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OZET

Presinaptik Proteinleri Kodlayan Genlerin Polimorfizmleri ile Alzheimer Hastalig

Arasindaki Iligkinin Arastirilmasi

Alzheimer hastaligi (AH); yakin hafiza, neden sonug iliskisi, konsantrasyon,
dil, gorsel algilama ve gorsel uzamsal fonksiyonlar iceren kognitif fonksiyonlarin
ilerleyici kaybidir. AH basladig1 yasa gore iki tip olarak bilinmektedir; 65 yas
oncesi baslayan AH’a erken baslangich AH, 65 yas sonrasi gelisen AH’a ge¢
baslangich AH denilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda, Alzheimer
hastalarinda sinaptik vezikiil proteinleri ve presinaptik plazma membran
proteinlerinin sinaptik tasinmada oldukca onemli olduklar1 belirlemislerdir.
Bunlardan bazilari olan synapsin III, syntaxin 1A, SNAP-25 ve VAMP2 proteinleri
ile Alzheimer hastahig arasindaki iliski arastirildi.

Calismamizda 68 Alzheimer hastas1 ve kontrol grubu olarak 72 saghkh
bireyin periferik kanlarindan DNA izole edilerek, . VAMP2 (Synaptobrevin) geni
26 bp Ins/Del polimorfizmi, SNAP-25 geni Mnll, Ddel polimorfizmleri, synapsin
III geni -196 G>A ve -631C>G polimorfizmleri, syntaxin 1A geni ekson 3 ve intron
7 polimorfizmleri allel ve genotipleri tespit edildi.

Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi icin; Allel sayilar ile gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamh iliski vardir. G alleline sahip olan bireyler C
alleline sahip olan bireylere oranla 1,5 kat daha risk altinda olmaktadir (p=0.047).
Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi allel sayilar1 ile gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh iliski vardir. T alleline sahip olan bireylerin, C alleline
sahip olan bireylere oranla 1,7 kat daha fazla hastalik riskine sahip olduklar tespit
edildi (p=0.018). Ayrica, logistik regresyon analizi sonucunda da VAMP2 ve
SNAP-25 genlerine ait polimorfizmlerde de anlamhlik tespit edilmistir (p= 0.009,
p=0.010).

Sonug olarak, presinaptik bolgede yer alan ve sinaptik gecisi etkileyen baska
proteinlerinde genetik acidan incelenmesi AH min erken tamisi ve tedavisinde
yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, SNARE, VAMP2, Synapsin III, Syntaxin 1A,
SNAP-25
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ABSTRACT
Investigations on Genetic Polymorphisms of Presynaptic Proteins Genes in

Alzheimer Disease

Alzheimer Disease (AD), is a progressive brain disease that slowly destroys
memory thinking skills, and eventually even the ability to carry out the simplest
tasks, the loss of cognitive functioning-thinking, remembering and reasoning to
such an extent that it interferes with a person’s daily life and activities. AD
separates two groups. In most people with AD, symptoms first appear after age 65,
these group are called late-onset AD. However, the other group appears before age
65, this group is called early-onset AD. It has been reported that about AD;
synaptic vesicle proteins and plasma membrane proteins are crucial role for
synaptic transmission. We investigated that association with AD and genetic
polymorphism of synapsin III, SNAP-25, VAMP2 and syntaxin 1A proteins.

In our study, we obtained DNA from persons who have AD (n=68) and
unrelated healty person (n=72). We determined alleles and genotypes of 26 bp
Ins/Del polymorphism of VAMP2 gene, Mnll and Ddel polymorphisms of SNAP-
25 gene, -196 G>A, -631 C>G polymorphism of synapsin III gene.

Our result suggested that, case-control comparisons of these polymorphisms
revealed significant differences in the allelic and genotypic distributions; -631 C>G
polymorphism of synapsin III gene alleles relation with AD (p=0.047). Persons who
have G alleles 1.5 times more at risk than C alleles increased susceptibility of AD.
Exon 3 polymorphism of syntaxin 1A gene is associated with AD (p=0.018).
Persons who have T alleles 1.7 times more at risk than C alleles increased
susceptibility of AD. Also, result of logistic regression analysis SNAP-25 and
VAMP2 are significant relevance with AD (p= 0.009, p=0.010).

Result of our study; we determined that relation between AD and SNAP-25,
VAMP2, synapsin III, syntaxin 1A genes. Also, gene of other proteins which have
been in presynaptic region should be investigated. Consequently, these studies can

asist with AD early diagnosis and treatment.

Keywords: Alzheimer, SNAP-25, Synapsin III, Syntaxin 1A, VAMP2

X1V



1.GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH) ilk kez 1900’1ii yillarin baslarinda Alman bilim adami olan
Alois Alzheimer tarafindan 51 yasindaki bir kadin hastada tanimlanmistir. Uzun yillar gec
yasta baglayan bir hastalik olarak kabul edilmistir. AH; biyokimya, hiicre biyolojisi,
molekiiler genetik, sinir bilimi ve yapisal biyoloji gibi biyolojik disiplinlerin ilgilendigi bir
hastalik olarak da tamimlanmistir. AH yakin hafiza, neden sonug iligkisi, konsantrasyon, dil,
gorsel algilama ve gorsel uzamsal fonksiyonlar1 iceren biligsel fonksiyonlarin ilerleyici
kaybidir (1, 2). AH basladig1 yasa gore iki tip olarak tanimlanmistir; 65 yas dncesi baslayan
AH’a erken baslangichh AH, 65 yas sonrasi gelisen AH’a ge¢ baslangich AH denilmektedir.
AH parenkima ve damar duvarlarinda ayrica, norofibriller iplikciklerde § amiloid peptid (AP)
depozisyonu ve noronal kayipla karakterize anormal tau proteinlerinin noronal hiicrelerde
goriildigli bir norodejeratif hastaliktir. Bu alanlar, genellikle serebral korteks ve
hipokampuste goriilmektedir (3).

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde yapilan histopatolojik calismalar sonucunda, beynin
hipokampus ve neokorteks gibi farkli kisimlarinda norofibriler iplikler, senil plaklar ve genis
noronal kaybin oldugu bolgeler belirlenmistir. Tespit edilen dort proteinin hastalifin erken
baslangicli formuyla iligkili oldugu belirlenmistir. Bunlar; beta amiloid prokiirsorii, presenilin
1 (PSEN1), presenilin 2 (PSEN2) ve tau proteinleri olarak bilinmektedir (4). Ancak, bunlarin
disinda AH ile iliskili bir¢ok gen bolgesi de belirlenmistir (5). Sinaptik degisimin amiloid
birikimi patogenezinde ve hiicre iskeleti anomalilerinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir

.

N-etylmaleimide-sensitive factor attachment protein reseptor (SNAREs) proteinleri
plazma membran proteiniyle kompleks olusturur ve ndroekzositozu diizenler. Popiiler bir
teoriye gore, ii¢ presinaptik SNARE proteini vardir; syntaxin, synaptobrevin 2 (VAMP2) ve
SNAP-25 proteinleridir. Bu proteinler, sinaptik vezikiiliin fiizyon olusturmasinda erken ve geg
evrede oldukca onemlidir. Synaptobrevin, SNARE kompleksinin vezikiilde bulunan kismini
olustururken, syntaxin ve SNAP-25 plazma membran proteinlerindendir (6,7). Synapsin ise,
fosforile olmus sinaptik vezikiil iligkili proteindir (8). Sze ve ark’ min (2000) yaptig1 bir
caligmaya gore; Alzheimer hastalarinin beyinlerinin dort farkli bolgesinde (hipokampus,
entorhinal korteks, caudate nucleus ve occipital korteks) immiinohistokimyasal olarak yedi
farkli presinaptik bolge proteini (synaptobrevin, synaptotagmin, SNAP-25, syntaxin, SV2,

Rab3A ve synapsin I) incelenmistir. Kontrol bireylerle olasi/erken baslangicli Alzheimer



hastalar1 karsilastirildigi zaman, hipokampiiste synaptobrevin ve synaptotagminin belirgin
oranlarda azaldig: tespit edilmistir. AH ile kontrol bireyleri karsilastirildiginda; hipokampusta
synaptobrevin, synaptotagmin ve Rab3A proteinlerinde, entorhinal kortekste synaptobrevin
(VAMP), synaptotagmin ve Rab3A da belirgin miktarda diisiisler tespit edilmistir. Sonug
olarak, presinaptik vezikiil proteinleri ile biligsel bozukluk arasinda bir iliski olabilecegi one
stiriilmiisgtiir (9). Shimohama S. ve ark (1997) yaptiklart calisma sonucunda ise, Alzheimer
hastalarinda sinaptik vezikiil proteinlerinin presinaptik plazma membran proteinlerinden daha
hassas olduklar1 belirlemislerdir (10).

AH ile synapsin III, syntaxin 1A, VAMP2 ve SNAP-25 genleri polimorfizmleri
arasindaki iligki daha once uluslararast higcbir calismaya konu olmamistir. Bu calismada,
VAMP2 geni 26 bp Ins/Del polimorfizmi, SNAP-25 geni Mnll, Ddel polimorfizmleri,
synapsin III geni -196 G>A ve -631C>G polimorfizmleri, syntaxin 1A geni ekson 3 ve intron

7 polimorfizmleri ile Alzheimer hastalig1 arasindaki iligki arastirildi.



2.GENEL BILGILER

2.1 Alzheimer Hastalig:

2.1.1. Alzheimer Hastaligimin Tarihcesi

Alzheimer hastalig1 (AH) ilk kez 1900’li yillarin baslarinda Alois Alzheimer tarafindan
51 yasindaki bir kadinda tanimlanmistir. Uzun yillar ge¢ yasta baslayan bir hastalik olarak
kabul edilmistir. Bu goriis son yillarda degismistir. 30 yaslarindan sonra baslayan herhangi bir
yasta ortaya ¢ikan, etyolojisi bilinmeyen, ilerleyici demansa neden olan bir hastalik olarak ta
tamimlanmaktadir (11). AH; biyokimya, hiicre biyolojisi, molekiiler genetik, sinir bilimi ve
yapisal biyoloji gibi biyolojik disiplinlerin ilgilendigi bir hastalik olarak ta tanimlanmigtir. AH
yakin hafiza, neden sonuc iliskisi, konsantrasyon, dil, gorsel algilama ve gorsel uzamsal
fonksiyonlar1 iceren bilissel fonksiyonlarin ilerleyici kaybidir (1, 2). Yetmis yasin iizerindeki
kisilerin % 10’unda demans, bunlarin yarisinda AH goriilmektedir. Genetik heterojenite
gosteren bir hastalik olup, % 5’ten az1 erken baslangich ailesel ve % 75’1 sporadik vakalardir.
Ailesel AH vakalarimin yaklasik % 10’unda otozomal dominant kalitim, geri kalaninda ise
multifaktoriyel kalitim goriilmektedir. Hastalarin % 1’inden az1 ise Down Sendromlu olarak
belirlenmistir. AH, sayist bilinmeyen genetik faktor ve cevresel etkenlerle olusan
multifaktoriyel bir hastaliktir. AH bagladig1 yasa gore iki tip olarak tamimlanmistir; 65 yas
oncesi baglayan Alzheimer hastaligina erken baslangich AH, 65 yas sonrasi gelisen
Alzheimer hastaligina ge¢ baslangiclhh AH denilmektedir (2). AH parenkima ve damar
duvarlarinda ayrica, norofibriller iplikciklerde B amiloid peptid (AB) depozisyonu ve noronal
kayipla karakterize anormal tau proteinlerinin noronal hiicrelerde goriildiigii bir ndrodejeratif

hastaliktir (2, 3).

2.1.2 Alzheimer Hastaliginin Noropatolojisi

Alzheimer, demans hastaliginin biiyiik bir kismin1 olusturan progresif nérodejeneratif
bir hastaliktir. 85 yas tizeri bireylerin % 50’sinden fazlasinda AH goriilmektedir. Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde yapilan histopatolojik calismalar beynin hipokampus ve neokorteks

gibi farkli bolgelerinde norofibriler iplikler, senil plaklar ve genis noronal kaybin oldugu



bolgeler belirlenmistir (gizelge 2.1) (4). AH patogenezi, cevresel ve genetik faktorlerin
birlikte olusturdugu kompleks bir yapiya sahiptir. Baz1 hastalarda sporadik olarak gelisirken
ozellikle ailesel kalitsal tiplerinde tespit edilen bazi proteinler vardir (12). Beta amiloid
peptid, tau proteinleri ve izoform 4 tipindeki kolesterol transporting apolipoprotein E (APOE)
proteinlerinin AH patogenezinde etkili oldugu tespit edilmistir (13).  Af’nin prokiirsor
proteini olan B Amiloid prekiirsor proteini (APP) cesitli dokularda eksprese edilmektedir.
APP  ekspresyonu; stres, biiyime hormonlari, sitokinler gibi c¢esitli ajanlarla
indiiklenebilmektedir (¢izelge 2.2) (2).

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde yapilan histopatolojik c¢alismalar sonucunda
beyinde hipokampus ve neokorteks bolgelerinde norofibrilar iplikcikler, senil plaklar ve genis
bir noronal kayip oldugu tespit edilmistir. Hastaligin patogenezi, kompleks olup cevresel ve
genetik faktorlerin ortak etkisiyle gelismektedir. AH vakalarinin biiyiik bir kismi sporadik
olup etyolojisi net olarak bilinmemektedir. Baz1 formlar1 ise 6zellikle Familial Alzheimer
hastalign (FAD) kalitsal olup, genlerin etkisiyle oldugu belirlenmistir. Tespit edilen dort
protein, hastaligin erken baslangich formuyla iliskilidir. Bunlar; Beta amiloid prekiirsorii,
presenilin 1 (PSEN1), presenilin 2 (PSEN2) ve tau proteinleri olarak bilinmektedir. Diger
taraftan, apolipoprotein E nin &4 alleli ge¢ baslangich demans icin genetik bir risk
olusturmaktadir (12). Bu bilgiler 1s18inda, AH ile ilgili amiloid hipotezi One siiriilmiistiir.
Amiloid hipotezi, amiloidlerin birlesmesi disinda diger parametreleri de igermektedir. Bu
sekilde; senil plaklarin olugmasi, ndronal ve sinaptik kaybi da beraberinde getirmektedir.
Amiloidlerin birikimini olusturan intraseliilar amiloid beta 42 (AB42) olup, normal formlu A
birikim gostermemektedir. Biriken amiloidler norotoksik ozellik gostermektedir. In vivo
ortamda toksik etkili amiloid plaklarin sinaptik plastisiteyi ve hafiza olusumunu etkiledigi
belirlenmistir (12).

Son yillarda, 6zellikle kalitsal formlu AH icin yeni bir hipotez 6ne siiriilmiistiir. Bu
hipoteze gore; y sekretaz enziminde olusan mutasyon hastaliktan sorumlu tutulmaktadir.
Gama sekretaz, hiicre yiizey reseptorlerinin proteolizisinde gorev alir ve bu proteolizi
yaparken hiicre yiizeyinden niikleusa sinyal transdiiksiyonunda etkilidir (12). Normal
gelisimden norodejenerasyona kadar bircok proteinin iizerinde etki gostermektedir. Buna ek
olarak, y sekretaz’in inhibisyonuyla; APP, Notch-1 ve N-cadherin gibi bazi proteinlerinin
tiretiminin de etkilendigi belirlenmistir. y sekretaz’in sadece interseliilar iletisimi ve sinyal
transditksiyonu  degil, = norodejenerasyon = mekanizmasindaki ~ sinyal  yolaginin

disregiilasyonununda da dnemli oldugu tespit edilmistir (12).



APP’ nin endoproteolitik par¢alanmasi sonucu, norotropik ve noroproktetif aktivite
gosteren peptidler olusturur. APP’nin endozomal-lizozomal yapi i¢inde parcalanmasi sonucu
40 aminoasitlik karboksil-terminal peptid AB4o olusturur (1). Normalde olmasi gerekli bu
reaksiyon disinda, APP’nin golgide ve endoplazmik retikulumda pargcalanmasi sonucu 42 ya
da 43 aminoasitlik bir karboksil peptid olustugu bilinmektedir. Bu peptidlerin norotoksik
ozellikleri oldugu diisiiniilmektedir. AH’larinin beyinlerinde belirgin miktarda A4o43

birikimi gozlenmistir (1, 14).

Cizelge 2.1. Alzheimer hastaliginin etkenleri
ALZHEIMER HASTALIGININ NOROPATOLJiSINDEKI
ETKENLER

Norofibriler yaumaklar

Amiloid plaklar

Noron kaybi

Sinaps kayb1

Gliozis-inflamasyonun kaybi

Kolinerjik innervasyonun kaybi

Diger norotransmitterlerin kaybi

APOE, sinirlerde hasar tamirinde etkilidir. APOE beyinde sentezlenip astrositlere gecer
ve sinir hasar1 sonucunda aniden artar. Alzheimer hastasi olan bireylerde astrositlerin
biyokimyasiin degistigi belirlenmistir. APOE’nin ndronal ekspresyonunun varyasyonlarinin
AH i¢in risk olabilecegi one siiriilmiistiir. APOE ekspresyonu, cesitli hiicre ve dokularda
olmaktadir. Besin, hormon, doku, hiicreye spesifik faktorler ve intraselular kolesterol
seviyeleri gibi etkenlerle diizenlenir (2,14). Sinaptik degisimin amiloid birikimi
patogenezinde hiicre iskeleti anomalilerinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. AH
beyinlerindeki caudate difiiz plaklarinin olusmasit gozlenmistir. Son yillarda yapilan
calismalarda, mikrotiibiillerle iliskili fosforile proteini olan tau proteini arastirilmistir. Bu
caligmalara gore, tau proteini mikrotiibiillerdeki tubulin polimerizasyonu ile baglantili oldugu

tespit edilmistir (14).



