde ‘C’ alleli %71.0 ve ‘T” alleli %29.0 olarak belirlendi. Kontrol ve
hasta grubu igerisinde ‘C’ ve ‘T’ allellerinin yilizdesel dagilimlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge 4.6). Kontrol ve hasta gruplar
arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05) (Sekil 4.10).

4.4.5. DICER1-rs3742330 Polimorfizmine Ait Allellerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 165 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘A’ alleli %73.9 ve ‘G’ alleli %26.1 olarak belirlendi.
Hasta grubu icerisinde ‘A’ alleli %71.0 ve ‘G’ alleli %29.0 olarak belirlendi. Kontrol ve
hasta grubu igerisinde ‘A’ ve ‘G’ allellerinin yiizdesel dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge 4.6). Kontrol ve hasta gruplari
arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05) (Sekil 4.10).

4.4.6. DICER1-rs13078 Polimorfizmine Ait Allellerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 106 birey, hasta grubunda ise 154 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘A’ alleli % 87.3 ve ‘T~ alleli %12.7 olarak belirlendi.
Hasta grubu igerisinde ‘A’ alleli % 87.7 ve ‘T alleli % 12.3 olarak belirlendi. Kontrol
ve hasta grubu igerisinde ‘A’ ve ‘T’ allellerinin yiizdesel dagilimlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge 4.6). Kontrol ve hasta
gruplar1 arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p>0.05) (Sekil 4.10).

83



4.4.7. TARBP2-rs784567 Polimorfizmine Ait Allellerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 167 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘C’ alleli %48.2 ve ‘T’ alleli %51.8 olarak belirlendi.
Hasta grubu igerisinde ‘C’ alleli %49.4 ve ‘T’ alleli %50.6 olarak belirlendi. Kontrol ve
hasta grubu igerisinde ‘C’ ve ‘T’ allellerinin yilizdesel dagilimlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge 4.6). Kontrol ve hasta gruplar
arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05) (Sekil 4.10).

4.4.8. AGO1(EIF2C1)-rs595961 polimorfizmine ait allellerin degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 106 birey, hasta grubunda ise 160 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘A’(T) alleli %79.2 ve ‘G’(C) alleli %20.8 olarak
belirlendi. Hasta grubu igerisinde ‘A’(T) alleli %80.3 ve ‘G’(C) alleli %19.7 olarak
belirlendi. Kontrol ve hasta grubu igerisinde ‘A’(T) ve ‘G’(C) allellerinin yiizdesel
dagilimlart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge
4.6). Kontrol ve hasta gruplart arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamadi (p>0.05) (Sekil 4.10).

4.4.9. AGO2(EIF2C2)-rs4961280 Polimorfizmine Ait Allellerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 109 birey, hasta grubunda ise 166 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘C’ alleli %82.1 ve ‘A’ alleli %17.9 olarak belirlendi.
Hasta grubu igerisinde ‘C” alleli %84.0 ve ‘A’ alleli %16.0 olarak belirlendi. Kontrol ve
hasta grubu igerisinde ‘C’ ve ‘A’ allellerinin yiizdesel dagilimlart arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamad: (p>0.05) (Cizelge 4.6). Kontrol ve hasta gruplari
arasinda allelik dagilim acisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05) (Sekil 4.10).
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4.4.10.GEMIN3(DDX20)-rs197388 Polimorfizmine Ait Allellerin

Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 108 birey, hasta grubunda ise 154 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘T’ alleli %86.6 ve ‘A’ alleli %13.4 olarak belirlendi.
Hasta grubu igerisinde ‘T’ alleli %81.8 ve ‘A’ alleli %18.2 olarak belirlendi. Kontrol ve
hasta grubu igerisinde ‘T’ ve ‘A’ allellerinin yiizdesel dagilimlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge 4.6). Kontrol ve hasta gruplar
arasinda allelik dagilim acisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05) (Sekil 4.10).

4.4.11. GEMIN4-rs910924 Polimorfizmine Ait Allellerin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda 107 birey, hasta grubunda ise 163 birey degerlendirilmeye
alindi. Kontrol grubu igerisinde ‘C’ alleli %81.8 ve ‘T’ alleli %18.2 olarak belirlendi.
Hasta grubu igerisinde ‘C’ alleli %85.9 ve ‘T~ alleli %14.1 olarak belirlendi. Kontrol ve
hasta grubu icerisinde ‘C’ ve ‘T’ allellerinin yilizdesel dagilimlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Cizelge 4.6). Kontrol ve hasta gruplari
arasinda allelik dagilim agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05) (Sekil 4.10).
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5. TARTISMA

Alzheimer hastaligi, hafiza kayb1 ve davranigsal degisimlerle karakterize yasa
bagli bir hastaliktir. Hastalig1 erken donemde tanimlamak olduk¢a zordur. Bu nedenle
dogal biyolojik tanimlayicilarin gelistirilmesine ihtiyag vardir. Elde edilecek bu
verilerle birlikte tedaviye yonelik yeni hedef ve yaklasimlarin gelistirilmesi de miimkiin

olabilecektir.

miRNA’lar 5’ sonlar1 ile hedef genlerin 3’-UTR’ine baglanan kii¢lik diizenleyici
elementlerdir. Hedef aldiklari genin ifadesini ya milkemmel olmayan eslesme ile
translasyonu inhibe ederek ya da miikemmel eslesme ile mRNA’nin yikilmasini
saglayarak baskilarlar. Her bir gen 3'-UTR bolgesine pek ¢cok miRNA’nin baglanmasi
ile diizenlenebilecegi gibi bir miRNA birden fazla genin 3'-UTR bdlgesine de
baglanabilir (63). Bu nedenle miRNA-mRNA eslesmesinde hedef olduk¢a O6nem
tasimaktadir. miRNA’larin kesfi ile Alzheimer hastaligindaki genetik analizler,
hastaliga sebep olan genlerin 3'-UTR’lerini hedef alan bazi miRNA’larin tek niikleotid
polimorfizmleri, hedefledikleri genlerdeki polimorfizmleri, miRNA’larin ve hedef
genlerin ekspresyon varligi-yoklugu veya diizeylerinin arastirilmasi yoniinde
gelismektedir. AH’da hipokampustaki miRNA’larin ekspresyonundaki degisimler,
miRNA SNP’leri ve hedef mRNA’daki SNP’ler baz1 proteinlerin anormal derecede
artmasina veya azalmasina sebep olur. Bu hatalar amiloid sentezi, nérogenezis, insiilin

direnci ve edinsel bagisiklik gibi molekiiler yolaklarin diizensizlikleriyle sonuglanir
(40).

Literatiir taramas1 sonunda su ana kadar olgun miRNA olusum yolaginda yer
alan genlerin polimorfizmleri ve miRNA genlerinin ekspresyon diizeylerindeki
degisimler ile AH riski arasindaki iligkiyi arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
tezde; APP, BACEL, PSEN1 ve PSEN2 genlerini hedef alan miRNA genlerinden AH ile
iliskili oldugu disiiniilen; hsa-miR-9-5p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-
106b-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-125a-3p, hsa-miR-125b-5p genlerinin ekspresyon
degisimleri arastirildi ve miRNA olusum yolaginda gorevli DROSHA (RNASEN),
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DICER1, DGCR8, XPO5, RAN, TARBP2, GEMIN3, GEMIN4, AGO1 ve AGO2 genleri

uzerindeki bazi SNP’ler incelendi.

Calismamizin  birinci  kismini  olusturan miRNA’larin  periferik  kandaki
ekspresyon diizeylerinin 6l¢giilmesi ile hedefledikleri genin translasyonunu baskilayarak
veya hedef genin iiriinii olan proteini pargalayarak AH sebebi amiloid plaklarin ve tau

proteinlerinin olusumunda etkileri olup olmadig1 ortaya konulabilecektir.

Alzheimer hastalifi kortikal atropi, noronal hiicre O6liimii, noroinflamasyon,
sinaps kaybi, norofibriler iplikler ve senil plaklarin birikimi ile baslayan bir hastaliktir.
Norofibriler iplikler ve hiperfosforile tau proteinleri néronlar arasinda birikir. Senil
plaklar ise 38-43 aminoasitlik genis amiloid-B (AP) peptidden meydana gelir. AH
patogenezinde anahtar tetikleyici oldugu disiiniilmektedir (90). AR, APP’nin 3 ve y
sekretaz tarafindan kademeli olarak pargcalanmasi sonucu olusur. Daha sonra ise hiicre
dist bosluga salinir ve burada monomerlerine ayrilmazsa plaklar halinde birikir.
Amiloid olusumunun AH’a neden oldugunu destekler nitelikte ¢esitli hipotezler vardir
(90). Bunlardan birincisi; kromozom 21 {izerinde yerlesik APP’dir. Down sendromu
hastalar1 kromozom 21 igin trizomiye sahiptir ve bu hastalarda diizeyleri degismekle
birlikte AH gelistigi bilinmektedir. Bir kromozomu 21q i¢in kirik olan trizomili
bireylerde ise APP geni diploiddir. Bu bireylerde klinik veya ndropatolojik AH
gelismedigi gozlenmistir (90). Diger taraftan APP lokusunu igeren kromozom 21q nun
kiigiik bir parcasinin dublikasyonlarinda APP’nin ekstra bir kopyasi bulunacag: i¢in
plak birikimine bagl olarak Alzheimer benzeri bunama gelistigi gdzlenmistir. Ikinci
hipotez; nadir olan ailesel erken baslangigli AH ile iligkili mutasyonlarin A tiretimini
veya AB42-Ap40 oranini artirarak AP toplanma ihtimalini artirdigi seklindedir. Ailesel
forma neden olan mutasyonlar da yine kromozom 21q tizerindeki APP, kromozom 14q
tizerindeki PSEN1 ve kromozom 1q tizerindeki PSENZ2 genindedir. Presenilinler,
APP’nin kesilerek Af formuna ulagmasini saglayan y-sekretazin katalitik bolgeleridir
(90). Bu genlerdeki mutasyonlar AP metabolizmasini ve {iiretimini etkilemektedir.
Ucgiincii hipotez; AB’nin in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucunda néronlar icin toksik
oldugu yoniindedir. Sentetik ve dogal olarak salgilanan AP’nin, g¢esitli
konsantrasyonlarda hazirlanarak rodentlerin  beynine enjekte edilmesi sonucu

davranigsal defektler ve tau hiperfosforilasyonunun arttigi gozlenmistir. Dordiincii

87



hipotez; APP geninde mutasyonlari tasidig1 bilinen erken ailesel formunun bulundugu
AH’l1 bireylerde APP’nin asirt ekspresyonunun gergeklesmesidir (90). Yine APP
proteininin asir1 eksprese edilmesi ile ilgili olusturulan transgenik farelerde, amiloid
plak birikimi ve sinaps kaybi gibi AH’da gozlenen bazi morfolojik degisimler olustugu
gbzlenmistir (90). Tiim bu bulgular AB’nin AH patogenezinde temel element oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle AR nin AH’da sinaptik fonksiyon kaybina nasil yol agtigini
ogrenmek oldukca Onemlidir. AR’ nin aracilik ettigi sinaps fonksiyonunun kaybinin
altinda yatan mekanizmalar oldukca karmasiktir. Epidemiyolojik ¢aligmalar Alzheimer
hastaliginin tek bir faktdre bagli olmadigina isaret etmektedir (91). Hastaligin
olusmasinda yaslanmaya bagli olarak ndronal ve merkezi vaskiiler bozukluklar ¢ok
onemli bir role sahiptir. Bunun yaninda kafa travmalari, virlis enfeksiyonlart da

Alzheimer hastaligi riskini artirmaktadir (92).