Cizelge 2.2. Alzheimer hastaliginda rol oynayan faktorler
ALZHEIMER HASTALIGINDA ROL OYNAYAN FAKTORLER

Risk Faktorleri Koruyucu Faktorler
Yas Yiiksek egitim
Cinsiyet APOE-¢2

Ailede demans oykiisii Antioksidan kullanimi
Genetik etkenler Anti-inflamatuar kullanimi
Kafa travmasi Ostrojen kullanimi
Down sendromu Statin kullanimi

Major depresyon oykiisii

Vaskiiler olaylar

Plazma homosistein diizeyi

Kiigiik kafa ¢evresi

Tiroid hastaligt

Baz1 toksik ve zararli durumlara
maruz kalma

Norofibriler Yumaklar: Norofibriler yumaklarin (NFY) temel bileseni hiperfosforile
tau proteinidir. Tau proteini, kromozom 17q21.1 deki bir gen bolgesi tarafindan kodlanan
mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP) ailesinin bir iiyesidir. Mikrotiibiilllerin stabilizasyonu,
sitoskeletal biitiinliik ve aksonal transportta 6nemli roller oynar. AH patogenezinde hiperaktif
kinazlar ve/veya hipoaktif fosfotazlar tau proteinin hiperfosforilasyonuna yol agarak
mikrotiibiillere baglanma yetenegini bozarlar. Baglanmamig fosforilize tau ¢oziinmeyen ¢ift
sarmall1 filamanlara (PHF) polimerize olur (sekil 2.1). PHF’ler giderek intrandronal NFY’ler
seklinde kondanse olur. PHF’'den NFY’ye ge¢isin yillar kapsayan uzun bir siire¢ oldugu
diisiiniilmektedir. Bu siirecte tau hedefli tedavi stratejilerinin, PHF lerin NFY seklinde
cokelmesini hedeflemeleri gerektigi belirtilmistir. NFY sonunda stoskeletonun biitiinliigiinii
ve aksonal transportu bozarak hiicre ©liimiine neden olur. Hiicre Oliimiiyle ortaya cikan

ekstraselular NFY’ye (hayalet yumak) ad1 verilir (15, 16).

Tau proteini  hiperfosforilasyon _ serbest Tau  polimerizasyon _ PHF

»
»

PHF kondansasyon . NFY  hiicre oliimii hayalet NFY

Sekil 2.1. Norofibriler yikimin agamalari



Amiloid Plaklar: Amiloid plaklarin kaynagi kan damarlar1 ve beyindeki noronlarin dig
yiizeyinde biriken amiloid beta (AP) peptid kompleksidir. APP olarak bilinen normal néron
transmembran proteinidir. APP’nin, noronal stres veya hasar ile dogal noroprotektif ajan
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, APP’nin glutamat eksitoksisitesinden noronlar1 koruyup,
Ca*™ konsatrasyonunu indirgeyerek, noronal stres veya hasardan dogal ndron koruyucu
oldugu diisiiniilmektedir. APP’nin farkli enzimlerle kesilerek A4 AP4, peptidlerini
olusturduklar1 bilinmektedir (sekil 2.2). ABs A4y’ a oranla daha hidrofobik ve baglantiya
daha uygundur. AP, fibrilleri birleserek amiloid plaklart olustururlar. APBs ve AP
intraseliiler formlardir fakat hiicre disina tagindiklar1 zaman birlesirler. Insiilin, ekstraseliiler
ortama tasinmasini kolaylastirir. Bu nedenle tip 2 diabet hastalarinin AH olma insidansi

oldukga yiiksektir (16).

Amiloid plak formasyonu iki yolakla néron 6liimiinde etkin rol oynar.
1-Inflamasyon

2-Norofibriler iplikcikler
Beyin hiicrelerinin iki tipi astrositler ve mikroglialar, immiin/inflamatuar yanitta
etkilidir. Aktive olmus mikroglia hiicreleri serbest radikallerle birlesir. Aktive olmus astrosit

ve mikroglialar néronlarin hiicre 6liimiine neden olur (16).

APP-> A4, - Fibriller Af = amiloid plaklar=>inflamasyon/NFY > Noron 6limii
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Sekil 2.2. APP’nin ii¢ proteolitik yikim yolu (16)



2.1.3 Alzheimer Hastaligimin Genetigi

Alzheimer hastalif1 patogenezinde rol oynayan proteinlerin kodlandig1 genler hastaligin
gelisimi agisinda oldukca 6nemlidir. AH’de genetik faktorler biiylik oranda hastaligin gelisimi
icin cevresel faktorlere bir yatkinlik zemini yaratacak sekilde birer risk faktorii niteligindedir.
Genetik agidan genel olarak kompleks bir hastalik olarak nitelendirilmesinin yam sira, AH
Mendelian gecis agisindan da heterojenite gosteren polijenik multiallelik bir hastaliktir.
Birden fazla kromozomdaki gen lokuslarinin ¢ok sayida farkli mutasyonlar1 aynmi hastaliga yol

acar. Otozomal dominant gecisten sorumlu olan 4 ayr1 gen belirlenmistir (16).

1- Amiloid prekiirsor protein (APP, kromozom 21q21.2)
2- Presenilin 1 (PSEN1, kromozom 14q24.3)

3- Presenilin 2 (PSEN2, kromozom 1q31-q42)

4- Tau proteini (kromozom17q21.1)

Bu proteinlerin ilk iicli normal islevi ¢ok iyi bilinmeyen, ndronal plastisitede rol
oynadiklan ileri siiriilen transmembran proteinleridir (¢izelge 2.3). Bu iic gende meydana
gelen mutasyonlar, APP’den metabolize edilen AP proteini atilmayip amiloid plaklarin iginde
biriken daha uzun bir seklinin iiretiminin artisina neden olur. APP geni mutasyonu tasiyan
aileler cok az sayida olsa da, APP geni mutasyonlar1 bir yandan amiloid metabolizmasi
izerinden hastaligin patogenezine 1s1k tutarken, bir yandan da Down Sendromu ile AH
arasindaki iliskiyi de aydinlatmigtir. Down’lu bireyler 30’lu yaslardan itibaren ¢ogunlukla

AH’1n ndropatolojik degisikliklerini gdstermeye baslarlar (11, 16).

Cizelge 2.3. AH ile iligkili genler ve etkinlikleri

GEN KROMOZOM PROTEIN MEKANIZMA ETKI

APP 21g21.2 APP Mutasyon/trizomi AP iiretiminde artig

PSEN1 14q24.3 S182 Mutasyon A tiretiminde artis

PSEN2 1q31-q42 STM2 Mutasyon AR iiretiminde artig
APOE 19q13 APOE Polimorfizm AP yapisinda bozulma, tau
hiperfosforilasyonu, noral

plastisitede bozulma

o2-mikroglobulin 12 o2-mikroglobulin Polimorfizm AP yapisinda bozulma




2.1.3.1. Amiloid prekiirsor protein (APP)

Beta amiloid peptidin, amiloid prekiirsor proteinden olustugu bilinmektedir. Amiloid
prekiirsor proteinin aminoasit diziliminde valin yerine izoldsin, fenilalanin ya da glisin
degisimi olmasinin mutasyona neden oldugu bunun da amiloid depolanmasinda rol oynadigi
bilinmektedir. APP mutasyonu ile olusan Alzheimer’da erken yasta baslangic goriilmektedir
(15). APP geni kalitsal erken baslangicli AH ile iligkili olup gen bolgesinde giiniimiiz
itibariyle 18 mutasyon tespit edilmistir (12).

Erken gelisen Alzheimer hastaligl icin etkili sayilan ilk gen APP’dir. Kromozom
21qg21.2’deki bir gen bolgesi tarafindan sentezlenmektedir. APP tiim hiicrelerde 2 major yolla
asamali olarak metabolize edilir. Baz1 hiicrelerde en ¢ok goriilen yolak o sekretazin kestigi ve
N-truncated AP peptidin olustugu yolaktir. Bazen farkli enzimler bu kesme islemini yaparlar.
Siklikla B-sekretaz ve y-sekretaz 40 ve 42 aminoasitlik AP izoformlarinin olusumuna neden
olurlar. APP geni iizerinde bulunan 8 mutasyon sekretazlarin kesim bolgelerine yakindir (2,
12).

Ekstraselular ortamda, APy, birikiminin artmasi ve amiloid plaklarin olusumu kalitsal
Alzheimer hastaliginin patogenezinde goriiliir. Cok sayida izoform tek bir genin alternatif
splicingi sonucu olusur. En kisa major izoformlar (695 aminoasitlik) cogunlukla néronlarda
eksprese edilir. Diger iki form da (751 ve 770 aminoasit) noronal ve non-noronal hiicrelerde
eksprese edilir. Kisaca, APP polipeptidleri heterojendir. APP sinyal peptidi aracilifi ile
endoplazmik retikuluma alinir, oradan fosfat ve seker gruplar ile golgiye tasinir. Golgiden
sekretor vezikiille plazma membranina tasinir. Hiicre yiizeyinde proteolizis altindaki bazi
APP molekiilleri o sekretaz ile 16 ve 17. rezidiilerindeki 687 lizin ve 16sin arasindaki
bolgeden kesilir. Alternatif olarak kesilmemis olan ylizey APP molekiilleri katerin kaph
vezikiillerle endosite edilir. Diger bir yolakta ise APP kesimi i¢in P-sekretaz kullanilir ve 99.
rezidiide 671. metiyoninden sonra kesim yapilir. Sonra olugan 12 kDa’luk fragment -
sekretaz ile 711 valin rezidiisinden kesilirse 40 rezidiilik AP peptid, 713 izoldsin

rezidiisiinden kesilirse 42 rezidiilik AP peptid olusur (15).

2.1.3.2. Presinilin proteini (PSEN)

Yas ilerledikce, PSEN’lerin ekspresyonu azalir. Noronlardaki bu azalma, AH’nin

gelisiminde etkilidir. Bunun tersine, astrositler PSEN seviyesine gore nodrodejenerasyonda



etkilidir. PSEN1 APP’nin 7y-sekretaz ile kesilmesiyle iliskili olup ekspresyonun % 50’nin
altina diismesine neden olur (2). 1995’te PSEN1 ve PSEN2’nin Alzheimer iizerinde etkili
oldugu belirlenmistir. Bu genler, 467 ve 448 rezidiiden olusan 7-9 transmembran domainden
olusan polipeptid olusturmaktadir. Bu polipeptidlerin tam fonksiyonlar1 heniiz net olarak
bilinmemektedir (14). PSEN1 rezidiileri endoplazmik retikulum/golgi kompleksinde
bulunmaktadir (17). PSEN ekspresyonundaki kiiciik bir degisim AH patolojisi ve APP’nin
tiretimi i¢in major etkili olabilmektedir. Apoptozis boyunca PSEN1 ekspresyonun azaldigi,
PSEN?2 ekspresyonunun da arttig1 belirlenmistir (2).

PSEN 1 kromozom 14q24.3’deki gen bdlgesi tarafindan sentezlenirken, PSEN2
kromozom 1q42.1°’deki gen bolgesi tarafindan sentezlenmektedir. Beyinde PSENI’in
transkripti 2.7 ila 7.5 kb arasinda olup, PSEN2 transkripti ise 2.3 kb olup daha diisiik
seviyededir. Her iki PSEN’de primer olarak noronlarda ve daha az oranda glia hiicrelerinde
bulunur. PSEN1 untranslated bolgesi 4 ekson igerip ilk iki eksonla alternatif transkript
olusturur. PSEN1’in promoter bdlgesinde delesyon tespit edilmistir. Onemli PSEN1 promoter
bolgesi promoter aktivitesinin % 90’1 kontrol edip —6, -22 bolgeleri arasinda belirlenmistir.
Erken gelisen Alzheimer hastaligi ile ilgili yapilan g¢alismalarda PSEN1 —48 C->T
degisiminin iligkili olabilecegi one siiriilmiistiir. Ayrica 3 kb upstreamdeki —1789 G/A, -2154
G/A, -2319 T, ve —2823 I/D olmak iizere 4 tip mutasyonu belirlenmistir. Bunlarda 6zellikler —
2154 G/A ve 2823 I/D mutasyonlar1 erken gelisimli Alzheimer hastalign ile iliskili
bulunmustur. Buna ek olarak —280 C/G ve 2818 A/G ise potansiyel etken mutasyonlar olarak
one siiriilmiistiir. Ozellikle, PSEN1 ekspresyon seviyesinin azalmasmin Alzheimer

hastaliginda etkin oldugu 6ne siiriilmektedir (2, 16).

2.1.3.3. Apolipoprotein E (APOE)

APOE diger apolipoproteinler gibi karacigerde sentezlenen bir apolipoproteindir. Fakat
bunun yani sira bagimsiz olarak beyindeki astrositlerde de sentezlenir. APOE lipid
transportundan sorumlu bir lipoproteindir. APOE okside olmus lipidlerin beyinden
tasinmasinda etkin rol oynar (16). Kolesterol transport proteini olan apolipoprotein E’nin
(APOE) familial AH ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle serebrospinal sividaki
durumu incelenmistir. APOE geni kromozom 19ql13’deki bir gen bolgesi tarafindan
kodlanmaktadir. Kalitsal olarak &4 allelinin erken ve ge¢ baslangich AH ile iliskili oldugu
disiiniilmektedir. APOE €2 allelinin ise Alzheimer hastaligina karst koruyucu bir etkisi

oldugu diisiiniilmektedir. €4 alleli tasiyan bireylerde, tasimayanlara oranla daha fazla AP
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birikimi oldugu belirlenmistir (14). APOE, sinirlerde hasar tamirinde etkilidir. APOE beyinde
sentezlenip astrositlere gecer ve hasar sonrasinda aniden artar. Ayrica, APOE cesitli
dokularda eksprese edilir. Ekspresyonu, besin, hormon, doku, hiicreye spesifik faktorler ve
intraseliilar kolesterol seviyeleri gibi etkenler ile diizenlenir. APOE genine ait {i¢ tane
enhancer bolge vardir ve noronal ve non-noronal hiicrelerde aktif haldedir. Astrositlerdeki
APOE’nin proksimal promoter elementi cAMP ile sinerjik olarak up-regiile olur. APOE &4
mRNA seviyesi AH bireylerde normal bireylere oranla daha yiiksek oranda tespit edilmistir
(2). APOE’nin allellerinden ¢4 AH icin en az koruyucu iken €3 az koruyucu, €2 ise en fazla
koruyucu etkiye sahiptir. Kafkas populasyonunda yapilan bir ¢calismaya gore sirasiyla €2, €3
ve &4 allel frekans1 % 15, % 94 ve % 25 olarak belirlenmistir. Ozellikle allel 4 tasiyan bayan
bireylerin erkek bireylere oranla daha fazla AH’a yakalanma riski tasidiklar1 belirlenmistir
(17). APOE’nin noéronal hiicrelerdeki ekspresyon varyasyonlarinin AH igin risk faktorii
olabilecegi one siiriilmiistiir (2).

Tespit edilen ilk varyasyon intron 1 enhancer elementte +113’deki C>G degisimidir.
Bunun yani sira -491 A/T, -457 T/C -219 T/G olmak {iizere iic SNP polimorfizmi belirlenmis
ve bu polimorfizmlerin AH ile iliskisi olabilecegi one siiriilmiistiir. Bunlarin diginda -557 C/T
ve -456 C/T polimorfizmleri de belirlenmistir. AH ile ilgili bahsi gecen genlerin ortak bir

mekanizma ile calisarak etkili olduklar diisiiniilmektedir (2).

2.2 Sinaptik vezikiiliin salimim mekanizmasi

Norotransmitterlerin diizenli salinimi, noéronal etkilesimi diizenler, 6grenme ve hafiza
sensorlerinden sinir sisteminin tiim fonksiyonlart bu yolla saglamir. Sinapslarda
norotransmitterlerin  salinim mekanizmas1 presinaptik plazma membran1 ile sinaptik
vezikiillerin Ca"* tarafindan tetiklenmis ekzositotik fiizyonu ile gerceklesmektedir. Sinaptik
vezikiiliin ekzositozu temel prensiplere bagli olmakla beraber, homolog proteinlerle diger
membran proteinlerinin etkilesimine de baghdir. Norotransmitterler sinaptik vezikiili
doldurur ve presinaptik plazma membrami olarak bilinen aktif bolgeye dogru ilerler. Aktif
bolgeye dogru yaklagmis olan vezikiil “priming” adim alir, fiizyon komponentini olusturur
(sekil 2.3). Ca* girisi ile tetiklenmis aksiyon potansiyeline yanit olarak, ‘priming’ olarak

adlandirilan vezikiil nérotransmitterleri salmaktadir (17).
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Sekil 2.3. Norotransmitterlerin salinim asamalari (17).

Ekzositozu takiben, sinaptik vezikiil membranlar1 ve secilmis proteinler endositozla
plazma membranindan elde edilir (17). Endositoz ile gelecek dongii i¢in lokalize olur. Fiizyon
mekanizmasinin temelini SNAREs olarak adlandirilan bir protein grubu olusturur. Yaklagik
60 aminoasitten olusan a-helikal bir yapiya sahip protein kompleksidir (6, 17). SNARE
hipotezi ile sinapslardaki fiizyon mekanizmasini agiklamislardir (7). Vezikiiler membranda
(sinaptik vezikiil membran) bulunan SNARE sistemi v-SNARE olarak adlandirilir. Hedef
membrandaki (plazma membran) proteinler ise t-SNARE olarak adlandirilir. v-SNARE yapisi
synaptobrevin (VAMP) adi verilen bir proteinden olugsmaktadir (sekil 2.4). t-SNARE ise
SNAP-25 (Synaptosomal-associated protein of 25 kDa) ve syntaxin proteinlerinden

olugmaktadir. Bu ii¢ protein fiizyon mekanizmasinin temelini olusturmaktadir. (6, 7).
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(A) (B)

Sekil 2.4. Norotransmitterlerin  sabmmimin  molekiiler yapisi: A; SNARE kompleksi yapisim
gostermektedir. v-SNARE olarak synaptobrevin (mavi), t-SNARE olarak syntaxin (kirmizi) ve SNAP-25 (yesil)
gosterilmistir. B; Ca* tarafindan tetiklenmis vezikiil fiizyonunu gostermektedir. Plazma membraninda ve
vezikiiler membranda bulunan SNARE molekiilleri bir kompleks olusturmaktadir. Sonrasinda vezikiil membram
iizerindeki synaptotagmine baglanan Ca** molekiilleri plazma membrani iizerindeki molekiillerin sitoplazmaya
dogru girisini saglar ve membran fiizyonunu Kkatalizler. C; proteinlerin sinaptik vezikiildeki yerlesimini
gostermektedir (6).