Alaheimer hastaliginda diizenli ¢alismayan miRNA’larla ilgili yapilan
aragtirmalarin birgogunun APP ve BACE]1 transkriptlerini hedef aldig1 gosterilmistir.
Ozellikle hastaligin erken asamalarinda beyin dokusunda hsa-miR-107nin ekspresyon
miktarinin azaldigi raporlanmistir ve ayrica miR-107°nin direkt olarak BACE1
mRNA’sinin 3'-UTR bolgesini hedef aldig1 bulunmustur. 5 sporadik olguya ait anterior
temporal korteksin miRNA ekspresyon profilini 6rnekleyen bu ¢alismada; miR-9 ve
MiR-29b’nin de aralarinda bulundugu 13 miRNA’nin ekspresyonunda azalma (down-
regulation) oldugu bulunmustur (93). Kiiltiire insan hiicrelerinde yapilan lusiferaz
deneylerinde ise miR-29a, miR-29b-1 ve BACE1 geni 3'-UTR’i arasinda direkt bir
etkilesim oldugu onaylanmistir (94). AH’li bireylerin post-mortem beyin dokusu
analizlerinde BACE1 enzim diizeylerinin artmis olmasina ragmen mRNA diizeylerinin
degismedigi  gozlenmistir. Bu durum patolojik sartlar altinda proteinin
posttranskripsiyonel olarak diizenlendigini gostermektedir (94). miR29a/b-1 ve miR-
107°nin ekspresyonundaki carpict azalma BACE1 enziminin konsantrasyonunda
artmaya sebep olarak AH’nin ilerlemesinde miRNA’lar ve proteazlar arasindaki
baglantinin direkt etkili oldugunu gostermektedir (94). Cesitli ndronal miRNA’lar,
amiloid-B peptide maruz kaldiktan sonra farkli diizenlenir. Normal olmayan miRNA
islevinin AH’da zor tespit edilen amiloid-f’nin toksik etkisinde pay sahibi oldugu
diistiniilmektedir (93).
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Alzheimer hastaliginda, miRNA’larin gen ifadesini diizenleme gorevleri post-
mortem beyin dokusu ornekleri kullanilarak ortaya konulmustur. AH tanisi i¢in
kullanilan diger biyolojik kaynak serebrospinal sividir (CSF). CSF’den fosforile tau ve
total tau miktarinin artmasinin tespit edilmesi, AB42 peptidinin azalmasinin dl¢iimii igin
yararlanilmaktadir. No6rodejeneratif hastaliklarda CSF’deki  miRNA  profilinin
cikarilmasi, miRNA isaretleyicilerinin tanimlanmasini saglar. Son zamanlarda yapilan
calismalar miRNA’larin regiilasyonunun sadece merkezi sinir sisteminde degil ayni
zamanda Alzheimer hastalariin CSF’lerinde de diizensiz oldugunu gostermektedir.
Yapilan bir ¢alismada, etkilenen beyin bolgelerine gore yapilan Braak siniflandirmasina
gore 5. ve 6. adimda olan hastalarda miR-9’un cerebellum, hipokampus ve medial

frontal gyrus’da ekspresyonunun az oldugunu gostermislerdir (95).

miRNA’larin pek c¢ok hastalikta oldugu gibi AH’da da etkileri tartisilmaktadir.
Bu nedenle sporadik AH’na ait periferik kan orneklerinde miRNA ekspresyonunun
arastirilmasi gerekmektedir. Yapilan calismalarda; serum, plazma, kan mikrovezikiilleri
(8) ve mononiiklear hiicrelerde (96) ayr1 ayr1 gerceklestirilen ekspresyon o6l¢iimlerinde
cesitli miRNA diizeylerinin ayni1 olmasi nedeniyle (97, 98) bizim ¢alismamizda da tiim
kandan elde edilen total RNA havuzundan secilmis bazt miRNA’larin ekspresyonlari

olgtldii.

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda ekspresyon diizeyleri bakimindan kiyaslama
yapilarak genetik olarak hastalik riski tasiyan bireylerin yani sira hastaligin tanisina
yonelik biyolojik isaret olarak periferik kandaki olgiimleri ile hastalik riski arasindaki
iliski olup olmadig1 arastirildi. Oncelikle aday bir miRNA grubu segildi, ardindan
gruptaki genlere ait ekspresyon diizeyleri ile hasta-kontrol gruplar1 arasinda yine

cinsiyet ve tip bakimindan bir farklilik olup olmadig arastirildi.

Arastirmanin sonuglarina gore hsa-miR-9-5p, 106a-5p, 106b-5p ve 107 nin
ekspresyon diizeyleri ile AH arasinda anlamli bir iliski bulunurken, hsa-miR-29a-3p,
125a-3p, 125b-5p nin ekspresyon diizeyleri ve AH arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iligki bulunamada.

hsa-miR-9-5p, BACE1l genini hedef alir. Normal yetiskin insan beyin
bolgelerinden korteks (%12,76) ve hipokampusta (%7,3) (79) bol miktarda eksprese
edilir. Hedef eslesme skoru % 75°dir. Eslesme skoru %2100 olan genlere gore diisiik
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olmasina ragmen eksprese edilme orani istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).
AH’nin periferik kanindan elde edilen Olgiimlerde hastalarda (Z'AACT=O,0556)

kontrollere (224°T=0,2746) gore hsa-miR-9-5p geninin eskpresyonun azaldigi tespit
edildi. AH nin beyin dokusunda yapilan lgiimlerde de hsa-miR-9 un ekspresyonunun
diisik oldugu bulunmustur (99). Lukiw’in yaptig1 bir g¢alismada ise Alzheimer
hastalarmin beyin dokusunda miR-9 ekspresonunun arttigi bulunurken (100) diger
calismalarda hsa-miR-9, hsa-miR-29a ve hsa-miR-107’nin sporadik Alzheimer
hastalarinda ekspresyonunun azaldig: (down-regulation) (94, 101) bulunmustur. Beyin
dokusunda yapilan c¢alismalarda hsa-miR-9 igin ekspresyon diizeyleri farklilik
gostermektedir ve merkezi sinir sistemi, orta beyin olusumu veya oksidatif strese
cevapta anahtar bir miRNA’dir. miR-9 beyin fonksiyonlar1 i¢in de gereklidir. Farelerde
yapilan caligmalarda mir-9’un ekspresyonu olmadiginda ciddi beyin defektleri
bulunmustur. Bu anahtar miRNA’nin ekspresyonunun azalmasi ndrodejeneratif
hastaliklara yatkinligi artirmaktadir. Calismamizin sonuglarma goére MIiR-9-5p’nin
ekspresyonunun azalmasit bu bulgular1 destekler niteliktedir. Nitekim insan
serebrospinal sivisinda yapilan qRT-PCR multi-plex analizlerde yine hsa-miR-9’un
korteks ve hipokampusta ekspresyonunun azaldigi bulunmustur (102). hsa-miR-9’un
hedefindeki BACEL geni ile esleserek APP’i parcalayan ve bir 3-sekretaz olan BACE1
enziminin bu aktivitesini diizenlemesi gerekir. Buna gore hsa-miR-9-5p’nin yeterli
diizeyde eksprese edilememesi halinde hedefindeki BACE1 genini baskilayamadig i¢in
daha fazla BACE1 enzimi sentezlenmesine, APP proteininin daha fazla par¢alanmasina

ve amiloid plaklarin birikimine sebep olabilecegi diisiiniilebilir.

hsa-miR-29a-3p 'nin hedefindeki gen BACELl’dir ve hedef eslesme skoru %
97°dir. Normal yetiskin insan beyin bdlgelerinden cerebellum (% 0,11-2), frontal
korteks (% 1,5-27) ve hipokampusta (% 0,89-16) ekspresyon diizeyleri degismekle
birlikte oransal olarak disiiktiir (79). Calismamizda, hasta ve kontroller arasinda

ekspresyon diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi
(p>0,005). hsa-miR-29a i¢in ekspresyon diizeyi hastalarda (2'AACT=O,1096) kontrollere

(2724€1=0,2025) gore diisiik oldugu tespit edildi. APP ve proteolitik iiriinii olan Ap,
gama sekretaz ve beta sekretaz enzimleri tarafindan meydana getirilir. APP geni AH’1n

tim ailesel ve sporadik formlar ile iligkilidir. miR-29’un ekspresyonu sporadik
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Alzheimer hastalarinin beyin dokularinda anormal derecede azalmistir (93). hsa-miR-
29a’nin ekspresyonunun azalmasi negatif geri besleme mekanizmasi ile AH nin beyin
dokusunda APP ve BACEZX’in artisina sebep olur ve A birikimine yol agar (99). Hebert
ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da miRNA’larin BACE1geni ile etkilesimde oldugu
raporlanmistir (93). BACEL, AP iiretiminde sinirli olmasi gereken bir adimdir ve
Alzheimer hastalarinin beyin dokusunda ekspresyonunun arttigi raporlanmistir. Yine
ayni grup in vitro kosularda miR-29a ve miR-9’un BACE1l ekspresyonunu
diizenleyebildigini  géstermistir.  Alzheimer hastaliginda miR-29a  kiimesinin
ekspresyonunda 6nemli miktarda azalma tespit edilmis ve buna bagl olarak Alzheimer
hastalarinda yiiksek BACE1 protein ve AP diizeylerinin anormal birikimine sebep
oldugu tespit edilmistir (104). Bunun yaninda APP ve BACE1’in 3’UTR bdlgelerinde
yapilan ¢alismalarda yaygin SNP’lerin higbiri AH ile iligskili bulunmamistir. Ayni
zamanda BACE1 genini hedef alan miR-29a’nin AH olusumunda etkili olmadig
bulunmustur (103). Buna karsilik hiicre kiiltiirii modellerinde BACE1 ve A iiretimi ile
hsa-miR-29a nin diisiik ekspresyon diizeyi arasinda olast bir baglantidan soz
edilmektedir (104). Calismamizin sonuglarina gore hsa-miR-29a-3p’nin ekspresyon
diizeyi hastalarda kontrollere oranla 1,84 kat azalmistir. Bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunamamugtir. Fakat yapilan caligmalarda da gosterildigi gibi ifadesinin
azalmast BACE1 mRNA’nin 3'-UTR’ne baglanamayacagi i¢in geni transkripsiyonel
olarak baskilayamamasina neden olur (93). Boylece buradan sentezlenen BACE1L
enziminin aktivitesi artar, daha fazla APP pargalanir, AP hiicre iginde birikerek; sinaptik
ve noronal kayiplar, nérodejenerasyon ve hafizanin ilerleyici kayb1 gergeklesir. hsa-
miR-29a-3p geninin bu mekanizmada temel rol oynayarak Alzheimer hastalig1 gelisme

riski ile iligkili oldugu diisiiniilebilir.

hsa-miR-106a-5p’nin hedefindeki gen APP’dir ve hedef eslesme skoru %
79°dur. Normal insan yetigskin beyin dokusunda ekspresyon diizeyi diisiiktiir (% 0,5)
(79). Neha ve arkadaglar hiicre hatlarinda haberci (reporter) gen ekspresyon analizi ile
miR-106a’nin APP geninin ¢aligmasini negatif yonde diizenledigini ve bu miRNA’nin
asirt eksprese edilmesi sonucu APP mRNA’sinin translasyonel olarak baskilanarak
APP’nin protein diizeylerinde O6nemli derecede azalmaya sebep oldugunu
gostermislerdir (18). Saglikli bireylerde yapilan diger bir ¢alismada ise beynin temporal
korteksinde miR-106a ekspresyonunun azaldigi bulunmustur (105). Saglikli bireylere
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ait serebrospinal sivi 6rneklerinde de aynmi sekilde miR-106a igin yapilan dlglimlerde
ekspresyon diizeyinin diisiikk oldugu bulunmustur. Yine miRNA’larin ekspresyon
verileri kullanilarak AH tanisina katkida bulunacagmi diislindiigiimiiz ¢alismamiz
sonucunda da hasta ve kontroller arasinda ekspresyon diizeyleri bakimindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05). hsa-miR-106a-5p nin diizeyi igin ekspresyon

diizeyi hastalarda (244€1=0,0041) kontrollere (2724¢1=15704) gore azalmigtir. miR-
106a’nin ekspresyon diizeyinin diismesi sonucu APP’nin baskilanamayarak agir1 iiretimi
ile birikimine sebep olur ve boylece Alzheimer hastaligi gelismesinde bir risk

olusturabilir.

hsa-miR-106b-5p’nin hedefindeki gen APP’dir ve hedef eslesme skoru %
54’diir. Normal insan yetigkin beyin bolgelerinden frontal kortekste (% 0,14-1) ve
hipokampusta (% 0,28-2) ekspresyon diizeyi disiiktiir (79). Saglikli yash bireylerde
yapilan bir ¢alismada beynin temporal korteksinde miR-106b ekspresyonunun azaldigi
bulunmustur (105). Serebrospinal sivi 6rneklerinde de ayni sekilde miR-106b igin
yapilan Olglimlerde ekspresyon diizeyinin diisiik oldugu bulunmustur. Bizim
calismamizda da hasta ve kontroller arasinda ekspresyon diizeyleri bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0,001). hsa-miR-106b-5p i¢in

ckspresyon diizeylerinin hastalarda (22*“T=0,1086) kontrollere (2"42“7=0,3557) gore
diisiik oldugu gozlendi. Ayrica noral hiicre hatlarinda yapilan ayni ¢alismada APP
ekspresyonunu diizenlemesinin yaninda beyin gelisimi ve ndronlarin farklilasmasinda
da gorevli olabilecegi bildirilmistir (106). miR-106b’nin diizeyindeki bu azalma
APP’nin translasyonunun baskilanamamasina ve amiloid plaklarin birikerek AH’nin

etiyopatogenezinde onemli genetik kaynaklardan biri haline gelmesine neden olabilir.

hsa-miR-107, BACE1 geninin hedefi olmasinin yani sira PSEN1 genini de
hedeflemektedir ve hedef eslesme skoru % 85’dir. Normal yetiskin insan beyin
bolgelerinden frontal korteks (% 2-7,14), hipokampus (% 1-3,57) ve orta beyinde (%
0,5-1,79) ekspresyon diizeyleri degismekle birlikte disiiktiir (79). Calismamizda hasta
ve kontroller arasinda ekspresyon diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulundu (p<0,05). hsa-miR-107 i¢in ekspresyon diizeylerinin hasta bireylerde

(2744€1=0,0078) kontrol bireylerinden (2"*4“7=0,3590) oldukg¢a diisiik oldugu gdzlendi.
Yapilan c¢alismalarda da hastalarin beyin dokusundaki miR-107 diizeyinin AH
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patolojisinin ilerlemesi siirecinde ¢arpict olarak azaldigi bulunmustur (101, 107, 108).
Diger bir ¢aligmada ise miR-107 ile APP ve BACE1 genlerinin ekspresyonlart ile bu
genlere ait miRNA’larin ekspresyonlar1 arasinda bir baglantt kurulamamustir (104).
Calismamizda, miR-107 ekspresyon diizeyinin diismesi sonucunda bir gama sekretaz
olan PSEN1 geninin ekspresyonu baskilanamayarak asir1 sentezine ve APP’nin asir1
tiretimi ile AP birikimine sebep olur ve boylece Alzheimer hastaligi gelismesinde bir

risk olusturabilir.

hsa-miR-125a-3p’nin hedefindeki gen PSEN2’dir ve hedef eslesme skoru %
75’dir. Normal insan yetiskin beyin bdlgelerinden frontal kortekste (% 2,92-7),
serebellumda (% 2,08-5) ve orta beyinde (% 5,42-13) ekspresyon diizeyi oldukca
yiiksektir (79). Normal ve yash bireylerde yapilan bir ¢alismada ise beynin temporal
korteksinde miR-125a ekspresyonunun azaldigi bulunmustur (105). Serebrospinal sivi
orneklerinde miR-125a i¢in yapilan dl¢cimlerde ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu
bulunmustur (102). miR-125a hedef genin ekspresyonunu diizenlemede gorevlidir.
Olgun formdaki miR-125a’nin 8 niikleotidlik merkez dizisindeki bir SNP sonucu (miR-
125a-U) pri-miRNA’dan pre-miRNA olusumunu blokladigi ve miRNA’nin aracilik
ettigi translasyonu baskiladigt bulunmustur. Bu SNP etkisini RNA’nin sekonder
yapisini degistirerek gostermektedir (109). Bizim ¢aligmamizda ise hasta ve kontroller
arasinda ekspresyon diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamadi (p<0,05). Fakat hsa-miR-125a-3p i¢in ekspresyon diizeyinin hastalarda

(274%¢1=0,1611) kontrollere (2744¢T =0,2951) gore diisiik oldugu gdzlendi. miR-
125a’nin hedefinde yer alan PSEN2 presenilin grubu bir proteindir. Birgok isleve sahip
membran proteinleridir ve gorevleri APP’nin pargalanmasini saglayan y-sekretaz
kompleksinin merkezini olusturmaktir (110). miR-125a hedef aldigt PSEN2 geninin
ekspresyonunu baskilayabildigi i¢in kararli diizeyde APP sentezi gergeklesir ve amiloid
plak birikimi olugsmaz ve sonu¢ olarak AH’nin patolojisine katki saglamadigi
diistiniilebilir. Fakat miR-125a dizisindeki SNP’nin olup olmadig: arastirilmadig igin

etkisi halen belirsizdir.

hsa-miR-125b-5p’nin hedefindeki gen PSEN1’dir ve hedef eslesme skoru %
68’dir. Normal insan yetiskin beyin bélgelerinden frontal kortekste (% 7,67-101),
cerebellumda (% 1,06-14), orta beyinde (% 6,38-84) ve hipokampusta (% 2,2-29)
ekspresyon diizeyi olduk¢a yiiksektir (79). Saglikli yash bireylerde yapilan bir
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calismada beynin temporal korteksinde miR-125b ekspresyonunun azaldig
bulunmustur (105). Serebrospinal sivi Orneklerinde ise mMiR-125b i¢in yapilan

Olgtimlerde ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu bulunmustur (103). Bizim

calismamizda ise hsa-miR-125b-5p i¢in ekspresyon diizeyi hastalarda (224“7=0,0760)
kontrollere gore (2744¢T =0,0847) diisiik olmasina ragmen ekspresyon diizeyleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05). miR-125b ve AH
iligkisi i¢in veri tabanlarinda yapilan taramalarda ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu
(TargetScan Release 5.2 June 2011) ve bazi calismalarda da AH’nin etiyolojisinde
katkis1 oldugu bulunmustur (100). Bizim ¢alismamizda ise hastalar kontrollere goére
diisiik ekspresyon diizeyine sahiptir ve hsa-miR-125b miRNA geni AH ile
iligkilendirilememistir.

miRNA’larin biyolojisi ve insan beyin fonksiyonlarindaki rolleri halen agik
degildir. miRNA biyogenezinden sorumlu enzimatik mekanizmalar iyi korunur.
miRNA’lar1 kodlayan genler kiimeler halindedir ve ekspresyonlar1 da birlikte
gerceklesir (100). Calismamizda yer alan miRNA’lar Alzheimer hastaligina sebep olan
genler distliniilerek secilmistir. Bunun yaninda ayni genleri hedef alan bagka
miRNA’larin da oldugu unutulmamalidir. AH’1 ile baglantilarinin tam anlamiyla ortaya
konulabilmesi i¢in ilgili miRNA kiimesindeki diger genler de galisiimalidir. Calismaya
baglamadan Once hsa-miR-125a digsinda, olasi etkilerinden dolayr miRNA’larin
kendisindeki ve hedefindeki genler ile eslesme bolgeleri icinde herhangi bir SNP
bulunmadig1 arastirilarak etkileri dislandi. Fakat bu miRNA’larin pri- ve pre-
formundaki gesitli SNP’ler oldugu gibi hedefindeki genlerin 3'-UTR, intron ve ekson
bolgelerinde de SNP’ler mevcuttur. Bu SNP’lerin miRNA’nin olgunlagma siirecinde
yaratacagl isleme hatalar1 veya sekonder RNA’da meydana getirecegi yapisal

degisiklikler aragtirilmadi.