Presinaptik bolgedeki Ca™ artisgtnin nérotransmitterlerdeki vezikiil salinimini nasil
tetikledigi heniiz net olarak bilinmemektedir. Bu konuda yapilan molekiiler ¢aligmalarda
sinaptik vezikiildeki ve plazma membranindaki proteinler onem kazanmistir. Norotransmitter
saliniminda 6nemli olan proteinlerin bazilar1 baska hiicrelerde de bulunmaktadir. Ornegin;

Golgi aparatinin membram ile vezikiillerin fiizyonu icin 6nemli iki protein bilinmektedir.
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Bunlar NSF (NEM-sensitive fiizyon protein) ve SNAPs (Soluble NSF-attachment protein).
Bu iki proteinin ortak calisarak diger proteinlerle olusturdugu protein kompleksine ise
SNAREs (SNAPs receptor) adi verilmektedir. SNARE proteinlerinden sinaptik vezikiilde
primer olarak bulunan synaptobrevin, plazma membraninda ise primer olarak bulunan SNAP-
25 ve syntaxin proteinleridi. SNARE proteinleri iki membran boyunca uzanan
makromolekiiler bir kompleksdir. Onemli bir ayrinti olarak SNARE proteinlerini ve
dolayisiyla norotransmitterlerin salintmini toksinlerin bloke ettigi tespit edilmistir. SNARE
komplesine baglanan baska proteinler tespit edilmistir (cizelge 2.4). Bunlar; nSec-1, snapsin,
syntaphilin, ve tomosyn gibi proteinlerdir. SNARE proteinleri Ca** a baglanmadigina gore
nérotransmitterler salirken Ca* a baglanan baska molekiiller vardir. Kalmodulin igeren
cesitli presinaptik proteinler (CAPS ve munc-13 gibi) Ca™ a baglanmaktadir. Sinaptik
membranda bulunan synaptotagmin de Ca** a baglanmaktadir. Synaptotagmin bir Ca*
sensoril gibi davranip vezikiil salimiminin tetiklenmesinde rol oynamaktadir. Ratlarda yapilan
bir caligmaya gore; 12 synaptotagmin geninde meydana gelen bir delesyon letal mutasyon
olarak tespit edilmistir. Ancak, synaptotagminin Ca* a nasil baglandig1 ve eksositozu nasil
tetikledigi net olarak bilinmemektedir. Tek bilinen Ca* un baglanarak synaptotagminin
kimyasal yapisim degistirdigidir. Bu olay, sinaptik vezikiiliin fiizyonunun son adimim

diizenlemektedir (6).

Cizelge 2.4. Sinaptik vezikiil ve iliskili oldugu bilinen proteinler (6).

1- Sinaptik vezikiil proteinleri

Sistein string protein (Cystein String | Periferal membran proteini olup, fonksiyonu tam olarak

Protein, CSP) bilinmemektedir.

Dopamine-B-hydroxylase ve peptid amidaz aktivitesi i¢in gereklidir.
Sitokrom b561 Sektertor vezikiilde bulunan intravezikiiler moooksijenaz igin gerekli

elektron transport proteinidir.

Bilinen en az 5 tip farkli transpoter vardir. Bunlar; glutamat,

Norotransmitter transporterlari asetilkolin, katekolamin, glisin/GABA ve ATP icin olanlar sayilabilir.

Rab ve ral protein Rab3A, rab3C, rab5, rab7 ve ral. Sitosolik ve membran bagli formlar

arasindaki rab proteinleri dongiileri olusurlar.

GTP nin bir fonksiyonu olarak rab3A ve rab3C ye baglanir. Multiple
Rabphilin-3A protein kinazlar igin substrat olurlar. Ca** a baglanabilen C terminal

C, domainine sahiptir.

Sekretor tasiyict membran proteinleri | Fonksiyonu tam olarak bilinmeyen transport ve sekretor integral

(SCAMPs) membran proteinidir.

SV2s Fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Yiiksek oranda glikolize
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olmus proteinlerdir. 12 transmembran bolgesi igerip bakteriyal ve

okaryotik transporterlarla homoloji gosterir.

Sinapsin Ia, Ib, IIa, IIb ve III

N terminal domainleri iceren monotopik membran proteinidir.
CaMKI ve protein kinase A i¢in fosforile bolgeler igerir. Fakat C

terminalinden ayrilir.

Synaptobrevin (VAMP) Tetanus toxin ve botulinum toxin B, D, F ve G ile pargalanabilen
kiiciik membran proteinidir.

Synaptogyrin Tirozini fosforile olmus bir membran proteinidir. Fonksiyonu
bilinmemektedir.

Synaptotagmin C, domaini olan en az 12 izoformu olan membran proteinidir. Ca** ve

fosfolipitlere baglanir. Neurexins, AP2 and syntaxinlerle etkilesime

girer. Synaptotagmin I ve II hizhi Ca*-bagimli neurotransmitter

salmminda  Ca*  sensérii  olarak  fonksiyon  gosterdigi
diigiiniilmektedir. Diger syaptotagminlerin fonksiyonlari
bilinmemektedir.

Klor ve c¢inko i¢in transport proteinler

(kanallar).

Bircok sinaptik vezikiilde c¢inko geri alimi ve glutamat gerialimi i¢in
klor akisini diizenler. Cinko transporter endozomal ve plazma

membran ¢inko transport ile homoloji gosterir.

Vakuolar proton pompasi

12 den fazla alt iinitesi olan protein kompleksidir.

2.

Sinaptik vezikiille iliskili proteinler

Amphiphysin

Synaptotagmine AP2 yoluyla baglanabilen, sinaptik vezikiille iliskili

sinir ucu proteinidir.

AP?2 ve clathrin

Sinaptik vezikiil iizerinde spesifik reseptore baglanan protein

kompleksidir.

Ca™, calmodulin bagimli protein kinaz

Fosforile sinapsin ve rabphilin-3A ile iliskili oldugu diisiiniiliip,

I ve IT (CaMKI ve CaMKII) fonksiyonu net olarak bilinmemektedir.
Dynamin-1 Protein kinaz C tarafinda fosforile edilmis olup, endositoz i¢in GTPaz
gerektirmektedir. Fakat fonksiyonu net olarak bilinmemektedir.
Dynein Mikrotiibiil bazli sinaptik vezikiil transport motor proteinidir. Hiicre

boyunca aksonal transportun geri doniistinii diizenler.

GDP-dissociation inhibitors (GDIs)

Sitoplazmik bir kompleks sonucunda, GDP baghh formda

isoprenyllenmis rab proteinlerine baglanir.

Kinesin Mikrotiibiil bazli sinaptik vezikiil transport motor proteinidir.
MSS4 Rab proteinlerinin alt gruplar1 olan rabl, rab3 ve rab8 e baglanir.
Fonksiyonu net olarak bilinmemektedir.
pp60™ Synaptophysin ve synaptogyrini fosforile eden tyrosine kinazdir.
3.Sinaptik plazma membran proteinleri
Munc13s Phorbol esterlerine baglanir fakat fonksiyonu bilinmemektedir.
Neurexin Uc genin alternatif splicingi sonucu olusan 1000 den fazla hiicre
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yiizey proteinidir. Noronlar arasinda hiicreler arasi tamimada etkili

olabilir.

SNAP-25 Periferal membran proteinidir. Syntaxine baglanir ve botulinum toxin

A ve E tarafindan parcalanilirlar.

Syntaxin (HPC-1) Her yerde bulunan membran proteinleridir. botulinum toxin C1
tarafindan kesilir ve synaptotagmin, SNAP-25, synaptobrevin,

complexins, munc13, SNAP, Ca*? kanallar1 ve munc18 lere baglanir.

Voltage-gated Ca’* kanallari Aktif bolgede norotransmitterlerin salinimi i(;inCa2+ gecisini diizenler.

RIM Rab3 e baglanir. Regiile edilen fiizyondaki rab3 aktivitesini diizenler.

4. Plazma membran proteini ile iliskili proteinleri

Munc18s Syntaxine sikica baglanir.
N-ethylmaleimide-sensitive factor Sinaptik vezikiil dongiisii boyunca chaperonlara benzer bir fonksiyon
(NSF) gosterebilir.

Sze ve ark’ min (2000) yaptig1 bir calismaya gore; Alzheimer hastalarinin beyinlerinin
dort farkli bolgelesinde (hipokampus, entorhinal korteks, caudate nucleus ve occipital
korteks) immiinohistokimyasal olarak yedi farkli presinaptik bolge proteini (synaptobrevin,
synaptotagmin, SNAP-25, syntaxin, SV2, Rab3A ve synapsin I) incelenmistir. Kontrol
bireylerle olasi/erken baslangicli Alzheimer hastalart karsilastirildigi zaman, hipokampiiste
synaptobrevin ve synaptotagminin belirgin oranlarda azaldig tespit edilmistir. Belirgin AH
ile kontrol bireyleri karsilastirildiginda; hipokampiiste synaptobrevin, synaptotagmin ve
Rab3A proteinlerinde, entorhinal kortekste synaptobrevin (VAMP), synaptotagmin ve Rab3A
da belirgin miktarda diisiisler tespit edilmistir. Sonug olarak, presinaptik vezikiil proteinleri ile
biligsel bozukluk arasinda bir iligki olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (9). Shimohama S. ve ark
(1997) yaptiklart c¢alisma sonucunda ise, Alzheimer hastalarinda sinaptik vezikiil
proteinlerinin presinaptik plazma membran proteinlerinden daha hassas olduklarim

belirlemislerdir (10).

2.2.1. SNARE Proteinleri

SNARE proteinleri plazma membran proteiniyle kompleks olusturur ve ndroekzositozu
diizenler. Popiiler bir teoriye gore, iic presinaptik SNARE proteini vardir; syntaxin,
synaptobrevin 2 (VAMP2) ve SNAP-25 proteinleridir. SNARE proteinleri, sinaptik vezikiiliin
flizyon olusturmasinda erken ve gec evrede oldukgca Onemlidir. SNARE proteinlerinin

kendiliginden bir araya gelmesi ve ATPase NSF tarafindan katalize edilmis olmasi heniiz
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netlestirilmemistir. Synaptobrevin, SNARE kompleksinin vezikiilde bulunan kismini
olustururken, syntaxin ve SNAP-25 plazma membran proteinlerindendir. Syntaxin ve SNAP-
25 in olusturdugu kompleks synaptobrevin icin bir reseptor gibidir. SNARE kompleksi dortlii
bir kompleksin tiriiniidiir. Bu dortlii kompleks bagdan biri syntaxin, ikincisi synaptobrevin ve
diger ikisi SNAP-25 den olusmaktadir. Bunlar leucine-zipper benzeri etkilesimle baglanirlar.
Bu birlesme kompleksin ayni1 bélgesinde synaptobrevin ve syntaxinin transmembran bagindan
olusur. Bu mekanizmaya gore; SNARE kompleksleri ‘zip-up’ merkezi porunun agilmasi ve
lipid kangiminin katalizasyonunu saglar. SNAP-25 deki a-helikal yapinin syntaxin ile
kompleks formasyonunu indiikledigi belirlenmistir. SNAP-25 in N terminaline FRET
donoriin (Cyon flouresant protein, CFP) yerlesmesi ve FRET acceptorii iki SNARE molekiilii
arasinda baglanti bolgesi olusturur. Boylece tiim SNARE molekiilii iizerinde degisim
olugmaktadir. Bu olusuma SNARE kompleks reporter veya SCORE adi verilmektedir.
Syntaxinin isaretlenmesiyle bu yap: tanimlanmstir. ilging olan Ca* konsantrasyonu arttigi
zaman, FRET sinyalinde artma gozlenmistir. SNARE katalize vezikiil flizyonun asamalart;
syntaxin ve synaptobrevin, plazma membranina ve vezikiil membranina sirayla baglanirlar.
Bunu transmembran domain yoluyla yaparlar. SNAP-25 iki SNARE (SN1 ve SN2) domaini
icerir. Bunlar birbirine esnek bir bagla baglanirlar. Belirli bolgeler, SCORE daki acceptor ve
FRET molekiillerinin pozisyonunun belirlenmesini saglar (19). SN1 ve syntaxin arasindaki

ikili heliks bagin Ca** un etkisiyle olustugu one siiriilmiistiir (sekil 2.5)(19).

A
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Sekil 2.5. SNARE mekanizmasi (19)



SNARE sistem proteinlerinin norit gelisiminde etkili oldugu diistiniilmektedir. VAMP-2
nin norotransmitter saliniminda etkisi oldugunu belirlemislerdir. Ancak, VAMP-2 botulinum
norotoksin C ve tetanus norotoksin ile inhibe edildigi zaman norit gelisiminin etkilenmedigi
belirlenmistir. Yapilan bir bagka ¢alismada, SNAP-25 in antisense oligoniikleotidlerle inhibe
edilmesi sonucu norit gelisiminin etkilendigi, akson gelisimini inhibe ettigi tespit edilmistir.
Bunun tam tersi, syntaxin 1A mnin inhibisyonu ise retinal gangliyon noronlarda ve dorsal
gangliyon ayak noronlarinda norit gelisimini arttirdigi belirlenmistir. Diger yandan,
botulinum neurotoxin C1 tarafindan inhibe edildigi zaman gelisimininde inhibe oldugu tespit
edilmistir (7). Clostridial bakterisi botulinum toxin ve tetanus toksinleri ad1 verilen maddeleri
sentezler. Sinir uclar1 bu maddeleri alir ve sinaptik vezikiil ekzositozunu inhibe eder. Bu
maddeler proteazlar gibi intraseliiler etki gosterirler. Insanlarda néropatiye neden olurlar.
Botulinum ve tetanus toksinleri ¢ok spesifik proteazlardir. Bunlarin biiyiik bir kismi tek
substrat olarak bilinir. Botulinum toksinleri B, D, F, G, H ve tetanus toksinleri sadece
synaptobrevin iizerinde etkili olurlar. Buna karsilik, toksin A ve B sinaptik vezikiilde ve
plazma membraninda bulunan SNAP-25 iizerinde etkili olur. Sadece, toksin C1 SNAP-25 ve
SNAP-25 ile iletisimde olan syntaxin iizerinde etkili olur. Bu toksinlerin sinaptik bolgedeki

bu proteinler i¢in substrat olmasi vezikiil saliniminin priming asamasinda etkili olacaktir (20).

e a®
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i
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Sekil 2.6. Sinaptik vezikiiliin golgiden baslayan olusumu (21).
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Sinapslardaki vezikiill membran proteinlerinin olusumu golgi de baslar, golgide olusan
vezikiiler prekiirsor proteinler, motor proteinler ile taginirlar ve presinaptik membrana
yerlesirler (sekil 2.6). Bu gelen proteinler endozomla presinaptik plazma membranina
almirlar. Boylece olgun sinaptik vezikiil olusur. Bu vezikiiller, genellikle prokiirsor sinaptik
vezikiiller olarak adlandirilirlar. Ciinkii bunlarda olgun sinaptik vezikiillerde olmayan

proteinler mevcuttur (21).

2.2.3. Synapsin III proteini ve genetik ozellikleri (22q12-13: OMIM *602705)

Synapsinler, norotransmitterlerin salimmin1 diizenlemede ve synaptogenesiz de etkili
olan noron spesifik sinaptik vezikiil associated fosfoproteinler familyasindandir. Synapsinler,
fosforile olmus sinaptik vezikiil associated proteinidir (8). Synapsinlerin I, I ve III olarak
isimlendirilen ii¢ ayr tipi belirlenmistir. Bunlar birbirine yakin ii¢ gen bolgesi tarafindan
kodlanmaktadir. Synapsin I ve II alternatif splicing iirtinii olarak belirlenmistir (22).
Synapsinlerin mozaik domainleri vardir. Biitiin synapsinler kisa bir amino terminal domaini
(A domain) icerir. A domaini protein kinaz A ve CaM kinaz I tarafindan fosforile edilir.
Baglayici1 kisim B domain olarak tanimlanmigtir. B domaini, kisa amino asit zincirleri
bakimindan zengin olup genis merkez domaini olusturur. Toplam synapsin sequenslerinin
yaklagik yaris1 B domainden meydana gelmektedir. C domaini ise D, E, F ve G domainlerini
iceren farkli bir kombinasyondur. Son yillarda, 6zellikle kompleks olan C domaini
anlasilmaya calisilmaktadir. C domaininin yapisal olarak ATP kullanan enzimlerle iliskili
olarak belirlenmistir. Synapsinler, synaptik vezikiil proteinleri, fosfolipidler, aktinler ve
protein kinazlarla etkilesim gosterirler. Bu etkilesimler araciligi ile sinaptik tasimada rol
oynarlar. Synapsinlerin, sinir ucu terminali formasyonu, norotransmitter salinimi
modiilasyonu ve sinaps gelisimi ile iligkili olduklar diisiiniilmektedir (23). Synapsinler
sinaptik vezikiiliin sitoplazmik yiizeyinde bulunan noronal fosfoproteinlerdir. Bu grubun tiim
tiyeleri aymi tip proteinlerden olusurlar. Norotransmitter salinminda ve synaptogenesizde
etkilidirler. A, C ve E domainleri igerirler, synapsin III bunlarin diginda birde J domainine
sahiptir (24).

Fosfoproteinler familyasindan olan synapsinler, presinaptik terminalde hedef sinaptik
vezikiilde bulunmaktadirlar. Defosforile olmus synapsinler, synaptik vezikiillere ve aktin
filamentlerine baglanir. Synapsinler, sinir ug¢larindaki norotransmitterlerin saliniminda
etkilidir. Primer olarak noronlarda sentezlenirler. Synapsin Ia ve Ib synapsin I olarak bilinir.