Bugiin i¢in tartismali da olsa genel kan1t AH nin kadinlarda erkeklerden daha
fazla ve ciddi gelistigi yoniindedir. Calismamizda yas aralig1 genisliginden dolay1 yas,
AH ve AH tipleri arasindaki iliski arastirilamadi. AH tiplendirilmesinde ilk tani, klinik
veriler ve mental durum muayeneleridir ve AH’nin ailesi tarafindan fark edilerek
klinige getirilmesi siireci erken donemi atladig1 i¢in ¢ok az hasta bu déonemde tan alir.
Dolayisiyla saymin az olmasi normaldir. Yine frekans analizlerinin sonuglarina gore

miRNA ekspresyon diizeyleri, bireylerin cinsiyeti ve hastaligin tipi arasinda sabit bir
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iliski yoktur. Her ne kadar grubumuz hasta ve kontrol olarak ayrilsa da kontrol
bireylerinin alindigi donemde AH olmamalar1 daha sonra olmayacaklart anlamina
gelmemektedir. AH ¢ok faktorlii olup karmasik bir genetik mekanizmaya sahip
olmasimin yaninda ¢evrenin de etkisi altinda gelistigi diistimiilmektedir. AH na neden
olabilecek kriterler diglanarak 60 yas ve iizeri saglikli kontrol grubu olusturmak
bulunduklar1 yas itibariyle olduk¢a zordur. Bu nedenle hasta ve kontrol sayisi esit
degildir. Saymin artirilmasi ve grubun cinsiyet bakimindan esitlenmesi, elde edilen

verileri desteklemesi bakimindan 6nemlidir.

Alzheimer hastaligi ile iligkili genlerin anormal ekspresyonlarinin analizlerinin
calisilmas1 zordur. Hem SNP hem de ekspresyon analizleri i¢in kullanilan doku
orneklerinin hasta yasarken temin edilmesi miimkiin olmadigi ve postmortem dokuda
RNA parcalanmasinin yani sira protein modifikasyonlart da olabilecegi i¢in diger
kaynaklara yonelme zorunlulugu dogmustur. Gen diizenlemesinin ortaya konulmasinda
en kolay elde edilebilir biyolojik kaynak periferik kandir. Kandan elde edilen veriler
hastalikla ilgili bilgiye ulagsmak i¢in yol gostericidir (111, 112). Sirkiile kan kolay elde
edilmesinin yaninda beyin ve immiin sistem arasinda pek ¢ok mekanizmalarla baglantili
calisir. Bu noktada 6dnemli bir sorun vardir. Periferik kan beyinle direkt iliskide degildir
ve kan-beyin bariyerindeki degisimlerle baglanti kurarak bu engeli agmasi oldukc¢a
zordur. Bariyerin getirdigi zorluklara ragmen kan proteinleri ve kan temelli
proteinlerdeki kayda deger degisimler hastaligin tespiti ve ilerlemesinin izlenmesinde

biyoisaret olarak yardimci olacaktir (113, 114).

Calismamizin ikinci kismini olusturan SNP’lerin se¢iminde Hushan Yang’in
(82) mesane kanserli hastalarda yapmis oldugu c¢alismada yer alan miRNA olgunlagma
mekanizmasinda gorevli genler ve hastalikla iliskili oldugu tespit edilen SNP’ler
kullanilmistir. Olgunlagmalar1 sirasinda meydana gelebilecek hatalar bulunduklari
dokuda hedefledikleri geni baskilamalarina veya olusan proteini par¢calamalarina engel
olacaktir. Yapilan aragtirmalar bu hatalarin var olan hastaliklarin etiyolojisi ve patolojisi
lizerine etkisini arastirmak ya da hastaligin seyrine katkisini tespit ederek tedavi amaclh

yaklagimlara yon gostermek gibi amaclara hizmet etmektedir.

Kanser disinda diger 6nemli bir grup ise noropsikiyatrik hastaliklardir.

Alzheimer hastaligi bu grupta yer alir. 100 yillik bir gegmise sahiptir ve bugiine kadar
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hastalik sebebi mekanizmalar konusunda carpici bir gelisme olmamistir. Diinyada yaslt
populasyonda 5,4 milyon bireyde bulunan bir hastaliktir. Ayrica tani, tedavi ve bakim
maliyeti ise yillik 183 milyon dolardir. Amerika’da her 8 bireyden birisi Alzheimer
hastasidir (115). Tiirkiye’de ise bu say1 Alzheimer Dernegi verilerine gore 450 bindir.
Tiirkiye Istatistik Kurumu (116) 2009 verilerine gore ise Alzheimer hastaligindan dlen
bireylerin sayist: 1596°s1 erkek, 2247°si kadin olmak iizere toplam 3870 kisidir. 2050
yili itibariyle ise sadece Amerika’da Alzheimer’l1 hasta sayisinin 13,5 milyon bireye

ulagmasi beklenmektedir (117).

Bu nedenle yeni kesfedilen ve halen bazi mekanizmalar1 tam anlamiyla
bilinmeyen miRNA’larin Alzheimer hastalifindaki yeri 6nem tasir. SNP’lerin ise
miRNA’larin davranigsinda ve hastaliklarin genetik temelinde 6nemi biyliktir (118).
Ozellikle ailesel Alzheimer hastaliginda tan1 amacl kullanilan APP, PSEN1, PSEN2 ve
ApoE gibi genlerin yaninda hastaligin tiim tiplerinde taniya gotiirecek veya hastaligin
seyrini  belirleyecek yeni belirteclere ihtiyag vardir. miRNA olgunlagma
mekanizmasindaki genlerde yer alan SNP’lerin kanser (82), diabet (119), arteroskleroz
(120), parkinson ve sizofreni (37) gibi hastaliklarda 6nemli rolii oldugu bilinmektedir.
Bu genlerin etkisinin arastirilmadigi fakat etkilerinin olabilecegi diger bir hastalik ise

Alzheimer hastaligidir.

Hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip dagilimu ile allel frekans: kiyaslamasi
yapilarak genetik olarak hastalik riski tasiyan bireyler belirlenebilir. Bu calismada,
miRNA olusum yolaginda gorevli genlere ait polimorfizmlerin miRNA’nin olgunlasma
mekanizmasinda hatalara yol agarak Alzheimer hastalig1 olma riski ile iligkisi arastirildi.
Aday gen grubu olarak RNASEN(DROSHA), DGCRS8, XPO5, RAN, DICER1, AGO1,
AGO2, GEMIN3(DDX20), GEMIN4 ve TARBP?2 segilerek bu genlere ait polimorfizmler

istiinde hasta kontrol ¢alismasi yapildi.

Calismaya baslarken miRNA olgunlasma yolaginda gorevli genleri hedef alan
miRNA’lardaki ve bu genler iizerindeki miRNA’larin hedef aldig dizilere ait SNP’ler
AH mekanizmasinda etkili olabilecegi i¢cin dbSMR veri tabani kullanilarak (14) bu
SNP’ler arastirildi. mMiIRNA-hedef mRNA eslesme kuralina gére SNP’ler merkez dizide
olursa eslesme saglanamadigindan gen diizenlemesi ger¢eklesemeyebilir. Bu SNP’ler

ilgili gen i¢in hedefin 3'-UTR’i, miRNA’nin 5’-UTR’i veya kok halka yapisina yakin
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dizilerde olursa hedef miRNA’1 isleme yeteneklerini kaybedeceklerinden dolay1 olgun
MIRNA olusamayabilir (72). Veri tabani analizleri ile gerek olgunlasma yolagi
genlerinde gerek hedefindeki miRNA’larin eslesme bdlgesinde veya yakininda
SNP’lere rastlanmamuistir. hsa-miR-125a-3p disinda bu genleri hedef alan miRNA’larin
kendi dizilerindeki SNP’lerin calisilmasi gerekmemistir. miR-125-U polimorfizmi pri-
mRNA’dan pre-miRNA olusumunda gorevli olmasi nedeniyle arastiriimasi

gerekmektedir.

Calismamizin sonuglarina gére; TARBP2 genindeki rs784567 polimorfizm igin
genotip ve allel dagilimlari ile AH olma riski arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulundu (p<0.05). RNASEN(DROSHA), DGCRS8, XPO5, RAN, DICER1, AGOL1,
AGO2, GEMIN3(DDX20) ve GEMIN4 polimorfizmlerinin genotip ve allel dagilimlari
ile Alzheimer hastaligt olma riski arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamadi (p>0.05).

DGCRS8 rs1640299 polimorfizmi genin 3'-UTR bolgesinde yerlesiktir. 3'-
UTR’ler genel olarak gen ekspresyonu i¢in sonlandirma kodonu, poliadenilasyon
sinyali ve sekonder yapi bigimlenmesi i¢in sinyallerin alindig1 dizilerin yerlestigi
onemli bolgelerdir. Bu bolgelerdeki SNP’ler konjenital kalp hastaligi, ventrikiiler
kardiyomiyopati ve displazi (121) gibi hastaliklara sebep olmaktadir. DGCR8, kofaktor
olarak RNASEN ile birlikte caligir. 3'-UTR bdlgesindeki bu polmorfizm DGCRS’in
sekonder yapisini degistirerek RNASEN ile baglanmasma engel olur ve miRNA
kararliligimi degistirebilir. DGCR8 geninin ifadesi ile ilgili fareler iizerinde yapilan bir
calismada, DGCR8 geninin tek kopya bulunmasi halinde islevinde yetersiz kaldig1 ve
gorevli oldugu miRNA’nin ekspresyonunda azalmayla birlikte sinirsel ve davranigsal
yetersizliklerin ortaya ¢iktigi gosterilmistir (122). Noropsikiyatrik hastaliklarda 22q11.2
ozellikle iliskilendirme c¢alismalarinda anlamli sonuglar elde edilmis bir bdlgedir.
DGCRS8'in komsulugunda yer alan 22q11.21 bdlgesindeki HTF9C'ye ait rs1633445 ile
sizofreni hastalarinda dikkatini uzun siire odaklayamama arasinda anlamli bir iligki
oldugu gosterilmistir. Sizofreni hastalariyla yapilan genom boyu iligkilendirme
caligmasinin sonuglarina goére de sizofreni ile iliskili oldugu bulunan sekiz biiyiik
delesyon arasindan dordiiniin 22q11.2 bdolgesini kapsadigi gosterilmistir (123). Diger
caligmalarin aksine ¢alismamizda polimorfizme ait GT genotipi bakimindan hasta ve

kontrol bireyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina ragmen her iki
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grupta da diger genotiplere (GG ve TT) gore yiiksek bulundu. Bu polimorfizm DGCRS8
proteininin sekonder yapisint degistirmeyecegi icin katalizor olarak birlikte c¢alistigi
RNASEN (DROSHA) ile baglanarak pri-miRNA’dan pre-miRNA olusumunda yaklasik
80 nt’lik c¢ift zincir pri-miRNA’1 kesme islevini yerine getirerek olgunlagsma
mekanizmast devam edebilir. Olgunlasan miRNA hedef mRNA’na baglanir ve
kontrollii ¢alismasini saglar. Bu nedenle DGCRS genindeki bu 3'-UTR polimorfizminin

Alzheimer hastalig1 patogenezinde etkisi olmadig1 sdylenebilir.

TARBP2 rs784567 polimorfizmi genin 5’-UTR boélgesinde yerlesiktir. Genel
olarak gen ekspresyonu igin diizenleyici elementlerden bazilar1 ile translasyonun
baglamasina ve sonlanmasina karar veren okuma gergevesi (Open reading frame-ORF)
burada yer alir. ORF’lerin kontrol ettigi genlerden birisi de BACE1 dir. BACE1 proteini
merkezi sinir sisteminin temel B sekretazidir. BACEL mRNA’1 5" sonda yiiksek oranda
GC igerigine sahiptir ( %77) (115). Bu dizilerin var olmasi protein sentezini sinirlayarak
sentezin diizenlenmesine yardimci olur. Dizilerin asir1 miktarda bulunmasi ise
translasyon bariyeri olusturmasma ve BACEl mRNA’nin translasyonunun
yapilamamasina neden olur. TARBP2’deki SNP (rs784567) DICER ile baglanmasini
engelleyerek DICER enziminin islevini yerine getirememesine sebep olacak ve olgun
miRNA olusmadigi igin BACEL gen ekspresyonu kontrol edilemeyecektir. BACE1
ekspresyonunun artmas1 daha fazla APP’nin pargalanmasina ve sonrasinda hiicrede
miktarmin kontrol edilemeyerek birikimine neden olacaktir. Bu SNP igin heterozigot
CT genotipi bakimindan hasta ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p<0.05). CC ve TT genotipi bakimindan ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p>0.05). Heterozigot CT genotipi hasta bireylerde % 42.5, kontrol
bireylerinde % 57.8 oraninda bulundu. Homozigot TT genotipi polimorfik allelin
homozigotlugu olmasindan dolay1 hasta bireylerde istatistiksel olarak anlamli bir sonug
elde edilseydi Alzheimer hastaliginin patolojisinde etkisinden sz edilebilirdi. Ama
aksine CT genotipine kontrollerde hasta bireylerden fazla rastlanmasi nedeniyle bu
genotipin hastalarda koruyucu etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Bunu nasil saglayabilir?
Bir 6zelligin bir ¢ift allel gen tarafindan belirlendigi dikkate alindiginda gen frekansi,
bir allel genin o populasyonda o gen igin var olan tiim alleller arasindaki yiizdesidir.
Mutasyonlar ve dogal seleksiyon gen havuzundaki genlerin frekansini etkileyebilir.

Ozellikle dogal seleksiyonla olusan, genin farkli allellerinin (heterozigot durum), farkl:
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cevrelerde, yasam igin istiinliik sagladigi disiiniildiigiinde dengeli polimorfizm de
diyebilecegimiz bu dogal seleksiyon tipi, 6zel bir hastalik nedeni olan allel genin
populasyonda kalmasini veya artmasmi saglamaktadir. Ciinkii heterozigotlar; bir
hastalikla iligkili gen allelini ve bir de normal gen allelini tasiyanlar olarak, iki alleli de
normal olan homozigotlara gore, enfeksiyonlara veya g¢evresel kosullara daha direngli
olmaktadir. Bir bakima kalitsal hastaligin tasiyicist olmak, baska bir hastaliga kars
savunma saglayabilmekte ya da bireyi belli kosullarda koruyabilmektedir. Dolayisiyla
Alzheimer hastalarinda da TARBP2 genindeki CT (heterozigot) genotipine sahip
bireylerin hastalik riskine karsi korunduklari sdylenebilir. Fakat bu genelleme igin
miRNA olusum yolaginda gorevli tim genlere ait haplotip analizlerinin yapilmasi ve
diger genlerin etkisinin dislanmas1 gerekmektedir. Ayrica hasta ve kontrol grubu
olusturulurken 60 yas ve {izeri bireyler secilmistir. Hasta ve kontrol bireyleri arasinda
tanisal farklilik olmamasi i¢in aymi klinige bagvuran ve Alzheimer tanisi almamis,
bunun yaninda Alzheimer sebebi olabilecek herhangi bir hastaligi olmayan bireyler
calismaya alindi. Saglikli bireyler Alzheimer hastalar1 gibi stirekli takip
edilmediklerinden dolay1 klinige bagvurdugu donemde aldiklari taniya goére kontrol
grubuna dahil edildi. Her ne kadar 6rneklerin alindigi déonemde bireyler saglikli olsalar
da genetik alt yapilarinin ileride Alzheimer hastasi olmalar1 konusunda zemin hazirlayip
hazirlamadig1 bilinmemektedir. Bu nedenle kontrol grubunun iginde de bu SNP i¢in
riskli bireyler bulunabilir. Hasta ve kontrol sayisinin artirilmasinin yaninda kontrol
sayisinin da hastaya esitlenmesi gerekir. 60 yas ve ilizeri AH’na sebep olabilecek;
diabet, vaskiiler demans, kardiyovaskiiler sendromlar, diisme, ¢arpma gibi beyin
islevlerini etkileyerek unutkanlik sebebi olusturabilecek etkenlerden herhangi birine
sahip olmayan saglikli birey bulma giigliigiinden dolay1 kontrol grubu genisletilemedi.
Sonug olarak; rs784567 i¢in genotip dagilimi ve Alzheimer hastaligi olma riski arasinda
bir iliski bulunamadi. Polimorfik olmayan ve polimorfik olan allel, hastalarda ve
kontrollerde benzer oranda bulunmasindan dolayr Alzheimer hastaligi olma riski ile

iliskilendirilemedi.

Alzheimer hastaliginin nedeni olarak; amiloid plaklarin ve tau proteinlerinin
birikim mekanizmasindan mMIRNA’nin hedef mRNA’lar iizerindeki denetleme
mekanizmasindaki aksamalar sorumlu olabilir. Ote yandan miRNA olgunlasma

yolagindaki genlerin ekspresyonlar1 da incelendiginde bu miRNA’larin ifadesinin

99



hastalarda daha fazla azaldigi gozlenmistir (124). Ekspresyon diizeyi bakimindan
farklilik gosteren miRNA'lar iizerinde online hedef bulma uygulamalari yardimiyla
yapilan caligmada ilgili miRNA'larin hedefinde agirlikli olarak ndronal plastisite
stireclerinde yer alan hiicresel bilesenlerin oldugu bulunmustur (125). Buna gore
miRNA’larin  diizenlenmesindeki hatalarla olusabilen néropsikiyatrik hastaliklarin
ortaya ¢ikmasinda miRNA olusum yolaginda gorevli genlerin polimorfizmlerinin de

pay sahibi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Alzheimer hastaligi klinik agidan heterojen bir yapiya sahiptir. Bu yiizden erken
baslangicli ve ge¢ baslangighi olmak iizere iki alt tipe ayrilmistir. AH’da hastalar
yakinlar1 tarafindan farkedilip klinige getirilmedikleri i¢in erken donemde tan1 konulma
giicliigii vardir. Calismamizda da erken baslangicl tip i¢in kadin ve erkek bireylerin
sayisinin @z olmasindan dolayr genotip ve allel dagilimlar ile arasindaki iligki
degerlendirilemedi. Ge¢ baslangicli tip icin hasta yakinlarinin vermis oldugu baslama
yasi esas alindi fakat yas araliginin genis olmasi nedeniyle (55-99) allel dagilimi ve yas
arasindaki iliski istatistiksel olarak degerlendirilemedi. Bunun yaninda yapilan frekans
hesaplamalarinda ge¢ baslangigli Alzheimer hasta sayisinin kadin bireylerde (N=111)
erkek bireylerden (N=61) fazla oldugu tespit edildi. Cinsiyetin AH riski agisindan
oneminin ne oldugu tartismali bir konudur. Kadinlarda AH olasiligimin yiiksek
oldugunu ileri siiren galismalarda bu farkin neden kaynaklandigi da yeterince ikna edici
bulunmamaktadir (egitim diizeyleri, kadinlarin uzun 6miirlii olmalari, kardiyovaskiiler
hastaliklarin etkisi vs) (91, 126). Ayrica AH nin ilag kullanma durumuyla ilgili elimizde
bir veri olmadigi i¢in hastalarin ilag tedavisine olan yanitlari veya hastaligin ciddiyeti
gibi degiskenler ile polimorfizmler arasinda bir iligkinin varlig1 arastirilmamistir. Bu
verilerin de teminiyle yapilacak istatistiksel analizler sonucunda AH alt tipleriyle bu

polimorfizmler arasindaki iligkiler ortaya konulabilir.