Tek bir genin alternatif splicing iiriinleri olarak olugmaktadirlar. Synapsinler, Ila ve IIb de
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synapsin II olarak bilinip yine tek bir genin alternatif splicingi sonucu olusmaktadir. Sirasiyla
55 ve 74 kDa olarak belirlenmislerdir. Synapsin I in fosforilasyonu norotransmitterlerin
salinimini diizenler. Synapsin I bir bag veya globuler kisimdan olusmaktadir. Protein kinaz A
(PKA) ve kalmodulin bagimhi protein kinaz (CaMK) tarafindan serin rezidiisi
fosforlanmaktadir. Synapsin I in kuyruk domainindeki fosforilasyon kalmodulin bagiml
protein kinaz II (CaMKII) tarafindan diisiiriilerek sinaptik vezikiile afinite duyar (24).
Synapsin gen ailesine ait iic protein de protein kinaz A iceren cesitli protein kinazlar
tarafindan fosforile i¢in substrati olustururlar. Bu protein kinazlar; CaMKII, mitojen aktive
edici protein kinaz, siklin bagimli kinaz 5 (cdk5) dir. Synapsinlerin fonksiyonu kendi
fosforilasyon bolgelerini siki bir sekilde regiile etmektir. Ornegin, CaMKII tarafindan
fosforile olan synapsin I, norotransmitter salimmini diizenler ve aktine baglanir. Siklikla
mitojen aktivite edici protein kinaz (MAP kinaz) tarafindan synapsin I in fosforilasyonu
BDNF (Brain derivated neuotrophic factor) yi uyarir ve sinaptik vezikiiliin eksositozunu
indiikler. Ayrica, PKA tarafindan synapsinin fosforilasyonu embriyogenezis boyunca
ndritlerin gelisimini diizenler (25). Frederikse ve ark’ nin (2004) ratlarda yaptig bir calismaya
gore; noronlarda, Alzheimer prokiirsor protein ile baglantili oldugu bilinen synapsin I, II ve
Il proteinleinin embriyonik ve postnatal donemde lens gelisiminde etkili oldugu
belirlenmistir. Ozellikle synapsin III iin fosforlanan Sero bolgelerinin yetiskin lenslerinde,
embriyonik doneme oranla biiyiik oranda azalma oldugunu tespit etmislerdir (26).
Memelilerde birbirine yakin iki gen bolgesince kodlanan synapsin I ve II den sonra son
yillarda synapsin III belirlenmistir. Insanlarda bulunan synapsin III 1998 de tanimlanmustir.
Ug synapsin de birbirine benzer 6zellikler gostermektedir. Norotransmitter saliiminda olasi
etkileri oldugu diisiiniiliip, noron spesifik organizasyonu ve domain yapisinda benzerlikler
bulunmaktadir (8). Literatiirlerin biiyiikk bir kisminda synapsinin akson ve sinaps
formasyonunda etkili oldugu belirtilmistir. Synapsin I ve II nin olmadig kosullarda fertilite
ve canlilik veya fertilitede bir bozukluk oldugu ancak, anatomik yapida bir degisiklik
olmadig tespit edilmistir (27). Synapsin III geni en az 6 farkli transkript olusturmaktadir
(synapsin IIla-IIIf). Synapsin III Synapsin familyasindaki en biiyiik protein olup, fetal yapida
yetiskin beynine oranla daha fazla bulundugu belirlenmistir. Synapsin Illa da siklikla A, C ve
F domainleri bulunmaktadir. B ve J domainleri de C ve F domainleri arasinda lokalize
olmaktadir. Bu domainler, prolin ve glutamince zengin bir bolgedir (28, 29). Synapsin III {in
de diger synapsinler gibi ATP afinitesi vardir. SYN 3 iin C domaini ATP ile bag kurmaktadir.
SYNI ve SYN2 nin aksine, ATP ile bag kurmus SYN 3 kalsiyum tarafindan inhibe edilir.
Ancak, kalsiyumun SYNI, 2 ve 3 iizerinde regiilator etki gosterdigi tartisilmaktadir (30).
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Synapsin III proteini (genelD: 8224, GeneBank accession number: Z83846) kromozom
22q12-q13 gen bolgesi tarafindan kodlanmakta olup, 14 ekson bolgesi icermektedir (sekil
2.7). Yaklasik 380- 400 kb boyutundadir. Ayrica, 582 aminoasitten olusmaktadir (23, 27, 28).
Genin alternatif splicing sonucu 6 farkli izoformu (synapsin Illa-f) olugmaktadir (sekil 2.8)
(29). Gen bolgesine ait bilinen fonksiyonel ti¢ polimorfik bolgesi vardir. Bular; 5° upstream
promoter bolgede bulunan bolgede bulunan -196 G>A (rs133945), -631 C>G (rs133946) ve
69C>A (ekson 1) polimorfizmleri bilinmektedir (8, 23). Bunlarin disinda; 408 (ekson 3)
Thr136Thr, 1402 (ekson 12) Pro468Ser, 1573 (eksonl2) Glu525GIn, 1601 (ekson 12)
Pro534Leu, 1601 (ekson 12) Pro534Leu, 1769 G>C polimorfizmleri bilinmektedir. Bu
polimorfizmlerle iligkili yapilmis cesitli caligmalar mevcuttur (¢izelge 2.5) (28).

Western blot ¢alismalarinda sizofren hastalarinin bazilarinda synapsin I eksikligi oldugu
tespit edilmistir. Sinaptik anormalitenin sizofreni ile iliskili oldugu diistiniilmiistiir. Sonug
olarak, Japon populasyonunda yapilan bu ¢alismaya gére SYN3 gen polimorfizmi ile sizofren
hastalif1 arasinda bir iligki tespit edilmemistir. Ancak oOzellikle synapsin III 22 numarali
kromozom {iizerinde kodlandig: icin sizofreni hastaligi ile olan iligkisi incelenmeye devam

edilmektedir (27).

Cizelge 2.5. Synapsin III geni polimorfizmleri ve iligkisi arastirilan hastaliklar

Polimorfizm iliskili olabilecek hastaliklar iliskisi Arastirma
Sizofreni Yok Ohmori O. 2000 (8)
Sizofreni Yok Ohtsuki T. 2000 (27)
-631C>G polimorfizmi Multiple skleroz Yok Liguori M. 2004 (32)
(rs133946) Multiple skleroz Yok Akkad D. 2006 (33)
Multiple skleroz Var Otaegui D. 2009 (34)
Sizofreni Yok Ohmori O. 2000 (8)
Sizofreni Yok Imai K. 2001 (28)
-196 G>A polimorfizmi Multiple skleroz Yok Liguori M. 2004 (32)
(rs133945) Multiple skleroz Yok Akkad D. 2006 (33)
Bipolar bozukluk Yok Lachman H.M. 2006 (35)
Multiple skleroz Var Otaegui D. 2009 (34)
408 (ekson 3) Thr136Thr Sizofreni Yok Imai K. 2001 (28)
1402 (ekson 12) Pro468Ser Sizofreni Yok Imai K. 2001 (28)
1573 (ekson12) Glu525GIn Sizofreni Yok Imai K. 2001 (28)
1601 (ekson 12) Pro534Leu Sizofreni Yok Imai K. 2001 (28)
1769 G>C polimorfizmi Sizofreni Yok Imai K. 2001 (28)
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Sekil 2.7. Synapsin III proteinini kodlandig1 gen bolgesinin kromozomal lokalizasyonu (31).
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Sekil 2.8. Altenatif splicing sonucu olusan synapsin III proteinlerine ait transkript iiriinleri (29).
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SYNAPSIN III GENI (SYNIIL, Genebank Accession Number: Z83846)

22q12-q13

Telomerik Bolge

rs133945 rs133946

AAGCCAACAAATACATAAGTGGAAACGACCTCCACCCCCTT
AAGAGCAAACAGATACAGCGCTTTCCTGCCCCACTGCAGGTG
GTAATGTAAATTAGGACATCCTTCTGGAAAGG GCAAGTACATGCCT

Sentromerik Bolge

10

11

12

13

14

ACCAAATGACTACAAAGATGTACAAGTTGAAAGAACAAAACTTTG
GAAATAAAAGAAATCAAAGTGTTAACAGTGATTATATTTTGGTAAC

Sekil 2.9. SYN III geni eksonlar1 ve promoter bolgesi polimorfizmleri. Sar1 renkle isaretlenmis bolgeler primerleri, pembe renkli olarak belirlenmis bolgeler ise niikleotid

degisimi bolgesidir.




2.2.3 Syntaxin 1A proteini ve genetik ozellikleri (7p11.23: OMIM *186590)

Syntaxin 1A/HPC-1 proteini ilk kez 1985°de Barnstable ve ark tarafindan
tanimlanmigtir. 35 kD agiliginda olup, syntaxin familyasinin bir iiyesidir (30). Syntaxin
proteini SNARE kompleksinin bir parcasidir. VAMP ve SNAP-25 proteinleriyle kompleks
olusturmaktadir. Kimyasal norotransmisyonunda etkili rol oynamaktadir. Ayrica presinaptik
terminalde gama aminobiitirik asit ve norepinefrin transpoterlarini iceren norotransmitterlere
bagh baska proteinlerle de baglanti kurmaktadir. Syntaxin ve norepinefrin transport (NET)
baglanti kompleksi, plazma membran yiizeyindeki tasima trafigini diizenler. Syntaxin 1A, Na*
ve CI' bagimh nérotransmitter transpoterlarla da etkilesim gosterir. SNARE hipotezinin
anahtar komponenti olup, Ca* kanallarinin diizenlenmesi ile de direk olarak iliskilidir (36).
Gama aminobiitirik asit ve NET igeren norotransmitter associated proteinlerle de bag kurar.
Syntaxin-NET kompleksi plazma membran yiizeyine transporter trafigini ve transporterin
aktivitesini diizenler. Syntaxinler vezikiil fiizyon olayinda etkilidir (35). Sinaptik vezikiiller
Ca" regiilasyonu ekzositoz boyunca salinan norotransmitterleri i¢erirler. Norotransmitterlerin
spesifitesi sinaptik vezikiiller ve kalsiyum kanallarinin her ikisinin birlikte presinaptik aktif
bolgeye lokalizasyonunu gerektirir. Ayrica, botulinum norotoksin tip C ile bloke edilirler.
Bennett ve ark (1992) 35 kDa agirhigindaki syntaxin proteini ve 65 kDa agirhigindaki
synaptotagmin arasindaki etkilesimi belirlemislerdir. P35 ve P65 % 84 oraninda benzerlik
gosterir (37).

Syntaxin proteinleri sinir sisteminde eksprese edilmektedir. Yapilan c¢alismalar
sonucunda syntaxin 1A nin Alzheimer hastalig1 ile iligkili olan PSENI1 ile baglantili oldugu
tespit edilmistir (38). Naren ve ark (2000) syntaxin 1A nin solunum epitelyum hiicrelerinde
eksprese edildigini ve sadece noronlara spesifik bir protein olmadigimi tespit etmislerdir.
Sinaptik vezikiiliin eksositozonun ilk asamasi icin syntaxin, SNAP-25 ve synaptobrevinin
olusturdugu SNARE kompleksinin olusturulmasi gerekmektedir. Spesifik olarak SNARE
motifine baglanan syntaxinin amino terminali diger SNARE proteinleriyle etkilesime gecer.
Syntaxinin N terminaline ayrica, UNCI13 proteini de baglanmaktadir. Syntaxin 1A nin
homologu Ssol dur (39). Syntaxin 1A ve serotonin transporter (SERT) in etkilesiminin
serotoninin geri aliminda etkili oldugu diistiniilmiistiir. Ayrica, syntaxin 1A nin sinaptik
sinyalde pozitif regiiletor oldugu da belirtilmistir. Noronal eksozitoz, kalsiyum ve 3 SNARE
proteinin varligiyla gerceklesir. Bunlar sinaptik vezikiildeki VAMP, plazma membranindaki

SNAP-25 ve syntaxindir. Noronal SNARE proteinleri membrana parallel 4-heliks
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yapisindadir. Plazma membranindaki 5-8 syntaxin transmembran segmentleri fiizyon porlarini
olusturmaktadir (36).

Syntaxin 1A proteini 7q11.2 deki gen bolgesi tarafindan sentezlenmektedir (sekil 2.10)
(nakayama 1997). Syntaxin 1A geni (GenBank Acc. No: U12918, Gen ID: U12918) ekson 3
T>C (rs3793243), intron 7 T>C (rs1569061) ve ekson 8 G>A polimorfizmleri tespit edilmistir
(40). Syntaxin 1A geni 10 kb uzunlugunda olup, 10 eksondan meydana gelmistir. Syntaxinin
1A nin transmembran bazi rezidiilerinde ve gen bolgelerinde mutasyonlar belirlenmislerdir
(41, 42). Ayrica, syntaxin 1A geni polimorfizmi ile bazi hastaliklar arasindaki iligkiler de

arastirllmistir (gizelge 2.6).

Cizelge 2.6. Syntaxin 1A geni polimorfizmleri ile iliskisi arastirilan hastaliklar.

Polimorfizm iliskili olabilecek hastaliklar | iliskisi Arastirma
Ekson 3 (D68D) T>C Tip II diabet Var Tsunoda K 2001 (41)
polimorfizmi(rs3793243) Sizofreni Var Wong A.H.C 2004 (36)
Intron 7 T>C polimorfizmi Sizofreni Var Wong A.H.C 2004 (36)
(rs1569061) Sizofreni Yok Kawashima K. 2008 (43)
rs867500 polimorfizmi Sizofreni Yok Kawashima K. 2008 (43)
rs4363087 polimorfizmi Sizofreni Yok Kawashima K. 2008 (43)
rs3793243 polimorfizmi Sizofreni Yok Kawashima K. 2008 (43)
1r$875342 polimorfizmi Sizofreni Yok Kawashima K. 2008 (43)
rs6951030 polimorfizmi Sizofreni Yok Kawashima K. 2008 (43)
189654749 polimorfizmi Sizofreni Yok Kawashima K. 2008 (43)
rs2030921 polimorfizmi Sizofreni Yok Kawashima K. 2008 (43)

Chr 7

0362
936.3

l 35

Sekil 2.10. Syntaxin 1A proteininin kodlandig1 gen bolgesinin kromozomal lokalizasyonu (31).
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SYNTAXIN 1A GENI (STX1A, Genbank Accession Number: U12918)

7p11.23

Telomerik Bolge Sentromerik Bolge

N I ) 3 4 5 6 7 10 11 12

rs1569061

rs3793243

CGCTGACATTTATGTGACCTCAGCCTGGTGTTTTCCCCTCTC
CAGAGGTCCCGTGAGGCCTCCCTGGCAGCAGCCCCTTC TGGGACTCTTCCTTCCCTAAAACCTGCCTTACAAGGGGTCT
CCGAGGCTTGTGGGGCCTGAAACCCGTCCCCCGCCCCA GTGTCCAAATACTGTCCAGACCCAGCACTAGGGGTCATGG

CACACTCACTCTCGTCG | GGGTTGGGGGATGCCAGGA  ACGT | AGGGAACATGGTGAGGGGGTCATGGCAGGAGGG

GATCTTGTCAATGAAGCCTCGAATCTCCTCCACCTGCGG TCCCACTCTCCAGCATGTCCTCCAGCTCCTCACTGGTCGTG

ACCAAGGCCAGGTGGTCAGGAGAAGGAAATCAGGGGA GTCCTGCCGGCTGCAAGCGAGTGGGGTCACACTGAGCCCA
GAAGCCTTCTGGGGCCCAGAGATGGCCCAGAGTAG GCCCTCTTCGGGGAGTICAGCAGCAGCATTG

Sekil 2.11..Syntaxin 1A geni eksonlar1, ekson 3 ve intron 7 polimorfizmleri. Pembe renkli belirtilen bolge RE enzimleri ile taminan niikleotid degisim bolgeleridir.
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2.2.4. Synaptobrevin (VAMP) proteini ve genetik ozellikleri (17p13.1: OMIM
*185881)

Sinaptik vezikiil proteinleri hiicre icinde belli bir seviyede iiretilir ve sinaptik
vezikiillerin membran prokiirsorlerinden aksonlara dogru tasiirlar. Bu proteinlerden biri olan
VAMP2 proteini kiiltiir ortaminda hippokampal néronlarda sentezlenmis olup, VAMP1 ve
synaptotagmin 1(sytl) ile yiiksek oranda homoloji gosterir (44). Her iki proteinin de prolince
zengin amino terminalinde etkinligi maksimum diizeyde olup, VAMP2 nin amino terminal
ucu synaptopysin (sypl) ile etkilesime girer. VAMP2 sinaptik vezikiillerin plazma
membranina baglanan bolgelerinde bulunur. VAMP2 ve sypl in birlikte ekspresyonu VAMP2
nin sinaptik vezikiile dogru yerlesmesine yardimci olur. VAMP proteini 1 den 8 e kadar farkh
gruplarda adlandinlmistir. VAMP2, 7 ve 8 eksositik yolakta gorev almaktadirlar. Pankreatik
acinar hiicreleri ve parotidin sekretor graniil membraninda VAMP2 ve VAMPS proteinlerinin
varlig1 belirlenmistir. Ayrica clostridial norotoksinler tarafindan parcalandiklar1 bilinmektedir.
VAMP2 nin sitosolik ucu sypl ile etkilesim kurar ve sinaptik vezikiildeki gorevi i¢in bu
olduk¢a onemlidir. Kiiltiire edilen noronlarin aksonlarinda, VAMP2 ekspresyonu daha fazla
tespit edilmistir. Sypl, VAMP2 nin sinapslara yerlesmesinde direk olarak etkilidir. Sytl ve
VAMP2 sypl e ihtiyag duymazlar (44). SNARE kompleksinde SNAP-25 ve Syntaxin ile
kurdugu bag VAMP2 nin oldukca onemlidir. Ozellikle sinir hiicrelerindeki sekretor yolagin
diizenlenmesinde etkilidir (45). Ekzositoz olusurken v-SNARE in en 6nemli bilesenlerinden
biri, VAMP2 olarak belirlenmistir. VAMP7 ekzositozda minor bir etmen iken, lizozomal
transportta gorev almaz, VAMP-8 ise yine v-SNARE yapisinda bulunmaktadir (46). Ayrica
botulinum ve tetanus toksinleri VAMP1 ve VAMP2 yi inhibe edip nérotransmitter salinimini
engeller. Ratlarda yapilan bir deneyde; VAMP2-VAMP3 ve VAMP8-VAMP2 mutant
formlar1 olusturulmus ve bu ratlarin dogumun hemen sonrasinda 6ldiigii tespit edilmistir (47).

VAMP2, norotransmitterlerin saliniminda olduk¢a 6nemlidir. Syntaxin 1A ve SNAP-25
ile stabil bir bag kurar. Ayrica synaptophysin ile de belirgin bir kompleks olusturur.
Presinaptik terminalde, sinaptik vezikiiliin atiliminda ve fiizyonundaki core kompleksinin bir
komponenti olarak bulunur (9). VAMP2 presinaptik bolgede bulunan SNARE kompleksi
yapisinda bulunur. SNARE kompleksde membran fiizyon mekanizmasinin merkezini
olusturur. Membran fiizyonu Ca" sensorleri ile regiile edilir. Synaptotagminin Ca* sensorii
olarak etki goOsterdigi diisiiniilmektedir (45). Presinaptik plazma membran associated

proteinleri (t-SNAREs); SNAP-25 ve syntaxinin olusturdugu kompleks sonradan VAMP ile
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bag kurar (48). Synaptobrevin noronlarda vezikiil i¢in spesifik kii¢iik bir integral membran
proteinidir. Synaptobrevin 1 ve 2 yi kodlayan genleri cozmid klonlarla izole edip, farkli intron
boylarina ragmen homoloji gosterdigini tespit etmislerdir. Norotransmitterlerin saliniminda
olduk¢a onemlidir. Syntaxin 1A ve SNAP-25 ile stabil bir bag kurar. Ayrica synaptophysin ile
de belirgin bir kompleks olusturur. Syntaxin 1A nin homologu Ssol, SNAP-25 in homologu
ise Sec 9 dur (30). Yapilan bir ¢calismada VAMP2 nin nérit gelisimini tetikledigi tespit
edilmistir (49).