Calisilan SNP’ler igin genotip dagilimi ve allel sikligi bakimindan diger
populasyonlarla karsilastirildiginda avrupa populasyonu ile benzerlik gostermektedir.
Amerika Birlesik Devletlerinde AH’nin oranina yonelik etnik gruplar arasindaki
farkliliklarin arastirildigi bir calismada, siyah irkta hispanik irka gére AH’ nin daha sik
oldugu, Amerikan kizilderililerinde ise beyaz irka gore AH sikliginin daha diisiik
oldugu bulunmustur (127). miRNA genlerinin ekspresyonlar ile ilgili literatiirde etnik

bir calisma bulunmamaktadir. Bununla birlikte miRNA olusum yolaginda gorevli

100



genlere ait SNP’lerin NCBI veri tabainindaki kayitlarina goére Avrupa populasyonu i¢in
normal bireylerde bulunan allel frekanslari ile ¢aligmamizda elde ettigimiz hem hasta
hem de kontrol gruplarina ait allel frekanslari (TARBP2 geni rs784567 polimorfizmi
disinda) uyumludur. Sonug olarak; bu genlere ait SNP’lerin populasyon farketmeksizin
dagilimlari normal bireylerdeki ile benzerdir ve AH ile iliskili olmadiklar

distiniilmektedir.

SNP’ler i¢in hasta ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamast nedeniyle miRNA olgunlagsmasinda gorevli temel genlerin diizenli
calisarak yolakta aksamaya neden olmayacag: diisiiniilebilir. Olgunlasan miRNA’nin
hedef mRNA’a baglanarak; BACE] enzimi sentezinin kararli miktarda olmasinin
kontrolii, AP proteinine doniisen APP’nin kontrolii ile kararli miktarda AP olusumun
saglanmasi, ayn1 sekilde PSEN1 ve PSEN2 sekretazlar1 ile AR nin zararli formunun
zararli olmayan formuna oraninin dengelenerek AP birikiminin engellenmesi
saglanabilir. Bununla birlikte miRNA olusum yolagindaki genlere ait SNP’ler normal
olmasma ragmen bazi miRNA’larin ekspresyon diizeyinde azalma goézlenmektedir.
Boyle bir sonug, ilgili miRNA genlerinin sentezi sirasinda gorevli baska kontrol
mekanizmalar1 veya kontrol molekiillerinin ¢alismamasi veya yetersiz ¢alismasi ile

meydana gelebilir.

Hasta ve kontrol sayisinin az olmasindan dolay1 genotip dagilimlari ile hastalik
durumu arasinda anlamli  buldugumuz iligskilerin dogrulanmasi agisindan bu
arastirmadan tamamen bagimsiz daha genis bir grupla ¢alisilmasi gerekmektedir. Ayrica
genotipleme sonuglariin tutarli oldugunu gostermek agisindan calisma grubu iizerinde
Real- Time PCR’dan farkli olarak dizi analizi veya RFLP (Restriction Fragment
Lenghth Polymorphism) ile bu polimorfizmler i¢in bir tekrar ¢caligmasi yapilabilir.

Ayni sekilde ekspresyon diizeyleri ve miRNA’lar ile hastalik durumu arasinda
anlamli buldugumuz iliskilerin dogrulanmasi ac¢isindan bu arastirmadan tamamen
bagimsiz daha genis bir grupta bulgularin tekrarlanmasi gereklidir. Ekspresyon
sonuclarinin tutarli oldugunu gosterebilmek i¢in ¢calismanin devaminda miRNA olusum
yolaginda yer alan ve calismaya alinmayan diger genler, bu genlerin ekspresyon

diizeyleri ve genleri hedef alan % 100 eslesmeye sahip miRNA’larin polimorfizm ve

101



ekspresyon diizeyleri de aragtirilarak miRNA’larin AH nin olusumu ve seyrine etkileri

daha ayrintili olarak ortaya konulabilir.

Bu aragtirma Alzheimer hastaliginda miRNA'larin etksini ve diizensizligin
etiyolojisini agiklamada yol gosterici olacaktir. AH sadece genetik faktorlerin etkisiyle
ortaya c¢ikan bir hastalik olmadigi i¢in ¢evresel faktorlerin hasta grubunda ne oranda
tetikleyici gorevi oldugu bilinmemektedir. Genetik arastirmalar noropsikiyatrik
hastaliklarin etiyolojisinde yer alan yolaklarin kesfedilmesine yardimci olacaktir. Bu

sayede hastaliklarin tan1 ve tedavi siireglerine de 6nemli katki saglayacaktir
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6. SONUCLAR ve ONERILER

1. hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-125a-3p ve hsa-miR-125b-5p miRNA genlerine ait
ekspresyon diizeyleri hastalarda kontrollere goére azalmasina ragmen Alzheimer
hastalig1 olma riski ile istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (p>0,05). hsa-
miR-9-5p, 106a5p, 106b-5p ve 107 igin azalan ekspresyon diizeylerinin, Alzheimer

hastalig1 olma riskini anlamli oranda degistirdigi bulundu (p<0,05).

2. RNASEN, DGCRS8, XPO5, RAN, DICER1, GEMIN3, GEMIN4, AGO1 ve AGO2
polimorfizmlerinin genotip ve allel dagilimlari ile Alzheimer hastaligi olma riski
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (p>0.05). TARBP2 rs784567
CT genotipinin Alzheimer hastaligi olma riskini anlamli oranda degistirdigi bulunurken
(p<0.05) allel dagilimi1 bakimindan Alzheimer hastaligi olma riski arasinda ististiksel
olarak anlamli bir iligki bulunamadi (p>0.05).

3. Alzheimer hastalig1 ¢ok genli kaliim gosterdiginden tek bir genetik faktorden ziyade
birden fazla lokus hastaligin etiyolojisinde yer aldigi igin tim genomu kapsayacak
sekilde SNP’ler belirlenebilir ya da Alzheimer hastasi bireylerin tiim genomunun dizi
analizi ile taranmasi sonucu, Alzheimer hastalig1 riski ile iligskilendirilebilecek lokuslar

ortaya cikarilabilir.

4. Hastaligin etiyopatogenezinde yer alan miRNA’larin tespit edilerek ekspresyon
profillerinin belirlenmesi ile Alzheimer hastaliginin altinda yatan genetik faktorlerin
bulunmas: saglanabilir ayn1 zamanda farkli ilag hedefleri ve yeni tedavi yontemleri

gelistirilebilir.

5. miRNA olusum yolaginda Alzheimer hastaligi riski ile anlamli bir iliski bulunan
lokuslar ile bu genleri hedef alan miRNA ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir
baglantinin olup olmadigi ve reporter gen analizleri ile miRNA davranislar1 transgenik

hayvanlar lizerinde yapilacak arastirmalarla ortaya ¢ikarilabilir.

6. Kompleks hastaliklarin altinda yatan faktorlerin ortaya ¢ikarilmasi igin sistem
biyolojisinden yararlanilmasi son yillarda biiyiik 6nem kazanmisgtir. Sistem biyolojisinin

gelistirdigi yeni analiz yontemleriyle Alzheimer hastaligi gibi karmasik hastaliklarin
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yazilimlar araciligtyla (in siliko; in silico) modellenmesi yapilarak hiicre i¢indeki farkl
biyolojik olaylarin birbiriyle etkileserek nasil Alzheimer hastaligina neden oldugu

aciklanmaya calisilabilir.

7. miRNA ekspresyonlarinin diismesi, hedefledikleri genlerin ekspresyonlarinin artmasi
ile sonu¢lanmaktadir. Bu genlerden kodlanan proteinlerin yaninda proteomik,
transkriptomik ve metilom galismalari ile miRNA’lar ve Alzheimer hastaligi arasindaki

iligski daha iyi ortaya konulabilir.

8. Alzheimer sebebi miRNA’larin gen ekspresyon profillerinin belirlenerek gen
susturulmasi teknolojisi ile sorunlu genlerin susturulmasi saglanabilir. Gelecekte
kigilerin tim genom sekans ve ekspresyon bilgilerinden yararlanarak Alzheimer
hastalig1 gibi karmasik genetik hastaliklarda risk teskil eden lokuslar ile gen dozajlari
belirlenebilirse kisa siirede tani konmasi ve kisiye ozel tedavilerin gelistirilmesi

mimkiin olacaktir.

104



10.

11.

12.

7. KAYNAKLAR

Yokes MB. Molecular genetics of Alzheimer Disease. J. Cell Mol Bio. 2007;6(2):73-
79.

Bicker S, Schratt G. microRNAs: tiny regulators of synapse function in development
and disease. J. Cell Mol. Med. 2008;12(5A):1466-1476.

Barbato C, Ruberti F, Cogoni C. Searching for MIND: microRNAs in
neurodegenerative disease. J. Biomed. Biotech. 2009;Vol. 2009;1-8.

Kim VN, Nam JW. Genomics of microRNA. Trends Genet. 2006;22(3):165-173.

Lee Y, Kim M, Han J, Yeom KH, Lee S, Baek SH, Kim VN. MicroRNA genes are
transcribed by RNA polymerase 1. EMBO J. 2004;23:4051-4060.

Erisim: http://miRNA.sanger.ac.uk. Erisim Tarihi: 09.01.2012.

Rogaev El, Borinskaya SA, Islamgulov DV, Grigorenko AP. Human microRNA in
norm and pathology. Mol. Bio. 2008;42(5):751-764.

Hunter MP, Ismail N, Zhang X, Aguda BD, Lee EJ, Yu L, Xiao T, Schafer J, Ting
Lee ML. Detection of microRNA expression in human peripheral blood microvesicles.
Plos One. 2008;3(11):1-11.

He L, Hannon GJ. MicroRNAs: small RNAs with a big role in gene regulation. Nat.
Rev. Genet. 2004;5:522-531.

Cogswell JP, Ward J, Taylor 1A, Waters M. Identification of miRNA changes in
alzheimer’s disease brain and CSF yields putative biomarkers and insigths into disease
pathways. J. Alz. Dis. 2008;14:27-41.

Martino S, Girolamo ID, Orlacchio A, Datti A, Orlacchio A. MicroRNA
implications across neurodevelopment and neuropathology. J. Biomed. Biotech. 2009;
Vol, 2009:1-13.

Chuzhanova N, Cooper DN, Ferec C, Chen JM. Searching for potential microRNA-
binding site mutations amongst known disease-associated 3’-UTR variants. Gen. Med.
2007;1:29-33.

105



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

Iwai N, Naraba H. Polymorphism in human pre-miRNAs. Biochem. Biophys. Res.
Com. 2005;331:1439-1444.

Hariharan M, Scaria V, Brahmachari SK. dbSMR: a novel resource of genome-wide
SNPs affecting microRNA mediated regulation. BMC Bioinfor. 2009;10(108):1-6.

Maziere P, Enright AJ. Prediction of microRNA targets. Drug Discovery Today.
2007; 12(11):452-458.

Bazzoni F, Rossatoa M. Induction and regulatory function of miR-9 in human
monocytes and neutrophils exposed to proinflammatory signals. PNAS. 2009;106(13):
5282-5287.

Kocerha J, Kauppinen S. Wahlestedt C. microRNAs in CNS disorders. Neurol. Med.
2009;11(3):162-72.

Patel N. Hoang D. Miller N. Ansaloni S. Huang Q. Rogers J, Lee JC. Saunders A.J.
MicroRNAs can regulate human APP levels. Mol. Neurod. 2008;3(10):1-6.

Borel C, Antonarakis SE. Functional genetic variation of human miRNAs and
phenotypic consequences. Mamm Genome. 2008;19:503-5009.

Weinberg MS, Wood MJA. Short non-coding RNA biology and neurodegenrative
disorders: novel disease targets and therapeutics. Hum. Mol. Genet. 2009;18(1):R27-
R39.

American Psychiatric Association. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-1V) 4™ Ed. chapter 2. 2000.

Szymanski M, Wang R. Neuroglobin and alzheimer’s dementia: Genetic association
and gene expression changes. Neurobio. A. 2010;31(11):1835-42.

Sahin H. Alzheimer hastaliginin klinik belirtileri ve seyri. Edt: Emre M, Hanagas1
HA,Giirvit IH. Alzheimer Hastaligi Ozel Sayisi. Tiir. Klin. Nérol-Special Topics.
2009;2(1):31-35.

Kulaksizoglu IB. Alzheimer’li hastalarda goriilen psikiyatrik ve davranigsal sorunlar.
Edt: Emre M, Hanagas1 HA, Giirvit IH. Alzheimer Hastaligi Ozel Sayisi. Tiir. Klin.
Ndérol-Special Topics. 2009:2(1);36-44.

106



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Oktem O. Demans tanisinda klinik néropsikolojik degerlendirme. Edt: Emre M,
Hanagas1 HA, Giirvit IH. Alzheimer Hastaligi Ozel Sayisi. Tiir. Klin. Nérol-Special
Topics. 2009:2(1);5-9.

Leifer BP. Early diagnosis of alzheimer’s disease: Clinical and economic benefits.
JAGS. 2003:51(5);S281-5288.

Folstein MF, Folstein SE, McHugh PR. “Mini-mental state”. A practical method for
grading the cognitive state of patients for the clinician. J. Psych. Res. 1975;12(3):189-
98.

Giingen C, Ertan T, Eker E, Yasar R, Engin F. Standardize Mini Mental Test’in
Tiirk Toplumunda Hafif Demans Tanisinda Gegerlik ve Giivenilirligi. Tiirk Psik. Der.
2002;13(4):273-281.

Zilka N, Novak M. The tangled story of Alois Alzheimer. Bratisl Lek Listy. 2006;107
(9-10):343-345

Selekler K. Alzheimer hastaliginin epidemiyolojisi, risk faktorleri ve koruyucu
faktorleri. Edt: Emre M, Hanagas1 HA, Giirvit H. Alzheimer Hastalig1 Ozel Sayis1. Tiir.
Klin. Norol-Special Topics. 2009:2(1);10-13.

Shoji M. Biomarkers of the Dementia. Inter. J. Alz. Dis. 2011;131:2218

Brouwers N, Sleegers K, Broeckhoven CV. Molecular genetics of alzheimer's disease:
An update. Ann. Med. 2008;40:562-583.

Eckart K. Identification and functional characterization of genetic risk factors in
alzheimer’s disease. Doctoral Thesis. der Fakultit fir Biologie der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen. 2009.

Strittmatter WJ, Saunders AM. Apolipoprotein E: high-avidity binding to beta-
amyloid and increased frequency of type 4 allele in late-onset familial alzheimer
disease. Proc. Natl. Acad. Sci. 1993;90(5):1977-81.

Wilbert ML, Yeo GW. Genome-wide approaches in the study of microRNA biology.
WIREs Syst. Biol. Med. 2011;3(5):491-512.

Satoh J. Molecular network of microRNA targets in Alzheimer's disease brains. Exp.
Neurol. 2012;235(2):436-446.

107



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

Hebert SS, Strooper BD. Alterations of the microRNA network cause
neurodegenerative disease. Trends in Neurosci. 2008;32(4):199-206.

Tan L, Yu JT, Hu N. Non-coding RNAs in Alzheimer's Disease. Mol Neurobiol, 2013;
47(1): 382-93.

Hebert SS. Macro roles for microRNAs in the life and death of neurons. Springer-
Verlag Berlin Heidelberg, Hardcover, 2010; Chapter:10,91-96.

Wang Y, Stricker HM, Gou D, Liu L. MicroRNA: past and present. Front. Biosc.
2007;12(6):2316-2329.

Chen X, Liang H, Zhang J, Zen K, Zhang CY. Horizontal transfer of microRNAs:
Molecular mechanisms and clinical applications. Protein Cell. 2012;3(1):28-37.

Bandiera S, Hatem E, Lyonnet S, Henrion-Caude A. microRNAs in diseases: From
candidate to modifier genes. Clin Genet. 2010;77:306-313.

Kim VN. MicroRNA Biogenesis: Coordinated Cropping and Dicinig. Nat. Rev. Mol.
Cell Biol. 2005;6(5):376-385.

Nelson P, Kiriakidou M, Sharma A, Maniataki E, Mourelatos Z. The microRNA
world: Small is mighty. Trends Biochem. Scien. 2003;28(10):534-540.

Ambros V, Bartel B, Burge CB. A uniform system for microRNA annotation. RNA.
2003;9:277-279.

Jones SG, Grocock RJ, Dongen S, Bateman A, Enright AJ. miRBase: MicroRNA
sequences, targets and gene nomenclature. Nucl. Acids. Res. 2006;34:D140-D144.

Jones SG, Saini HK. miRBase: tools for microRNA genomics. Nucleic Acids
Research, 2008; 36: D154-D158.

Christian L, Hinske G. Silencing the host-the role of intronic microRNAs. Doctoral
thesis. Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen, Master of Science in Biomedical
Informatics at the Massachusetts Institute of Technology, Germany, February 20009.

Lagana A, Russo F, Sismeiro C, Giugno R, Pulvirenti A. Variability in the incidence
of miRNAs and genes in fragile sites and the role of repeats and CpG islands in the
distribution of genetic material. Plos One. 2010;5(6):€11166.

108



50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Miyoshi K, Miyoshi T, Siomi H. Many ways to generate microRNA-like small RNAs:
non-canonical pathways for microRNA production. Mol Genet Genom. 2010;284(2):
95-103.

Lee Y, Kim M, Han J, Yeom KH. MicroRNA genes are trasncribed by RNA
polymerase Il. The EMBO J. 2004;23(20):4051-4060.

Roslam JS, Koscianska E, Kozlowski P, Krzyzosiak WJ. The role of the precursor
structure in the biogenesis of microRNA. Cell. Mol. Life Sci. 2011;68:2859-287.

Guo L, Liang T. Cross-Mapping Events in miRNAs reveal potential miRNA-mimics
and evolutionary implications. Plos One. 2011;6(5):e20517.

Ying SY. Current perspectives in microRNAs (miRNA). Springer Science. Hardcover,
2008; Chapter:13,225-242.

Marjorie PP, Provost P. Protein interactions and complexes in human microRNA
biogenesis and function. Front. Biosc. 2008;13:2537-2547.

Pawlicki JM, Steitz JA. Nuclear networking fashions pre-messenger RNA and primary
microRNA transcripts for function. Trends Cell Biol. 2010; 20(1):52-61.

Shomron N, Levy C. MicroRNA-biogenesis and pre-mRNA splicing crosstalk. J.
Biomed. Biotech. 2009;Vol, 2009:594678.

Singh SK, Bhadra MP, Girschick HJ, Bhadra U. MicroRNAs—micro in size but
macro in function. FEBS J. 2008;275;20:4929-44.

Cullen BR. Nuclear RNA Export Pathways. Mol. Cell. Bio. 2000;20(12);4181-4187.

Lee I, Ajay SS. New class of microRNA targets containing simultaneous 5’-UTR and
3’-UTR interaction sites. Genome Res. 2009;19:1175-1183.

Winter J, Jung S, Keller S, Gregory RI, Diederichs S. Many roads to maturity:
MicroRNA biogenesis pathways and their regulation. Nat. Cell Bio. 2009;11(3):228-34.

Rossi JJ. RNAI and the p-body connection. Nat. Cell Bio. 2005;7(7);643-645.

109



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Gong J, Tong Y. Genome-wide identification of SNPs in microRNA genes and the
SNP effects on microRNA target binding and biogenesis. Hum. Mutat. 2012;33:254-
263.

Yu Z, Li Z, Jolicoeur N, Zhang L, Fortin Y, Wang E, Wu M, Shen SH. Aberrant
allele frequencies of the SNPs located in microRNA target sites are potentially
associated with human cancers. Nuc. Acids Res. 2007;35(13):4535-4541.

Roshan R, Ghosh T, Scaria V, Pillai B. MicroRNAs: Novel therapeutic targets in
neurodegenerative diseases. Drug Discovery Today. 2009;14(23-24):1123-9.

Sun W, Li YSJ, Huang HD, Shyy JYJ, and Chien S. microRNA: A master regulator
of cellular processes for bioengineering systems. Annu. Rev. Biomed. Eng. 2010;12:1-
27.

Salta E, Strooper BD. Non-coding RNAs with essential roles in neurodegenerative
disorders. Lancet Neurol. 2012;11:189-200.

Lee J, Li Z, Sinning RB, John B. Regulatory circuit of human microRNA biogenesis.
Plos Comput. Biol. 2007;3(4):e67.

Sanchez MAYV, Liu J, Hannon GJ. Control of translation and mMRNA degradation by
mMiRNAs and siRNAs. Genes Dev. 2006;20:515-524.

Mathonnet G. MicroRNA inhibition of translation initiation in vitro by targeting the
cap-binding complex elF4F. Science. 2007;317(5845):1764-1767.

Cui Q, Yu Z, Purisima EO, Wang E. Principles of microRNA regulation of a human
cellular signaling network. Mol. Sys. Biology. 2006;2(46);1-7.