VAMP?2 proteini 116 aminoasitten olusur. VAMP2 geni yaklasik 3 kb uzunlugunda
olup, 5 ekson icerir (30). VAMP2 proteini kromozom 17p13.1 deki gen bolgesi tarafindan
kodlanmaktadir (sekil 2.12-13). Gen bolgesine ait 1970- 1995 bolgeleri (GenBank Acc. No:
AF152105, Gen ID: AF152105) arasinda polimorfik CpG adaciginda 26 bp lik insersiyon/
delesyon polimorfizmi tanimlanmistir. Bu polimorfizm, VAMP2 geninin 3’ ucunun 2 kb
uzaginda bulunmaktadir (50). VAMP?2 genine ait ii¢c SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
18067606, rs1061032, rs2278637 bolgesi bulunmaktadir. Bu ii¢ polimorfizmin fluvoxamine
yanitina etkisi olup olmadigr arastirilmis, belirgin bir etkisi olmadig: tespit edilmistir (45).
Ayrica bu polimorfik bolgeler ile sizofreni hastaligi arasindaki iliski de arastirlmistir (¢izelge

2.7).

Cizelge 2.7. VAMP?2 geni polimorfizmleri ile iligkisi arastirilan hastaliklar.

Polimorfizm iliskili olabilecek hastaliklar iliskisi Arastirma
rs8067606, rs1061032, Major depresyon Yok Saito S. 2006 (45)
1s2278637 polimorfizmleri

Sizofreni Yok Kawashima K. 2008 (43)
Chr 17
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Sekil 2.12. VAMP?2 proteinini kodlandig1 gen bolgesinin kromozomal lokalizasyonu (31).
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SYNAPTOBREVIN GENI (VAMP2, Genebank Accession Number: AF152105)

17p13.1

Telomerik Bolge Sentromerik Bolge

ACAAAGTGCGCCTTATACGCTGCCACCGCTCACGTCTGCGCCTGCGT
GCAGGTCACGCTCGCTGCGCCTGCGCAGATTTAGCAGCCGTGGTTA
AGAGTGTCGTCAAGGAAAATCCC

Sekil 2.13. VAMP?2 geni eksonlar1 ve promoter bolgesi 26 bp Ins/Del polimorfizmi. Sar1 ile isaretlenmis olan kisimlar primerleri gostermektedir.
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2.2.5. SNAP-25 (Synaptosomal-associated protein of 25 kDa) proteini ve genetik
ozellikleri (20p11.2: OMIM 6000322)

SNAP proteini 25 kDa agirliginda 206 aminoasittten olusmaktadir. Ik defa 1994 de fare
hipokampusunda noron spesifik gen olarak tanimlanmistir. Sinaptik vezikiill membranindaki
tasima ve bosaltim yolaginda presinaptik plazma membraninda gorev aldig1 belirlenmistir (9,
51). Graps ve ark (1996) ribbon sinapslari olmayan retinadaki konvensiyonel sinaptik
terminalde belirlemislerdir. Bu bolge santral sinir sistemine bilgi tasimada anahtar rol
oynadigi saptanmistir (52). Mc New ve ark hiicrelerden SNARE proteinlerini izole edip
tamimlamislardir (53). Noronal eksositoz kalsiyumla birlikte 3 SNARE proteini gerektirir.
Bunlar; synaptobrevin (sinaptik vezikiilde), syntaxin ve SNAP-25 (plazma membranindaki).
SNARE kompleks formasyonu i¢in uygun serbestlikte SNAP-25 (Genbank Acc. No: D21267)
ve syntaxinin varligim1 belirlemislerdir. SNARE proteinleri normal sitoplazma yiizeyine
doniik olup, fiizyon icin helikal domainler membranla bag kurar (30). SNAP-25 in SNAP-25a
ve SNAP-25b olmak iizere iki izoformu vardir. SNARE kompleksinde yer alan formlarr;
SNAP-25a, SNAP-25b ve SNAP-23 diir (51).

Hiicre yiizeyindeki t-SNARE (syntaxin 1A ve SNAP-25) ve VAMP2 domainlerinin
spontan olarak birlestigi belirlenmistir. Biyolojik membranlarda etkili olan SNARE yapilari
bu sekilde olusmaktadir (42). Vezikiil iizerinde yeniden yapilanmis olan SNAP-25, syntaxin
ve synaptobrevin gibi normal SNARE proteinleriyle, membran fiizyonunu diizenlerler.
Kalsiyum girdiginde, SYT1 in sitoplazmik boliimii membran fiizyonunu giiclii bir sekilde
stimiille eder. Bu arada, synaptobrevin dansitesi normal vezikiilde oldugu gibidir. SYT1
stimiile olmus fiizyonun kalsiyum bagimlilig1 vezikiildeki lipid kompozisyonundaki degisimle
diizenlenir ve botulinum norotoxin A ile SNAP-25 in kesilerek katlanmasi gerceklesir.
Fiizyonun stimiilasyonu Ca" baglanma aktivitesinin bozulmasiyla iptal olur veya SYTI in C2
domainlerinin cesitliligiyle gerceklesir (19).

SNAP-25 presinaptik vezikiil trafigini diizenleyen merkez kompleksin bir parcasidir.
SNAP-25 yetiskin beyninde 6zellikle sinir hiicrelerinde sentezlenip, yiiksek sinaptik plastisite
bolgeleri ile iliskilidir. SNAP-25 in iki izoformu vardir; SNAP-25a ve SNAP-25b. Bu iki
izoform ayn1 baslangig, bitis ve translasyon bolgesine sahiptir. SNAP-25 sinaptik tasinmada
integral rol oynayan presinaptik plazma membran proteinidir. SNAP-25 nérotransmitter
salinmminda gorev alip, syntaxin ve sinaptik vezikiil proteinleri (synaptobrevin,
synaptotagmin) ile kompleks olusturmaktadir. Beyinde farkli bolgelerde sentezlenmektedir;

primer olarak neocorteks, hipokampus, arterior thalamic nuclei, substantia nigra ve cerebeller
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graniil hiicrelerinde bulunmaktadir (54). Ozellikle sinir hiicrelerinde sentezlenen presinaptik
plazma membran proteinidir. Sinaptik vezikiil fiizyonunda ve norotransmitter saliniminda
gorev alir. Syntaxin 1A ve VAMP-2 ile kompleks olusturur. Bu kompleks Ca* yardimiyla
norotransmitterlerin saliniminda presinaptik membranda sinaptik vezikiiliin fiizyonunda etkin
rol oynarlar. SNAP-25 ayrica, etylmaleimide sensitive fusyon protein (NSF), synaptotagmin,
a, B, Y SNAP larla kompleks kurabilir. Norotransmisyonda etkili rol oynamaktadir (55).
Yetigkin fare beyninde SNAP-25b oran1 SNAP-25a ya oranla daha fazla bulunur. Gelisme
doneminde SNAP-25a mRNA oram fazla iken post-natal donemde SNAP-25b daha fazla
bulunmaktadir (51).

SNAP-25 vezikiil tagimim trafiginde merkez kompleksi olusturdugu i¢in norotransmitter
salinmminda etkilidir. SNAP-25 yetiskin beyin hiicrelerinde olduk¢a fazla oranda
sentezlenmekte olup yiiksek sinaptik plastisite bolgeleri ile iligkilidir. Bundan dolay1 nérotik
gelisim ve sinaptogenesiz icin oldukca onemlidir (56). Ekspresyon ¢alismalart SNAP-25 in
beyinde farkli miktarlarda eksprese edildigini gostermistir. Primer olarak; neokorteks,
hipokampus, anterior thalamic nuclei, substantia nigra ve cerebeller graniil hiicrelerinde
bulundugu tespit edilmistir. Gelisme boyunca, sinaptik plastisite ve aksonal gelisim icin
olduk¢ca oOnemlidir. Fakat yetiskin beyni sinir sisteminde genellikle sadece presinaptik
terminalde bulunur (57). SNAP-25 in insiilin mekanizmasinda da gérev aldig1 belirtilmistir.
Buna bagli olarak, SNAP-25 anomalilerinin kilo alimi1 ve glukoz regiilasyonunu etkiledigi
diisiiniilmektedir. SNAP-25 geninin antipsikotik hastaliklarinin ¢ogunda etkili aday bir gen
olabilecegi belirtilmistir.  Sizofreni hastalarinin  beyinlerinde yapilan post-mortem
arastirmalarda neokorteks, hipokampus ve cerebellumda SNAP-25 oraninda azalma oldugu
tespit edilmistir. Buna karsilik frontal cortekste ise ya hi¢ degisim olmadigi ya da artis oldugu
belirlenmistir (55). SNAP-25 disfonksiyonu noropsikyatrik hastaliklarin patogenezinde etkili
oldugu belirlenmistir. Sizofreni, Alzheimer ve hiperaktivite hastaliginda etkili olabilecegi
diistiniilmiistiir (55).

SNAP-25 (Genebank acc. no: D21267, Gen ID: D21267) proteini kromozom 20p11.2
de bulunan bir gen bolgesi tarafindan kodlanip, 12 eksondan olusmaktadir (sekil 2.14-15) (31,
57). Toplam uzunlugu 1584 bp dir. SNAP-25 genine ait tespit edilen ii¢ polimorfizm
bilinmektedir. Bunlar; 3 UTR bolgede Mnll T/G (rs3746544); Ddell T/C (rs1051312) ve Tail
T/C (rs8636) polimorfizmleri olarak tespit edilmistir (56, 58). Bu polimorfizmler ile sizofreni,
hiperaktivite gibi hastaliklar arasindaki iliski arastirllmis ve cogunlukla iliskili oldugu

belirlenmistir (cizelge 2.8).
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Cizelge 2.8. SNAP-25 geni polimorfizmleri ile iligkisi arastirilan hastaliklar.

Polimorfizm Iliskili olabilecek hastaliklar Miskisi Arastirma
Sizofreni Var Miiler D.J. 2005 (56)
Mnll T/G (rs3746544) Sizofreni Var Musil R. 2008 (58)
Hiperaktivite Var Brophy K. 2002 (55)
Hiperaktivite Var Barr CL. 2000 (59)
Sizofreni Yok Miiller D.J. 2005 (56)
Ddel T/C (rs1051312) Hiperaktivite Var Brophy K. 2002 (55)
Hiperaktivite Var Barr CL. 2000 (59)
Sizofreni Var Musil R. 2008 (58)
Tail T/C (rs8636) Sizofreni Var Miiller D.J. 2005 (56)
Sizofreni Var Musil R. 2008 (58)
Intronl mikrosatellit (TAAA), Hiperaktivite Var Mill J. 2005 (51)
polimorfizmi
Chr 20
I DN | X || I T ]

Sekil 2.14. SNAP-25 proteininin kodlandig1 gen bolgesinin kromozomal lokalizasyonu (31).
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SNAP-25 GENI (Genebank Accession Number: D21267)

20p11.2

Telomerik Bolge Sentromerik Bolge

treTC | CTCCAAATGCTGTCGGGCAAGATAGCTCCTTCATGCTTT
TCTCATGGTATTATCTAGTAGGTCTGCACACATAACACACATCAGTC
CACCCCCATTGTGAATGTTGTCCTGTGTCATCTGTCAGCTTCCCAAC
AATACTTTGTGTCTTTTGTTCTCTCTTGGTCTCTTTCTTTCCAAAGGT

TGTACATAGTGGTCATTTGGTGGCTCTAA | CTCCrrcaTeTC
TTGAGTTTCATTTTTCATTTTCTCTCCTCGGTGG

Sekil 2.15 SNAP-25 geni eksonlar1 ve 3° UTR bolgedeki Mnil ve Ddel polimorfizmleri. Pembe ile belirtilen kesim bolgesi Ddel polimorfizmi i¢in, mavi ile belirtilen
kesim bolgeleri Mnll polimorfizmi icin belirlenen kesim bolgesidir.
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3- GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarimin Toplanmasi

Bu calismada, Mersin Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Noroloji
Poliklinigine bagvuran, Alzheimer tanisi konmus 29’u kadin, 38’i erkek olmak iizere 67
bireyden gerekli bilgilendirme yapilip onay alindiktan sonra, hasta grubu olusturuldu. Ayrica,
kendisinde ve ailesinde herhangi bir noropsikiyatrik hastaligi olmayan, 38’1 kadin, 40’1 erkek
olmak iizere toplam 78 saglikli birey alinarak kontrol grubu olusturuldu. Kontrol grubundaki
bireylerin yas ortalamast 71.05+4.95, hasta grubunda ise 73.5 + 10.07 olarak belirlendi.
Calismamizin ¢alisma gruplari olusturulmadan 6nce Mersin Universitesi Etik Kurulu onayi

alindi.

Hastalardan ve kontrol grubundaki bireylerden DNA izolasyonu i¢in 7-8 ml venoz kan 1
ml % 2’lik Etilendimetiltetraasetik asitli (EDTA) igeren, 15 ml’lik santrifiij tiiplerine
konuldu. DNA izolasyonuna kadar —20 °C de saklandi. Bu kanlardan tuz ¢oktiirme

yontemiyle DNA izolasyonu yapildi (60).

3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler
3.2.1. Aletler ve Cihazlar

¢ Termal Cycler (Techne Flexigene, Cambridge, UK)
¢ Elektroforez Tanki (EC Midicell EC 350, 20x20cm)
¢ Elektroforez Gii¢ Kaynagi (EC 135-90)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
e Manyetik Kanstiric1 (Niive MK 418)

e Mikrodalga Firin (Alaska)

e Hassas Terazi (AND GR-200)

e Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)

¢ Vorteks (VELP)

e Santrifiij (Niive NF 800)

e Mikropipet Seti (Eppendorf)

® Derin Dondurucu (Arcelik-2031 D)
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e Etiiv (Niive EN-500)

e Otoklav (Niive OT 4060 V)
® Buzdolab1 (Arcelik 8188 NF)
e ABI 3100 Genetic Analyzer

3.2.2. Kimyasal Maddeler

¢ 100 bp DNA ladder GeneRuler marker (Fermentas, SM 0241)
e 10X PCR Buffer with (NH4),SO4

e dNTP Mix (Fermentas R0242)

e 25mM MgCl,

e Agarose Plus (Prona agarose plus, E.U)

e Amonyum asetat (Merck A735215 615)

¢ Bidistile Su (Sigma W-3500)

e Borik Asit (Carlo Erba 302177)

¢ Etilendimetiltetraasetik asit (EDTA) (Sigma 3341160)
e Etanol (Riedel-de Haen 32221)

e FEthidium Bromide (Sigma E-1510)

e OQOrange G (Sigma O-3756)

e Primerler (0.2 wmol sikalasinda HPSF purification)
¢ Proteinaz-K (Sigma P-2308)

¢ Sodyum Dodasil Siilfat (SDS) (Sigma L-5750)

e Taq DNA Polimeraz (Fermentas EP 0402 )

e Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)

¢ Trizma Base (Sigma T-6066)

e Alw26l (BsmAl, Fermentas, ER0031, GCCTC(1/5)])
e BseNI (Bsrl, Fermentas ER0881, ACTGG (1/-1))

e  Ddel (Promega R-6295, C|TNAG)

e  Hpy991 (New England Biolab RO615L, CGWCG|))
e  Mnll (Fermentas ER1072, CCTC(7/6) |)

e Tail (HpyF31, Fermentas ER1142, ACGT))
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3.2.3.Cozeltiler

1. Nuklei Lizis Tamponu

Tris-HCl.......... 1.576 gr

Na,EDTA........ 0.7 gr
1 It distile suya tamamlanip ¢6zdiikten sonra, otoklavda sterillendi ve + 4 °C’de

sakland.

2. 10 mg/ml Proteinaz K Cozeltisi

100 mg Proteinaz K, 10 ml steril distile su ile ¢oziilerek hazirlandi ve — 20 °C’de

saklandu.

3. 10 M Amonyum asetat Soliisyonu

148 gr Amonyum asetat

200 ml distile suda ¢oziiniir.+4 °C de saklanir.

4. % 10 SDS Soliisyonu
10 gr SDS 100 ml distile suda ¢oziildii.

5. TE (Tris-HCIl) Tamponu
Tris-HClL.......... 0.394 gr

NaEDTA....... 0.093 gr

250 ml distile suya tamamlanip c¢ozdiikten sonra, otoklavda steril edildi ve

+4°C’de sakland.

6. 10XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu

Trizma Base........... 108 gr
Borik asit ............... 54.8 gr
EDTA. ...t 5.44 gr

Distile su ile 11t’ye tamamlanarak ¢oziildii.

36



7. Orange G cozeltisi
Na, EDTA............ 2,232 gr
Orange G.............. 200 mg

60 ml Gliserol ve 40 ml distile sudan olusan soliisyon igerisinde ¢oziildii.

8. Elektroforez Yiiriitme Tamponu
10X TBE tamponundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan 1X TBE igerisine 0.5

Lg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde ethidium bromide (EtBr) konularak hazirlandi.

9. % 3’liikk Agaroz Jel Soliisyonu

140 ml 1X TBE tamponu icerisinde 4.2 gr agaroz (Agarose plus) mikrodalga firinda
eritildikten sonra 0.5 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde EtBr eklenerek,

hazirlandi.

3.3.Yontemler

3.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu tuz c¢oktiirme yontemine gore yapildi (60). Yontem, lokositlerde
bulunan DNA disindaki tiim yapilarin bozularak parcalanmasi, yogun bir tuz ¢ozeltisi ile
¢Oktiiriilmesi ve istte kalan sivi kisimda bulunan DNA’nin etil alkol yardimi ile

yogunlastirilarak DNA’nin elde edilmesi esasina dayanir.

1.Giin islemleri

. Iginde yaklasik 7-8 ml kan bulunan 15 ml’lik santrifiij tiipii iizerine soguk steril distile su
ilave edilerek yaklasik 13 ml’ye tamamlandi.

. Karisim 2-3 dk. hizli olarak asag yukan kanstirildi.
10 dk. 2000 rpm’de oda 1s1sinda santrifiij edildi.

. Supernatant atildiktan sonra peletin iizerine soguk steril distile su ilave edilerek yaklasik 13
ml’ye tamamlandi.
10 dk. 2000 rpm’de santrifiij edildi ve supernatant atildi.

. Buislem yaklagik 4-5 kez tekrarlandi.

. Pelet iizerine 3 ml niiklei lizis buffer eklendi.
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8. 50ul proteinaz K (10mg/ml), 500ul SM sodyum perklorat ve 200ul %10 SDS eklendi.
9. Tiip asag1 yukar alt iist edilerek bir gece 37 °C’de etiivde inkiibe edildi.

2. Giin Islemleri

10. 2 ml amonyum asetat ilave edilip hizlica yaklasik 20 defa asag1 yukan karistirildi.

11. Oda 1s1sinda 10 dk birakildi ve 15 dk 3500 rpm’de santrifiij edildi.

12. Supernatant bagka bir tiipe alinir ve 2 kati1 oraninda soguk absolii etanol eklendi. Dikkatli
olarak karistirildi ve DNA otomatik pipet ucuyla ¢ekmeden uca sarilarak alindi.

13. 500 pl TE igeren tiipe alind1 ve oda 1s1sinda ¢oziildii (24 saat oda 1s1sinda tutuldu).

14. DNAse inaktivasyonu i¢in 80 °C’de 10 dk tutuldu.

3.3.2. Molekiiler Analiz

3.3.2.1. VAMP2 (Synaptobrevin) geni 26 bp Ins/Del polimorfizminin belirlenmesi

PCR, tek bir molekiill DNA’y1 dahi ¢ogaltabileceginden, reaksiyon karisimlarinin
DNA molekiilleri ile kontamine olmasimin engellenmesi gerekmektedir. Bu kontaminasyon,
daha oOnceki PCR reaksiyonu, eksojen DNA veya diger hiicresel materyallerden
kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle, kullanilan sarf malzemeleri ve soliisyonlarin steril
olmasina dikkat edildi. Ayrica PCR reaksiyonunda, 1s1 iletiminden kaynaklanabilecek
sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince duvarlh DNAase ve RNAase enzimlerinden
arindirilmis steril 0,5 ml’lik PCR tiipleri (Axygen Thin-Walled PCR Tubes), reaksiyonun
gerceklestirilmesi i¢cin Thermal Cycler cihazi ve 0,5-10 pl’lik, 2-20 ul’lik ve 10-100 pl’lik

otomatik pipetler kullanildi.

Calismamizda oncelikle, VAMP2 gen bolgesinin amplifikasyonu i¢in PCR yapild.
Sonugta, 116 ve 90 bp lik PCR fiiriinleri elde edildi. Daha sonra yapilan elektroforez islemi ile
elde edilen DNA parcaciklarinin uzunluklarina gore allel degerlendirilmesi yapildi. VAMP2
geni 26 bp lik insersiyon/ delesyon i¢in PCR isleminde kullanilan primerler asagida

verilmistir (50).
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VAMP2F 5’- ACAAAGTGCGCCTTATACGC-3’
VAMP2R 5°- GGGATTTTCCTTGACGACACTC-3’

Uygulanan PCR protokolii:

10 6rnek icin

Distile SU.c.oneieiiii 170 wl
10X PCR buffer (NH4)SO4lii ..oovenvininnininnnnn. 25wl
2mM ANTP mMiX...oovoeiiiiiiiiiiiiii i 25 ul
VAMP2F ... Sul
VAMP2R.....ooiiiii Sul
Taq DNA Polimeraz (SU/ul)..........oooooeiiiii.. 2ul
25 MM MEClo. e 15 ul
Hedef DNA. ... ..o 1wl
PCR sartlari;

95°C .iivinnnn 2 dak

95°C .iivinnnnnn 45 sn

57°C oo, 1 dak. 35 dongii

72°C cnn. 1.5 dak

72°C oo, 7 dak

VAMP2 geni Ins/Del polimorfizmi i¢in sadece PCR protokolii uygulandi ve elde
edilen PCR iiriinii % 3’ liik agaroz jel lizerinde yiiriitiilerek alleller elde edildi. Ins/Ins

genotipi: 116 bp; Ins/Del genotipi: 116, 90 bp; Del/Del genotipi: 90 bp olarak tanimlandi.
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3.3.2.2. SNAP-25 geni Mnll, Ddel polimorfizmlerinin belirlenmesi

SNAP-25 gen bolgesinin amplifikasyonu icin PCR yapildi. Sonrasinda 261 bp lik PCR
irtinii elde edildi. Daha sonra, PCR o6rneklerinin iizerine Restriction Endonuclease (RE)
enzimleri yardimiyla Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) islemi
gerceklestirildi. Her iki polimorfik bolge aynit PCR iiriinii tizerinde bulunmaktadir. Bundan
dolay1 bir ¢ift primer kullanilmakta ve farkli RE enzimleri ile RFLP gerceklestirilmektedir.
Mnll T/G (rs3746544) polimorfizmi i¢in Mnll (Fermentas ER1072) enzimi kullanildi. Ddel
T/C (rs1051312) polimorfizmi igin ise Ddel (Promega R-6295) enzimi kullamildi
Elektroforez islemi ile elde edilen DNA parcaciklarinin uzunluklarma gore allel
degerlendirilmesi yapildi. SNAP-25 geni Mnll, Ddel polimorfizmleri icin PCR isleminde

kullanilan primerler asagida verilmistir (59).

SNAP-25 F 5’- TTCTCCTCCAAATGCTGTCG- 3’
SNAP-25 R 5°- CCACCGAGGAGAGAAAAT G- 3’

PCR ortami VAMP2 i¢in uygulanan PCR prosediiriiniin iki kati kadar miktarda

hazirlandi.

Uygulanan PCR protokolii:

10 o6rnek igin

Distile Su.....ooiii 340 wl
10X PCR buffer (NH4)SO4 il ...oveneniiiiinnnits 50 wl
2mM dNTP mMiX..oooiiiiiii e 50 pl
SNAP-25 F. oo 10 ul
SNP-25 Riiiiiiie 10 ul
Taq DNA Polimeraz(SU/ul)...........ccooviiiiiiinn... 4 ul
25 MM MEClL.niiiiiii 30 ul
Hedef DNA. .. ..o 1ul
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PCR sartlari;

95°C .iviviinnn, 2 dak
95°C .vivivnnnnn 45 sn
58°C .ccoininnnn. 1 dak. 35 dongii
72°C i 1.5 dak
T2°C i, 7 dak

PCR sonrast iiriin ikiye boliindii ve Ddel ve Mnll enzimleri yardimiyla 37 °C de bir
gece RFLP uygulandi. RFLP sonras1 % 3 liikk agaroz jel yardimiyla alleller belirlendi. SNAP-
25 geni Mnll ve Ddel polimorfizmleri i¢in sadece PCR ve RFLP yontemleri uygulandi ve elde
edilen PCR iriinleri % 3’liikk agaroz jel iizerinde yiiriitiilerek alleller elde edildi.

SNAP-25 geni Mnll polimorfizmi i¢in; T/T genotipi: 256, 5 bp, T/G genotipi: 256,
210, 46, 5 bp, G/G genotipi: 210, 46, 5 bp olarak tamimlanmistir. SNAP-25 geni Ddel
polimorfizmi icin; T/T genotipi: 261 bp, T/C genotipi: 261, 228, 33 bp, C/C genotipi: 228, 33

bp olarak tanimlanmisgtir.

3.3.2.3. Synapsin III geni -196 G>A ve -631C>G polimorfizminin belirlenmesi

Synapsin III geni promoter bolgesinin amplifikasyonu i¢cin PCR yapildi. Daha sonra
yapilan PCR orneklerinin {izerine Restriction Endonuclease (RE) enzimleri yardimiyla
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) islemi gergeklestirildi. Promoter
bolgedeki -196 G>A (rs133945) polimorfizmi i¢in Alw261 (BsmAl, Fermentas, ER0031)
enzimi ile 37 °C de bir gece inkiibasyonla RFLP islemi gergeklestirildi. Synapsin IIT -196
G>A polimorfizmi i¢in; A/A genotipi: 116 bp, G/A genotipi: 116, 100 ve 16 bp, G/G
genotipi: 100, 16 bp olarak tanimlanmaisgtir.

Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi ic¢in uygulanan PCR isleminde kullanilan

primerler asagida verilmistir (32).

SYN2F 5°- TCCTTTCCAGAAGGATGTCC 3’
SYN2R 5°- AAGCCAACAAATACATAAGTGGAGA 3’

Synapsin IIl geni promoter bolgedeki -631 C>G (rs133946) polimorfizmi icin PCR
yapildiktan sonra, BseNI (Bsrl, Fermentas, ER0881) enzimi ile 65 °C de 3 saat inkiibasyonla
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RFLP islemi gerceklestirildi. Synapsin III geni polimorfizmlerinin her ikisi icin de ayn1t PCR
protokolleri kullanildi. Synapsin III geni -196 G>A ve -631C>G polimorfizminin belirlenmesi
icin PCR ve RFLP yontemleri uygulandi ve elde edilen PCR iiriinii % 3’liik agaroz jel
izerinde yiiriitiilerek alleller tespit edildi. Synapsin III -631C>G polimorfizmi icin; C/C
genotipi: 105 bp, G/C genotipi: 105, 84, 21 bp, G/G genotipi: 84, 21 bp olarak tanimlanmistir.
Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi icin PCR isleminde kullanilan primerler asagida

verilmistir (32).

SYNIF 5°- AGGCATGTACTTGCGTTACC-3’
SYNIR 5°- ACCAAATGACTACAAAGATGTACCA-3’

Uygulanan PCR protokolii:

10 6rnek icin

Distile Su ...oooviiiii 170 wl
10X PCR buffer (NH4)SO4lii c.oovenvininnininnnnn. 25wl
2mM ANTP mMiXee..oiiiiiiiiiiiiii e 25 ul
SYNIF. ..o S5ul
SYNIR. ..ot Sul
Taq DNA Polimeraz (SU/ul)..........ccooooiiiiai. 2 ul
25 MM MECly. e, 15 ul
Hedef DNA..... oo 1w
PCR sartlari;

95°C civviininnnn 2 dak

95°C civviininnnn 45 sn

58°C .cccivinnnnn. 1 dak. 35 dongii

72°C .. 1.5 dak

72°C ciiiiiinn 7 dak
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3.3.2.4. Syntaxin 1A geni ekson 3 ve intron 7 polimorfizminin belirlenmesi

Syntaxinl A geni intron 7 polimorfizmi (rs1569061) i¢cin PCR yapildi. Sonugta 312 bp
lik bir PCR iiriinii elde edildi. Daha sonra yapilan PCR o6rneklerine 7ail (Fermentas ER1142)
enzimi ile 65 °C de 3 saat inkiibasyonla RFLP islemi gergeklestirildi. Sonra, elektroforez
islemi ile elde edilen DNA parcaciklarinin uzunluklarina gore allel degerlendirilmesi yapildi.
Syntaxin 1A intron 7 gen polimorfizmi icin; T/T genotipi: 312 bp, T/C genotipi: 312, 186,
126 bp, C/C genotipi: 186, 126 bp olarak belirlenmdi. Syntaxinl A geni intron 7 polimorfizmi

icin PCR isleminde kullanilan primerler asagida verilmistir (36).

STAX2F 5’- CAATGCTGCTGCTGAACTC- 3’
STAX?2R 5’- CGCTGACATTTATGTGACC- 3’

Uygulanan PCR protokolii:

10 6rnek icin

Distile SU...ooieiiiiii i 170 pl
10X PCR buffer (NH4)SO4 il ..ot 25 ul
2mM ANTP miX....oooviiiiii i 25 ul
STAX2E ..o S5ul
STAX2R o S5ul
Taq DNA Polimeraz (S5 U/ pul)......ooooiiiiiiin.n. 2l
25 MM MECly. e 15 pl
Hedef DNA. ... .o 1l
PCR sartlari;

95°C cevviininnnn 2 dak

95°C civviininnnn 45 sn

53°C ciiiiiinnnn, 1 dak. 35 dongii

72°C cooeinnn, 1.5 dak

72°C i, 7 dak

Syntaxinl A geni ekson 3 (D68D) polimorfizmi (rs3793243) icin PCR yapildi. Daha
sonra yapilan PCR orneklerine Hpy991 (New England Biolab R0615L) enzimi uygulandi.
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Elektroforez islemi ile elde edilen DNA parcaciklarinin uzunluklarma gore allel
degerlendirilmesi yapildi. SyntaxinlA geni ekson 3 polimorfizmi i¢in PCR isleminde
kullanilan primerler asagida verilmistir. T/T genotipi: 263 bp, T/C genotipi: 263, 174, 89 bp,
C/C genotipi: 174, 89 bp olarak belirlenmistir (36).

STAXIF 5’- CTACTCTGGGCCATCTCTG- 3’
STAXIR 5’- CAGAGGTCCCGTGAGGCCTC- 3’

Uygulanan PCR protokolii:

10 6rnek icin

Distile SU...ooeiiii e 170 wl
10X PCR buffer (with KCI) ..........c.coooiiiinin. 25wl
2mM ANTP miX....oooiiiiiiiiiiii e 25 ul
STAXIFE Lo 5ul
STAXIR oo 5ul
Taq DNA Polimeraz (5 U/ pl)........ccvviiiinnan.. 2 ul
25 MM MECly. i 15 pl
Hedef DNA. .. ..o 1ul
PCR sartlari;

96 °C . 2 dak

96 °C . 45 sn

63°C ...cceennn. 1 dak. 35 dongii

72°C oo, 1.5 dak

72°C ciiiiiinn 7 dak

3.3.3. DNA Dizi Analizi

Insan Genom Projesi gibi biiyiik projeler cok sayida DNA dizi analizi yapilmasin
gerektirmektedir. Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yiiksek is giicli gerektirir. Bu gelismeler
sonucunda otomasyon kag¢inilmaz olmustur. Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazanci
yaninda, standart calisma kosullar1 ve elde edilen sonuclarin degerlendirilmesinde de yarar

saglamistir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii
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programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini icerir. Elektroforetik
birimlerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 1s1k olusturulur. S6z konusu
DNA’ nm bulundugu jel matriks bu monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez siiresince
DNA’ ya baglanan floresan boya 151k ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya
kendisi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 151k demeti bir
detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilerek
sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir. DNA dizi analizi
cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir. Bu calismada
gerceklestirilen DNA dizi analizlerinde ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA) kullanilmugtir.

Bu c¢alismada, syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi PCR iirtinleri DNA dizi
analizine tabi tutulmustur. Bu yontemle polimorfik bolge net olarak tanimlanmistir. Sekans
analizi i¢in yaklagik 40 pl PCR 6rnegi hazirlandi ve 15 6rnek primerlerle birlikte sekans
analizi icin Ortadogu Teknik Universitesinde (ODTU) bulunan Teknokent deki Ref-Gen
firmasina gonderilerek sekans analizi sonucglar1 elde edildi. Degerlendirme yapilirken,

genedoc, clustalx, mega4 ve finchTV programlari kullanildi.

Sekans icin kullanilan reaktifler: BigDye Cycle Sequencing kit v.3.1
Reaksiyon i¢inde kullanilan DNA miktar1 10 ng/ulL

Reaksiyon i¢inde kullanilan primer miktar1 3.2 pmol/uL dir.

L=

Cycle Sequencing sonrasi purifikasyon yontemi: Sodyum Asetat-EDTA-Ethanol
purifikasyon yontemi kullanild.

5. Dizi analiz i¢in kullanilan cihaz: ABI 3100 Genetic Analyzer

Elde edilen sekans analizi sonuglar1 PCR-RFLP sonuclanyla karsilastirilarak veriler

olusturuldu.

3.4. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler, SPSS (Statistical Package for Social Sciences, version 10.0)
Paket Programi ve Helix Tree Genetics Data Analysis Software Paket Programlari
kullanilarak yapildi. Hardy Weinberg dengesinde olup olmadigina belirlemek icin analiz

yapilmistir.
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VAMP?2 geni 26 bp Ins/Del polimorfizmi, SNAP-25 geni Mnll, Ddel polimorfizmleri,
synapsin III geni -196 G>A ve -631C>G polimorfizmleri, syntaxin 1A geni ekson 3 ve intron
7 polimorfizmleri ile Alzheimer hastaligi arasindaki iligki, genotip ag¢isindan, ¢oklu lojistik
regressiyon modeli ile, allel agisindan ise ki-kare analizi ile SPSS (Statistical Package for
Social Sciences, version 10.0) paket programi kullanilarak degerlendirildi. Orneklerin Hardy
Weinberg (HW) dengesinde olup olmadig1 degerlendirildi. Ayrica, Helix Tree Genetics Data
Analysis Software programi kullanilarak Linkage Disequilibrium (LD) tespiti yapildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada, VAMP2 (Synaptobrevin) geni 26 bp Ins/Del polimorfizmi, SNAP-25
geni Mnll, Ddel polimorfizmleri, synapsin III geni -196 G>A ve -631C>G polimorfizmleri,
syntaxin 1A geni ekson 3 ve intron 7 polimorfizmleri ile Alzheimer hastalig1 arasindaki iligki
arastirildi. Calismamizin gruplari olusturulmadan 6nce Mersin Universitesi Etik Kurulu onay1
alindi. Mersin Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Noroloji Poliklinigine
bagvuran, Alzheimer hastaligi tanis1 konmus 29’u kadin, 38’1 erkek olmak iizere 67 hasta ile
gerekli bilgilendirme yapilip onay alindiktan sonra, hasta grubu olusturuldu. Ayrica, kontrol
grubu olusturmak amaciyla, kendisinde ve ailesinde herhangi bir noropsikiyatrik hastalig
olmayan, 38’1 kadin, 40’1 erkek olmak iizere toplam 78 saglikli birey gerekli bilgilendirme ve
onay alindiktan sonra kontrol grubu olusturuldu. Bu iki grupta bulunan bireylerin yaslar
arasinda belirgin bir fark olmadig belirlendi (p=0.064). Kontrol grubundaki bireylerin yas
ortalamast 71.05+4.95, hasta grubunda ise 73.5 £ 10.07 olarak belirlendi (¢izelge 4.1).
VAMP2 (Synaptobrevin) geni 26 bp Ins/Del polimorfizmi, SNAP-25 geni Mnlil, Ddel
polimorfizmleri, synapsin III geni -196 G>A ve -631C>G polimorfizmleri, syntaxin 1A geni

ekson 3 ve intron 7 polimorfizmleri allel ve genotipleri tespit edildi (¢izelge 4.2, 4.3).