Snead NM, Rossi JJ. Biogenesis and function of endogenous and exogenous siRNAs.
W. Interdiscip. Rev. RNA. 2010;1(1):117-31.

Wang Z, Yang B. MicroRNA expression detection methods. Springer-Verlag Berlin
Heidelberg. 2010:Chapter 1,3-40.

Hunsberger JG, Austin DR, Chen G, Manji HK. MicroRNAs in mental health: From
biological underpinnings to potential therapies. Neuromol. Med. 2009;11(3):173-182.

Vriesa HD. The Blood-Brain Barrier in Neuroinflammatory Disease. Pharma. Rev.
1997;49(2):143-146.

110



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Gilad S, Meiri E, Yogev Y, Benjamin S. Serum microRNAs are promising novel
biomarkers. Plos One. 2008;3(9):e3148.

Chomczynski P, Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal. Biochem. 1987;162(1):156-9.

Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for extracting DNA
from human nucleated cells. Nuc. Acids Res. 1988;16(3):1215.

Erisim: Ferrolab, http://ferrolab.dmi.unict.it. Erisim Tarihi: 21.12.2012.

Erisim: miracle, http://miracle.igib.res.in. Erisim Tarihi: 21.12.2012.

Erisim: microrna, http://www.microrna.org. Erisim Tarihi:12.08.2010.

Yang H, Dinney CP, Ye Y, Zhu Y, Grossman HB, Wu X. Evaluation of genetic
variants in microRNA-related genes and risk of bladder cancer. Cancer Res. 2008;68
(7):2530-2537.

Erisim: National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
Erisim Tarihi: 01.12.2012

Erisim: mirbase, http://www.mirbase.org/index.shtml, Erisim Tarihi: 21.12.2012.

Erisim:YakimaYellow, http://secure.eurogentec.com_Erisim Tarihi: 24.12.2012.

Zhang X, Wadkins RM. DNA Hairpins Containing the Cytidine Analog Pyrrolo-dC:
Structural, Thermodynamic, and Spectroscopic Studies. Biophys. J. 2009;96:1884—
1891.

Liang Y, Wong L, Tan R, Chen C. Real-time quantification of microRNAs by
TagMan® assays. Edt: Ambros VR, Altman S. MicroRNAs From Basic Science to
Disease Biology. Cambridge University Press. 2008:269-271.

Wong L, Lee K, Russell I, Chen C. Endogenous Controls for Real-Time Quantitation
of miRNA Using TagMan® MicroRNA Assays. Applied Biosystems Application Note,
2007;11-01.

111



89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Schmittgen TD. Analyzing real-time PCR data by the comparative C+ method. Nat.
Prot. 2008;3(6):1101-1108.

Bettens C, Sleegers K, Broeckhoven CV. Current status of alzheimer disease
molecular genetics: from past, to present, to future. Hum. Mol. Genet. 2010;19(1):R4-
R11.

Rocca WA, Hofman A, Brayne C. The prevalence of vascular dementia in europe:
facts and fragments from 1980-1990 studies. EURODEM-Prevalence Research Group.
Ann. Neurol. 1990;30(6):817-24.

Morris MC, Evans DA, Bienias JL. Dietary fats and the risk of incident alzheimer
disease. Arch. Neurol. 2003;60:194-200.

Hebert SS, Horre K, Nicolai L, Papadopoulou AS, MandemakersW, Silahtaroglu
AN. Loss of microRNA cluster miR-29a/b-1 in sporadic alzheimer’s diseasecorrelates
with increased BACE1L/beta-secretase expression. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
2008;105:6415-20.

Boissonneault V, Plante I, Rivest S, Provost P. MicroRNA-298 and microRNA-328
regulate expression of mouse beta-amyloid precursor protein-converting enzyme 1. J.
Biol. Chem. 2009;284:1971-81.

Lau P, Strooper BD. Dysregulated microRNAs in neurodegenerative disorders. Cell
Dev. Bio. 2010;21:768-773.

Schipper HM, Maes OC, Chertkow HM, Wang E. MicroRNA expression in
alzheimer blood mononuclear cells. Gene Reg. Sys. Bio. 2007:1;263-274.

Chen X, Ba Y. Characterization of microRNAs in serum: A novel class of biomarkers
for diagnosis of cancer and other diseases. Cell Res. 2008;18(10):997-1006.

Harten AV, Mulders J, Cevik C, Kester M. MicroRNA analysis in spinal fluid of
Alzheimer patients: A methodological feasibility study. Edt: Peter B. Gahan.
Circulating nucleic acids in plasma and serum. Springer Sci. Business Media B.V. 2011.
Chapter:37;275-282.

Maes OC, Chertkow HM, Wang E, Schipper HM. MicroRNA: Implications for
alzheimer disease and other human CNS disorders. Current Gen. 2009;10;154-168.

112



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

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

Wang WX, Rajeev BW. The Expression of microRNA miR-107 decreases early in
alzheimer’s disease and may accelerate disease progression through regulation of B-site
amyloid precursor protein- cleaving enzyme 1. The J. Neurosci. 2008;28(5):1213-1223.

Cogswell JP, Ward J, Taylor IA. Identification of miRNA changes in alzheimer’s
disease brain and CSF yields putative biomarkers and insights into disease pathways. J.
Alz. Dis. 2008;14:S1-S11.

Bettens K, Brouwers N. APP and BACE1 miRNA genetic variability has no major role
in Risk for alzheimer disease. Hum. Mut. 2009;30(8):1207-1213.

Bargaje R, Gupta S. ldentification of novel targets for miR-29a using miRNA
proteomics. Plos One. 2012;7(8):e43243.

Wang WX, Huang Q. Patterns of microRNA expression in normal and early
Alzheimer's disease human temporal cortex: White matter versus gray matter. Acta
Neuropath. 2011;121(2):193-205.

Hebert SS, Horré K, Nicola L, Bergmans B, Papadopoulou AS, Delacourte A, De
Strooper B. MicroRNA regulation of alzheimer's amyloid precursor protein expression.
Neurobiol Dis. 2009;33(3):422-8.

Nelson PT, Wang WX. MiR-107 is reduced in alzheimer’s disease brain neocortex:
Validation study. J Alz. Dis. 2010;21(1):75-79.

Hyslop PG, Haass C. Regulatory RNA goes awry in alzheimer’s disease. Nat. Med.
2008;14(7):711-712.

Duan R, Pak CH, Jin P. Single nucleotide polymorphism associated with mature miR-
125a alters the processing of pri-miRNA. Hum. Mol. Genet. 2007;16(9):1124-1131.

113



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

Koo EH, Kopan R. Potential role of presenilin-regulated signaling pathways in
sporadic neurodegeneration. Nat. Med. 2004;10:526-S33.

Haas C, Hanson E, Bar W, Banemann R. mRNA profiling for the identification of
blood—results of a collaborative EDNAP exercise. Forensic Sci. Int. Genet. 2011;
5(1):21-6.

Maes OC. Methodology for Discovery of alzheimer’s disease. Blood-based biomarkers.
J Gerontol. A Biol. Sci. Med. Sci. 2009;64A(6):636-645.

Saykin AJ. Alzheimer’s disease neuroimaging initiative biomarkers as quantitative
phenotypes: Genetics core aims, progress, and plans. Alzh. Dement. 2010;6:265-273.

Patel S, Shah RJ, Coleman P, Sabbagh M. Potential peripheral biomarkers for the
diagnosis of alzheimer’s disease. Int. J. Alz. Dis. 2011;1-9.

Alzheimer’s Association, 2012 Alzheimer’s Disease Facts and Figures. Alz. Dementia.
2012;8(2):1-47.

Erisim: Tiirkiye Istatistik Kurumu, http://www.tuik.gov.tr. Erisim Tarihi: 21.12.2012.

Mauskopf J, Mucha L. A Review of the methods used to estimate the cost of
alzheimer’s disease in the united states. A. J. Alz. Dis. Dementias. 2011; 26(4):298-309.

Sun G, Yan J, Noltner K. SNPs in human miRNA genes affect biogenesis and
function. RNA, 2009;15(9):640-651.

Guay C. Diabetes mellitus, a microRNA-related disease? Trans. Res. 2011;157(4):
253-264.

Vickers KC, Remaley AT. MicroRNAs in atherosclerosis and lipoprotein metabolism.
Curr. Opin. Endocrinol. Diabetes Obes. 2010;17(2):150-155.

Chatterjee S, Pal JK. Role of 5’- and 3’-untranslated regions of mRNAs in human
diseases. Biol. Cell. 2009;101:251-262.

Stark KL. Altered brain microRNA biogenesis contributes to phenotypic deficits in a
22q11-deletion mouse model. Nat Genet. 2008;40(6):751-60.

114


http://www.tuik.gov.tr/

123.

124.

125.

126.

127.

Need AC. A genome-wide investigation of SNPs and CNVs in schizophrenia. Plos
Genet. 2009;5(2):e1000373.

Han J, Pedersen JS. Posttranscriptional crossregulation between DROSHA and
DGCRS. Cell. 2009;136(1):75-84.

Olde LNFM, Kos A, Martens GJM. MicroRNA networks direct neuronal
development and plasticity. Cell. Mol. Life Sci. 2012;69(1):89-102.

Giirvit H, Emre M, Tinaz S. The prevalence of dementia in an urban Turkish
population. Am. J. Alz. Dis. Other Dementias. 2008;23(1):67-76.

Manly JJ, Mayeux R. Ethnic differences in dementia and alzheimer’s disease. In:
Anderson NB, Bulatao RA, Cohen B. Critical perspectives on racial and ethnic
differences in health in late life, Washington, D.C: The National Academies in Press,
2004;95-97.

115


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olde%20Loohuis%20NF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kos%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martens%20GJ%5Bauth%5D

OZGECMIS

5 Mart 1975 yilinda Ankara’da dogdu. Ilkogretimi, Demirlibahge ilkdgretim
Okulu’nda, ortadgrenimini Demirlibah¢e ortaokulunda ve lise Ogrenimini Bagkent
Lisesi’nde tamamladi.

1998 yilinda Mersin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji B&liimii’nden
mezun oldu. 1999 yilinda Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’'nda yiiksek lisansa basladi. 2001 yilinda Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’na arastirma gorevlisi olarak atandi. 2003 yilinda Gaziantep
Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans
egitimini tamamladi. 2007 yilinda Mersin Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii T1bbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda doktora egitimine bagladi. Halen Mersin
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda

doktora egitimine devam etmektedir.

116