Cizelge 4.1.. Kontrol ve Hasta Gruplarinda Yas Ortalamalari

GRUP TOPLAM
Kontrol n (%) Alzheimer n (%)
Cinsiyet Erkek 40 (% 51.3) 38 (% 56.7) 78
Kadin 38 (% 48.7) 30 (% 43.3) 67
Toplam 78 (%53.8) 68 (% 42.6) 145

n= Birey sayis1
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Cizelge 4.2. Calisilan tiim genlerin genetik 6zellikleri

Gen Kromozomal Polimorfizm rs numaralari Genbank Acc. No Gen ID
Lokalizasyon
VAMP2 17p13.1 Ins/Del polimorfizmi - AF152105 6844
Mnll polimorfizmi rs3746544
SNAP-25 geni 20p11.2 Ddel polimorfizmi S1051312 D21267 6616
-196 G>A Polimorfizmi rs133945
Synapsin III geni 22q12-13 783846 8224
-631 C>G polimorfizmi rs133946
Ekson 3 polimorfizmi rs3793243
Syntaxin 1A geni 7pl11.23 . U12918 6804
Intron 7 polimorfizmi rs1569061
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Cizelge 4.3. Calisilan tiim genlerin PCR-RFLP sartlar1 ve sonuglari

Annealing
Gen Polimorfizm Primerler Isis1 RE enzimi PCR
uriinii
Ins alleli: 116 bp
VAMP2 ins/del polimorfizmi F5’ACAAAGTGCGCCTTATACGC 3’ 57°C - Del alleli: 90 bp
R5” GGGATTTTCCTTGACGACACTC 3’
F5’ TTCTCCTCCAAATGCTGTCG 3’ Mnll T alleli:256, 5 bp
SNAP-25 geni Mnll polimorfizmi R5" CCACCGAGGAGAGAAAATG 3’ G alleli:210, 46, 5 bp
R5” CCACCGAGGAGAGAAAATG 3’ 58°C Ddel T alleli:261 bp
Ddel polimorfizmi F5 TTCTCCTCCAAATGCTGTCG 3’ C alleli:228, 33 bp
F5* TCCTTTCCAGAAGGATGTCC 3 Alw261 A alleli:116 bp
Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi R5’AAGCCAACAAATACATAAGTGGAGA 3 G alleli: 100, 16 bp
0
F5* AGGCATGTACTTGCGTTACC 3’ 58°C BseNI C alleli: 105 bp
-631 C>G polimorfizmi R5’ACCAAATGACTACAAAGATGTACCA 3’ G alleli:84, 21 bp
Syntaxin 1A geni Ekson 3 polimorfizmi F5’CTACTCTGGGCCATCTCTG 3’ 63°C Hpy991 T alleli:263 bp
R5’CAGAGGTCCCGTGAGGCCTC 3 C alleli: 174, 89 bp
intron 7 polimorfizmi F5’ CAATGCTGCTGCTGAACT C 3 57°C Tail T alleli:312 bp

R5’CGCTGACATTTATGTGACC 3’

C alleli: 186, 126 bp
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4.1. Synapsin III geni -196 G>A ve -631 C>G polimorfizmleri bulgular:

4.1.1. Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi bulgulari

Synapsin III geni -196 G>A ve -631 C>G polimorfizmleri PCR-RFLP yontemleri ile
yapildi. Elde edilen PCR-RFLP sonucglar1 agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra,
elde edilen bantlar “Vilber Lourmat Marne La Vallée, France” marka jel goriintiileme sistemi
ile goriintiilenerek bilgisayar ortamina aktarildi. Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi
icin; A/A genotipi:116 bp, G/A genotipi: 116, 100 ve 16 bp, G/G genotipi: 100, 16 bp olarak
tespit edildi (sekil 4.1).

Deneyler sonunda, 67 Alzheimer hastast ve 78 kontrol grubu bireyden olusturulan
gruplar arastirildi. Gruplar, Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi agisindan
degerlendirildi. Hasta grubunda Hardy Weinberg (HW) dengesinde olmadigi belirlendi
(p=0.015). Kontrol grubunda ise; HW dengesinin oldugu belirlenmistir (p=0.492).

Alzheimer hastalarinda tespit edilen genotip dagilimi; A/A genotipi 21 (% 30.9), G/A
genotipi 24 (% 35.3), G/G genotipi 23 (% 33.8) olarak belirlenmistir. Kontrol bireylerinde
tespit edilen genotip dagilimi; A/A genotipi 17 (% 21.8), G/A genotipi 27 (% 53.8), G/G
genotipi 19 (% 24.4) olarak belirlenmistir (cizelge 4.4). Synapsin III geni -196 G>A
polimorfizmi ile Alzheimer hastalig1 arasinda anlamli bir iligki tespit edilmistir (p=0.03). G/A
genotipinin Alzheimer hastalig1 acisindan koruyucu etkisi oldugu belirlenmistir (p=0.008).

Alzheimer gruplarina ait allel dagihmi: A alleli; 66 (% 48.5), G alleli; 70 (% 51.5)
olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna ait allel dagilimi: A alleli; 76 (% 48.7), G alleli; 80 (%
51.3) olarak belirlenmistir (cizelge 4.5). Allel sayilar ile gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligki yoktur (p=0.974).
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Sekil 4.1. Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi elektroforez sonrasi fotografi. 1,2 ve 3 numarali 6rnekler

G/G genotipinde, 4 numarali 6rnek A/A genotipinde, 5 numarali 6rnek ise G/A genotipindedir.

Cizelge 4.4. Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi gruplara gore genotip dagilimu.

GRUP
Kontrol Alzheimer Toplam
n (%) n (%)
Synapsin III A/A 17 (% 21.8) 21 (% 30.9) 38
-196 G>A G/A 42 (% 53.8) 24 (% 35.3) 66
G/G 19 (% 24.4) 23 (% 33.8) 42
Toplam 78 (% 53.4) 68 (% 46.6) 146

n: birey sayist

Cizelge 4.5. Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi gruplara gore allel dagilima.

GRUP
Synapsin III Allel Kontrol n (%) Alzheimer n (%) Toplam
-196 G>A G 80 (% 51.3) 70 (% 51.5) 150
A 76 (% 48.7) 66 (% 48.5) 142
N:Allel say1st

4.1.2. Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi bulgulari

Synapsin III geni -631C>G polimorfizmi i¢in; C/C genotipi: 105 bp, C/G genotipi:

105, 84, 21 bp, G/G genotipi: 84, 21 bp olarak belirlenmistir (sekil 4.2). Synapsin III geni -

631 C>G polimorfizmi agisindan Ornekler degerlendirildiginde, Hasta grubu ve kontrol

grubunun HW dengesinde oldugu belirlenmistir (p=0.907, p=0.905). Alzheimer hasta




grubundaki genotip dagilimi; G/G genotipi 21 (% 30.9), G/C genotipi 24 (% 50.0), C/C
genotipi 13 (% 19.1) olarak belirlenmistir. Kontrol bireylerinde tespit edilen genotip dagilimi;
G/G genotipi 15 (% 19.2), G/C genotipi 39 (% 50.0), C/C genotipi 24 (% 30.8) olarak
belirlenmistir (¢izelge 4.6). Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi ile gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml iliski yoktur (p=0.139).

Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi ac¢isindan Alzheimer hastas1 ve kontrol
bireylerinde allel dagilimi; Alzheimer hastalarina ait allel dagilimi; G alleli 76 (% 55.9), C
alleli 60 (% 44.1) olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna ait allel dagilimi; G alleli 69 (%
44.1), 87 (% 55.9) olarak belirlenmistir (cizelge 4.7). Synapsin III geni -631 C>G
polimorfizmi i¢in; Allel sayilar ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki vardir
(p=0.047). G alleline sahip olan bireyler C alleline sahip olan bireylere oranla 1,5 kat daha

risk altinda olmaktadir.
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Sekil 4.2. Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi elektroforez sonrasi fotografi. 1, 2, 3, 5, 6, 11 numarali
ornekler C/G genotipine, 4, 7, 8, 9 numarali érnek G/G genotipine, 10 numarali 6rnek C/C genotipine sahiptir.

Cizelge 4.6. Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi gruplara gore genotip dagilimi.

Genotip GRUP Toplam
Synapsin I1I Kontrol n (%) Alzheimer n (%)
-631 C>G G/G 15 (% 19.2) 21 (% 30.9) 36
C/G 39 (% 50.0) 34 (% 50.0) 73
C/C 24 (% 30.8) 13 (% 19.1) 37
Toplam 78 (% 53.4) 68 (% 46.6) 146

n: birey sayisi
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Cizelge 4.7. Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi gruplara gore allel dagilimi.

GRUP
Synapsin III Allel Kontrol n (%) Alzheimer n (%) Toplam
-631 C>G G 69 (% 44.1) 76 (% 55.9) 145
C 87 (% 55.9) 60 (% 44.1) 147
N:Allel sayist

4.2. VAMP2 (Synaptobrevin) geni 26 bp Ins/Del polimorfizmi bulgular:

VAMP2 geni 26 bp/del polimorfizmi PCR yontemi elde edildi. PCR sonuglari, agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra, elde edilen bantlar “Vilber Lourmat Marne La
Vallée, France” marka jel goriintiileme sistemi ile goriintiilenerek bilgisayar ortamina
aktarildi. VAMP?2 geni 26 bp/del polimorfizmi i¢in; Ins/Ins genotipi: 116 bp Ins/Del genotipi:
116, 90 bp Del/Del genotipi: 90 bp olarak belirlenmistir (sekil 4.3). Hasta ve kontrol
gruplarinin Hardy Weinberg (HW) dengesinin oldugu belirlenmistir (Hasta grubu p=0.298,
Kontrol grubu p=0.373).

M 4

1000 bp

!Eﬂﬂ bp

S— (] bp
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Sekil 4.3. VAMP2 geni 26 bp Ins/Del polimorfizmi elektroforez sonrasi fotografi. 1, 2, 3, 4, 6, 7 numaral
ornekler Ins/Ins genotipinde, 5 numarali érnek Del/Del genotipinde, 8 numarali 6rnek ise Ins/Del genotipindedir.

Deneyler sonunda, 67 Alzheimer hastast ve 78 kontrol grubu bireyden olusturulan
gruplar arastirildi.  Gruplar, VAMP2 geni 26 bp Ins/Del polimorfizmi agisindan
degerlendirildi. Alzheimer hastalarinda tespit edilen genotip dagilimi; Ins/Ins genotipi 53 (%
77.9), Ins/Del genotipi 13 (% 19.2), Del/Del genotipi 2 (% 2.9) olarak belirlenmistir. Kontrol
bireylerinde tespit edilen genotip dagilimi; Ins/Ins genotipi 48 (% 61.5), Ins/Del genotipi 28
(% 35.9), Del/Del genotipi 2 (% 2.6) olarak belirlenmistir (¢izelge 4.8). VAMP2 geni 26 bp
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Ins/del polimorfizmi ile Alzheimer hastaligi arasinda anlamli bir iliski tespit edilmemistir
(p=0.075).

VAMP?2 geni Ins/Del polimorfizmi agisindan, Alzheimer hastalarina ait allel dagilima;
Ins alleli 119 (% 87.5), Del alleli 17 (% 46.6) olarak tespit edilmistir. Kontrol bireylerine ait
allel dagilimi; Ins alleli 124 (% 79.5), Del alleli 32 (% 53.4) olarak tespit edilmistir (¢izelge
4.9). Allel sayilan ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamamigtir

(p=0.068).

Cizelge 4.8. VAMP?2 geni 26 bp Ins/Del polimorfizminin gruplara gore genotip dagilimi.

GRUP Toplam
Kontrol Alzheimer
n (%) n (%)
VAMP2 Ins/Ins 48 (% 61.5) 53 (% 77.9) 101
Ins/Del Ins/Del 28 (% 35.9) 13 (% 19.2) 41
Del/Del 2 (% 2.6) 2(%2.9) 4
Toplam 78 (% 53.4) 68 (% 46.6) 146

n: birey sayisi

Cizelge 4.9. VAMP?2 geni Ins/Del polimorfizminin gruplara gore allel dagilimi.

GRUP
VAMP2 Allel Alzheimer n (%) Kontrol n (%) Toplam
Ins/Del Ins 119 (% 87.5) 124 (% 79.5) 243
Del 17 (% 46.6) 32 (% 53.4) 49
N:Allel sayist

4.3. SNAP-25 geni Mnll ve Ddel polimorfizmleri bulgulari

4.3.1. SNAP-25 geni Mnll polimorfizmi bulgular:

SNAP-25 geni Mnll polimorfizmi PCR ve RFLP yontemleri ile elde edildi. PCR-
RFLP sonuglari, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra, elde edilen bantlar “Vilber
Lourmat Marne La Vallée, France” marka jel goriintilleme sistemi ile goriintiilenerek
bilgisayar ortamina aktarildi. SNAP-25 geni Mnll polimorfizmi icin genotipleri; T/T genotipi:
256, 5 bp, T/G genotipi: 256, 210, 46, 5 bp, G/G: 210, 46, 5 bp olarak belirlenmistir (sekil
4.4). Kontrol grubunun Hardy Weinberg dengesinin oldugu belirlenmistir (p=0.714).
Alzheimer grubunun Hardy Weinberg dengesinde olmadigi belirlenmistir (p=0.0216).
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Sekil 4.4. SNAP-25 geni Mnll polimorfizmi elektroforez sonrasi fotografi. 1, 2, 5 numarali 6rnekler T/G
genotipi, 3, 4, 7, 8 numarali 6rnekler G/G genotipi, 6 numarali 6rnek T/T genotipindedir.

SNAP-25 geni Mnll polimorfizmi i¢in; Alzheimer hasta grubunda genotip dagilimi: T/T
genotipi 31 (% 45.6), T/G genotipi 23 (% 33.8), G/G genotipi 14 (% 20.6) olarak
belirlenmistir. Kontrol grubunda genotip dagilimi: T/T genotipi 36 (% 46.2), T/G genotipi 35
(% 44.9), G/G genotipi 7 (% 9) olarak belirlenmistir (gizelge 4.10). SNAP-25 Mnlil
polimorfizmi ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilmemistir

(p=0.104).

SNAP-25 geni Mnll polimorfizmi icin; Alzheimer hasta grubunda allel dagilimi: T alleli
85 (% 62.5), G alleli 51 (% 37.5) olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda allel dagilimi: T
alleli 107 (% 68.6), G alleli 49 (% 31.4) olarak belirlenmistir (¢izelge 4.11). Allel sayilar ile
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski yoktur (p=0.274).

Cizelge 4.10. SNAP-25 geni MnlI polimorfizminin gruplara gore genotip dagilimi.

GRUP Toplam
Kontrol Alzheimer
n (%) n (%)
SNAP-25 T/T 36 (% 46.2) 31 (% 45.6) 67
Mnlil T/G 35 (% 44.9) 23 (% 33.8) 58
G/G 7 (% 9) 14 ( % 20.6) 21
Toplam 78 (% 53.4) 68 (% 46.6) 146
n: birey sayist
Cizelge 4.11. SNAP-25 geni Mnll polimorfizminin gruplara gore allel dagilimi.
GRUP
SNAP-25 Allel Kontrol n (%) Alzheimer n (%) Toplam
Mnll T 107 (% 68.6) 85 (% 62.5) 192
G 49 (% 31.4) 51( % 37.5) 100
N:Allel say1s1
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4.3.2. SNAP-25 geni Ddel polimorfizmi bulgular:

SNAP-25 geni Ddel polimorfizmi i¢in genotipler; T/T genotipi: 261 bp, T/G genotipi:
261, 228, 33 bp ve G/G genotipi: 228, 33 bp olarak belirlenmistir (sekil 4.5). Hasta ve kontrol
gruplarinin Hardy Weinberg (HW) dengesinin oldugu belirlenmistir (Hasta grubu p=0.827,
Kontrol grubu p=0.373).

Sekil 4.5. SNAP-25 geni Ddel polimorfizmi elektroforez sonrasi fotografi. 2, 6, 7, 8 numarali 6rnekler T/T
genotipinde, 1, 5, 9 numaral1 6rnekler T/G genotipinde, 3, 4 numarali 6rnekler G/G genotipindedir.

SNAP-25 geni Ddel polimorfizmi i¢in Alzheimer hasta grubunda genotip dagilimi: T/T
genotipi 41 (% 60.3), T/C genotipi 24 (% 35.3), C/C genotipi 3 (% 4.4) olarak belirlenmistir.
Kontrol grubunda genotip dagilimi: T/T genotipi 45 (% 57.7), T/C genotipi 28 (% 35.9), C/C
genotipi 5 (% 6.4) olarak belirlenmistir (cizelge 4.12). SNAP-25 Ddel polimorfizmi ile
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilmemistir (p=0.855).

SNAP-25 geni Ddel polimorfizmi i¢in; Alzheimer hasta grubunda allel dagilimi: T alleli
106 (% 77.9), C alleli 30 (% 22.1) olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda allel dagilimi: T
alleli 118 (% 75.6), C alleli 38 (% 24.4) olarak belirlenmistir (¢izelge 4.13). Allel sayilari ile

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamimistir (p=0.643).
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Cizelge 4.12. SNAP-25 geni Ddel polimorfizminin gruplara gore genotip dagilimi.

GRUP
Kontrol n (%) Alzheimer n (%) Toplam
SNAP-25 T/T 45 (% 57.7) 41 (% 60.3) 86
Ddel T/C 28 (% 35.9) 24 (% 35.3) 52
Cc/C 5(%6.4) 3(%4.4) 8
Toplam 78 (% 53.4) 68 (% 46.6) 146
n: birey sayist
Cizelge 4.13. SNAP-25 geni Ddel polimorfizminin gruplara gore allel dagilimi.
GRUP
SNAP-25 Allel Kontrol n (%) Alzheimer n (%) Toplam
Ddel T 118 (% 75.6) 106 (% 77.9) 192
C 38 (% 24.4) 30 (% 22.1) 100

N:Allel sayist

4.4. Syntaxin 1A geni Ekson 3 ve intron 7 polimorfizmleri bulgular

4.4.1. Syntaxin 1A geni Intron 7 polimorfizmi bulgular

Syntaxin 1A geni intron 7 polimorfizmi PCR ve RFLP yontemleri ile elde edildi. PCR-
RFLP sonuglari, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra, elde edilen bantlar “Vilber
Lourmat Marne La Vallée, France” marka jel goriintilleme sistemi ile goriintiilenerek
bilgisayar ortamina aktarildi. Syntaxin 1A geni intron 7 polimorfizmi i¢in genotipleri; T/T
genotipi: 312 bp T/C genotipi: 312, 186 ve 126 bp, C/C genotipi: 186, 126 bp olarak
belirlenmistir (sekil 4.6). Kontrol grubunun HW dengesinin oldugu belirlenmistir (p=0.149).

Alzheimer grubunun HW dengesinde olmadigi belirlenmistir (p=0.002).
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Sekil 4.6. Syntaxin 1A geni intron 7 polimorfizmi elektroforez sonrasi fotografi. 6 numarali 6rnek T/T

genotipi, 1, 2, 3,4, 5, 7, 8, 9 numaral1 6rnekler T/C genotipindedir.

Syntaxin 1A geni intron 7 polimorfizmi icin Alzheimer hasta grubunda genotip dagilimz;
T/T genotipi 14 (% 21.2), T/C genotipi 45 (% 68.2), C/C genotipi 7 ( % 10.6) olarak
belirlenmistir. Kontrol grubunda genotip dagilimi: T/T genotipi 13 (% 16.7), T/C genotipi 35
(% 57.7), CIC genotipi 9 (% 25.6) olarak belirlenmistir (cizelge 4.14). Syntaxin 1A geni

intron 7 polimorfizmi ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski tespit edilmemistir

(p=0.264).

Syntaxin 1A geni intron 7 polimorfizmi i¢in Alzheimer hasta grubunda allel dagilimi; T
alleli 73 (% 55.3), C allel 59 (% 44.7) olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda allel dagilimi:
T alleli 59 (% 49.3), C alleli 71 (% 45.5) olarak belirlenmistir (¢izelge 4.15). Allel sayilari ile

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilmemistir (p=0.098).

Cizelge 4.14. Syntaxin 1A geni intron 7 polimorfizminin gruplara gére genotip dagilimi.

GRUP
Kontrol n (%) Alzheimer n (%) Toplam
Syntaxin 1A T/T 13 (% 16.7) 14 (% 21.2) 27
Intron 7 T/C 35 (% 57.7) 45 (% 68.2) 90
C/C 9 (% 25.6) 7 (% 10.6) 27
Toplam 78 (% 54.2) 66 (% 45.8) 146

n: birey sayisi
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Cizelge 4.15. Syntaxin 1A geni intron 7 polimorfizminin gruplara gore allel dagilima.

GRUP
Syntaxin 1A Allel Kontrol n (%) Alzheimer n (%) Toplam
Intron 7 T 71 (% 45.5) 73 (% 55.3) 144
C 85 (% 54.5) 59 (% 44.7) 144
N:Allel say1s1

4.4.2. Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi bulgular:

Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi PCR ve RFLP yontemleri ile elde edildi. PCR-
RFLP sonuglari, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra, elde edilen bantlar “Vilber
Lourmat Marne La Vallée, France” marka jel goriintileme sistemi ile goriintiilenerek
bilgisayar ortamina aktarildi. Ayrica Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmini belirlemek icin
sekans analizi de yapilmistir. Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi i¢in genotipleri; T/T
genotipi: 263 bp, T/C genotipi: 263, 174, 89 bp, C/C genotipi: 174, 89 bp olarak
belirlenmistir. Kontrol grubunun HW dengesinin oldugu belirlenmistir (p=0.149). Alzheimer
grubunun HW dengesinde olmadig1 belirlenmistir (p=0.018).

1000 bp
e 100 bp

e 3 L e

W00 bp

Sekil 4.7. Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi elektroforez sonrasi fotografi. 1, 7, 8 numarali 6rnekler
T/T genotipinde, 2, 3, 4, 5, 6 numaral1 6rnekler T/C genotipindedir.

Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi i¢in Alzheimer hasta grubunda genotip dagilimz;
T/T genotipi 36 (% 52.9), T/C genotipi 21 (% 30.9), C/C genotipi 11 (% 16.2) olarak
belirlenmistir. Kontrol grubunda genotip dagilimi: T/T genotipi 34 (% 43.6), T/C genotipi 35
(% 44.9), C/C genotipi 9 (% 11.5) olarak belirlenmistir (cizelge 4.16). Syntaxin 1A geni

59



ekson 3 polimorfizmi ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski tespit edilmemistir
(p=0.098).

Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi i¢in Alzheimer hasta grubunda allel dagilimi; T
alleli 93 (% 68.4), C allel 43 (% 31.6) olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda allel dagilimz;
T alleli 103 (% 55.4), C alleli 53 (% 44.6) olarak belirlenmistir (¢izelge 4.17). Allel sayilar
ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml iligki vardir (p=0.018). T alleline sahip olan
bireylerin, C alleline sahip olan bireylere oranla 1,7 kat daha fazla hastalik riskine sahip

olduklar tespit edilmistir.

Cizelge 4.16. Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizminin gruplara gore genotip dagilimi.

GRUP Toplam
Kontrol n (%) Alzheimer n (%)
Syntaxin 1A T/T 34 (% 43.6) 36 (% 52.9) 70
Ekson 3 T/C 35 (% 44.9) 21 (% 30.9) 56
C/C 9(% 11.5) 11 (% 16.2) 20
Toplam 78 (% 53.4) 68 (% 46.6) 146

n: Birey sayisi

Cizelge 4.17. Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizminin gruplara gore allel dagilimu.

GRUP
Syntaxin 1A Allel Kontrol n (%) Alzheimer n (%) Toplam
Ekson 3 T 103 (% 55.4) 93 (% 68.4) 196
C 83 (% 44.6) 43 (% 31.6) 126
N:Allel sayis1

4.4.2.1. Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi sekans analizi bulgular

Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmini belirlemek i¢in sekans analizi verileri
finchTV programi ile gosterilmistir. Polimorfik bolge yapilan analizler sonucunda
belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda elde ettigimiz genotipleri sekans analizinden gelen
genotipler ile karsilastirdik. Forward ve reverse primerleri ile elde edilen iki ayr1 sekans
bolgesi tiim niikleotidleri ile tanimlanmistir. Kullanilan programlarla (genedoc, mega4,
clustalx) bu diziler karsilastirild1 ve polimorfik bolge tanimlandi. Sekil 4.8 de belirtilen sekans

analiz dizininde isaretli bolgenin sonundaki T niikleotidi o 6rnege ait polimofik bolgenin bir

allelinin T oldugunu gostermektedir.

60



TVl e e v v vl Cai v e v s Uil v v va st Tl v s v
GOAAB GGG A TGGACTCTTCCG TTTTGCC AAGCAA GGTCT T AAABGG CC TC AATGGCTCAGGATGCGT TGBGGGAA T
50 80 7 80 £ 100 10 1

LA

| MMM, Mﬂ

Sekil 4.8. Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi elektroforez sonrasi fotografi ile sekans analizinin
karsilastirilmasi. Sekans analizinde isaretli olan T alleli 1 ve 7 numarali 6rneklerdeki gibi T/T genotipinde 2, 3,
4,5, 6 ornekleri gibi T/C genotipinde olan bireylerde bulunmaktadur.

4.5. VAMP2 (Synaptobrevin) geni 26 bp Ins/Del polimorfizmi, SNAP-25 geni Mnll,
Ddel polimorfizmleri, syntaxin 1A geni ekson 3 ve intron 7 polimorfizmlerinin Linkage
disequilibrium (D) ve Lojistik regresyon ile degerlendirilmesi

Aralarinda baglanti dengesizligi olan iki gen aymi anda modele alindiginda istatistiksel
anlamlilik yokken var gibi gosterebilir. O nedenle baglanti dengesizligi olan genlerin
interaksiyon etkisi ile modele alinmas1 gerekir.

Lojistik regresyon analizi yapilirken, aralarinda baglanti dengesizligi olan iki gen ayni
anda modele alindiginda istatistiksel anlamlilik yokken var gibi gosterebilir. O nedenle
baglant1 dengesizligi olan genlerin interaksiyon etkisi ile modele alinmasi gerekir. synapsin
IIT geni -196 G>A ve -631C>G polimorfizmleri arasinda hasta ve kontrol gruplarinda giiclii
bir dengesizlik oldugu i¢in interaksiyon etkisi modele alind1 (kontrol p=0.000, hasta p=0.000).
SNAP-25 geni Mnll, Ddel polimorfizmleri arasinda ise sadece kontrol grubunda istatistiksel
olarak anlamli baglanti dengesizligi goriilmiistiir (kontrol p=0.000, hasta p=0.725).
Interaksiyon etkisinin modele alinmasi durumunda gozelerdeki synapsin III geni -196 G>A ve
-631C>G polimorfizmleri eksik gdzlemler dolayis: ile asirt biiylik giiven araliklari ve odds

oranlar1 tahmin edilmistir. Biitiin gen polimorfizmlerinin birlikte degerlendirilerek yapilan
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lojistik regresyon modelinin sonuglar ¢izelge 4.20 de belirtilmistir. Bu analizde VAMP 2

geni i¢in; Ins/Ins genotipi referans alindiginda, Ins/Del genotipinin 0.3 kat koruyucu etki

gosterdigi tespit edilmistir (p=0.009). SNAP-25 geni Mnlil, Ddel polimorfizmleri icin

TC+CC/TG+GG genotipi referans olarak alindiginda, TT/TT genotipinin digerlerine oranla

3.5 kat koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir (p=0.010). Ayrica, Syntaxin 1A geni intron 7

polimorfizmi i¢cin C/C genotipi referans alindiginda T/C genotipinin 3.2 kat daha koruyucu

etki gosterdigi tespit edilmistir (p=0.029) (sekil 4.20).

Cizelge 4.18. Biitiin gen polimorfimleri allel dagilimlar: ve istatistiksel degerleri.

GUVEN
GEN GENOTIP ALZHEIMER | KONTROL | ODSS P ARALIGI
n (%) n (%) degeri | Ust Alt
siir sinir
VAMP?2 Ins/Del Ins/Ins 53 (% 77.9) 48 (% 61.5) | Referans | 0,027
polimorfizmi Ins/Del 13 (% 19.2) 28 (% 35.9) 0,301 0,009 | 0.123 | 0.738
Del/Del 2(%2.9) 2 (% 2.6) 0,309 0,301 | 0,033 | 2,859
SNAP-25 geni | TC+CC/TG+GG 15 (% 22.1) 9 (%11.5) | Referans
MnlI* Ddel
polimorfizmleri TT/TT 19 (% 27.9) 12 (% 15.4) | 3.593 0.010 | 1.357 | 9.512
CC/GG 9 (% 13.2) 17 (% 21.8) | Referans | 0,467
Synapsin IIT GG/AA 15 (% 22.1) 13 (% 16.7) 1.026 0.962 | 0.367 | 2.869
geni GG/GA 5(% 7.4) 3(% 3.8) 2.687 0.428 | 0.233 | 30.950
-196 G>A * -631
C>G CG/GA 20(% 29.4) 35 (%44.9) 0.53 0.149 | 0.224 | 1.259
polimorfizmleri
Syntaxin 1A T/T 36 (% 52.9) 34 (% 43.6) 0.816 0.726 | 0.262 | 2.543
geni Ekson 3 T/C 21 (% 30.9) 35 (% 44.9) 3,255 0.072 | 0,901 | 11.764
polimorfizm C/C 11(% 16.2) 9(% 11.5) | Referans | 0.083
Syntaxin 1A T/T 14 (% 21.2) 13 (% 16.7) 3.255 0.072 | 0901 | 11.764
geni intron 7 T/C 45 (% 68.2) 35 (% 57.7) 3.204 0.029 | 1.125 | 9.124
polimorfizm C/C 7 (% 10.6) 9 (% 25.6) | Referans | 0.83
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5. TARTISMA

Alzheimer hastalifi, Ozellikle bati toplumunda yogunluklu olarak goriilen
multifaktoriyel, norodejeneratif bir hastaliktir. Alzheimer hastaliginda hafizaya néropatolojik
mekanizmanin etkisi net olarak tanimlanmamistir. AH’ da noronlar beynin belli bolgelerinde
degrade olurlar. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde yapilan histopatolojik ¢alismalar beynin
hipokampus ve neokorteks gibi farkli bolgelerinde norofibriler iplikler, senil plaklar ve genis
noronal kaybin oldugu bolgeler belirlenmistir (4, 9). AH i¢in, beta amiloid prokiirsorii (APP),
presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2) proteinlerini kodlayan genler o6zellikle
onemlidir. Ancak bunlarin disinda AH ile iliskisi arastirilan bircok gen bolgesi vardir (5).

Sinaptik terminaller, AH’ daki patolojik degisiklik i¢in 6nemli bir bolgedir. Elektron
mikroskobu ile AH’ larinin sinapslan arastirilmis ve sinaptik kayip belirlenmistir. Bundan
dolay1, presinaptik bolgedeki proteinler arastirilmistir. Ozellikle, SNARE proteinleri bu bolge
icin oldukca onemlidir. Son yillarda yapilan cesitli calismalarin bir kisminda, AH’ larimin
presinaptik bolgelerinde etkili olan proteinlerden synaptophysinin, SNAP-25 ve syntaxinin
azaldig tespit edilmistir (61). Yapilan bir bagka calismada, synaptophsinin % 30, SNAP-25 in
de % 10 oraninda azaldigi, syntaxinin ise degismedigi belirlenmistir. AH larindaki sinaptik
patoloji degisikliginin belirlenmesinin hastalikta etkili olan tau proteini mekanizmasi veya
asetilkolinesteraz (ChAT) mekanizmasina 1s1k tutacagi diistiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalara
gore, AH’ larinda presinaptik membran ve vezikiil proteinlerinin azaldig1 belirlenmistir (61).
AH’ da yapilan bir bagka ¢alisma sonucu da, sinapslarla iligkili olan B-amiloid birikimine post
sinaptik yapidaki degisimler ve gliosizin eslik ettigi one siiriilmiistiir (62).

Dessi F ve ark’ nin yaptig1 bir calismada, Alzheimer hastalarinda 6zellikle néronlardaki
norofibriler iplikciklerin olugmasina neden olan tau proteinlerinin yam sira SNAP-25 gibi
sinaptik markerlarinda etkili olabilecegi belirtilmistir (63). Italyan populasyonunda yapilan bir
baska calismada, neurotropin sistem genleri olan nerve growth factor (NGFB), brain-derived
norotrofik factor (BDNF), bunlarin reseptorleri olan; nerve growth factor reseptor (NGFR),
norotrophin tirozin kinaz reseptorleri 1 ve 2 (NTRK1 ve NTRK2) polimorfizmleri ile AH
arasindaki iliski arastinlmistir. Sonug olarak; NGFR geni 1s2072446 polimorfizmi, NTRK2
geni 152289656 polimorfizmi, NTRK1 geni rs6336 polimorfizmi ve BDNF geni rs1048218
polimorfizmi ile arasinda iliski tespit edilmistir. Bu durumda, neurotropin sistem genleri ile
AH arasinda bir iliski olabilecegi one siiriilmiistiir (64). Yapilan bir baska arastirmada,
progranulin (PGRN) gen polimorfizmi ile AH arasindaki iliski arastirilmis ve iliskili oldugu

one siiriilmiistiir (65). AH ile PSEN1 geni mutasyonlarinin iliskili oldugu bilinmekle birlikte,
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syntaxin 1A proteininin bag kurdugu in vitro ortamda yapilan deneylerle tespit edilmistir (66).
Alzheimer hastalarinda yapilan bir bagka caligmada sinaptik degisim incelenmis ve
postsinaptik yapinin ve sinaptik kaybin Alzheimer hastalig1 iizerinde etkili olabilecegi 6ne
striilmiigtiir. Belcika ve Amerika populasyonlarinda yapilan c¢alismalarda kalsiyum
homeostasis modiilator 1 (CALHM1) geni rs2986017 polimorfizmi ile AH arasindaki iliski de
arastiritlmis ve belirgin bir iliskiye rastlanmamigstir (67, 68). Giiney Cin populasyonnda
yapilan bir baska calismada, AH ile tiimor nekrozis faktor-a (TNF- a) geni G308A
polimorfizmi ile iliskisi arastirilmis ve belirgin bir iliski saptanmistir (69). Mc Geer ve ark’
nin yaptig1 bir bagka calismada AH ile inflamasyonda etkili olan; interlokin IL-1a, IL-18, IL-
6, TNF-a, a;-makroglobulin (A2M), ve aq;-antichymotrypsin (ACT) genlerine ait 10
polimorfizm arasinda iligki tespit edilmistir (70). Candore ve ark tarafindan IL-18 geni-511,
IL-18 geni +3953, IL-6 geni —174, IL-10 geni —1082 polimorfizmleri ile AH arasindaki iligki
arastirdmustir. IL-16 geni =511 polimorfizmi ve IL-18 geni +3953 polimorfizmleri ile iliskili
oldugu tespit edilmistir (71). Tanzi ve ark 2008 de yaptiklar1 caligmada kalsiyum homeostasis
modiilatér 1 (CALHMI1) ile AH arasindaki iligkiyi aragtirmis, kalsiyum homeostasisinin AH
icin olduk¢a 6nemli oldugu tespit edilmistir (72). Ray ve ark yaptiklar1 calisma sonucunda
kan plazmasinda bulunan 18 sinyal proteininin Alzheimer hastalif1 ile iligkisini aragtirmis,
ANG-2, CCL5, CCL7, CCL15, CCL18, CXCLS8, EGF, G-CSF, GDNF, ICAM, IGFBP, IL-
la, IL-3, IL-11, M-CSF, PDGF-BB, TNF-a ve TRAIL-R4 proteinlerinin AH ile iliskili
oldugu tespit edilmistir (73). Alzheimer hastaliginin onlarca gen ile iligkisi arastirilmis ve
arastirllmaya da devam edilmektedir (5).

Presinaptik terminalde sinaptik vezikiil fiizyonu SNARE molekiilii ile modiile edilir.
SNARE molekiilii yapisinda ise VAMP2, SNAP-25 ve syntaxin 1A proteinleri vardir (74).
SNARE proteinleri plazma membran proteiniyle kompleks olusturur ve noroekzositozu
diizenler. Popiiler bir teoriye gore, iic presinaptik SNARE proteini vardir; syntaxin,
synaptobrevin 2 (VAMP2) ve SNAP-25 proteinleridir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinin
dort farkli bolgesinde (hipokampus, entorhinal korteks, caudate nucleus ve occipital korteks)
immiinohistokimyasal olarak yedi farkli presinaptik bolge proteini (synaptobrevin,
synaptotagmin, SNAP-25, syntaxin, SV2, Rab3A ve synapsin I) incelenmistir. Kontrol
bireylerle olasi/erken baslangicli Alzheimer hastalart karsilastirildigi zaman, hipokampiiste
synaptobrevin ve synaptotagminin belirgin oranlarda azaldigi tespit edilmistir (9). AH ile
kontrol bireyleri karsilastirildiginda; hipokampiiste synaptobrevin, synaptotagmin ve Rab3A
proteinlerinde, entorhinal kortekste synaptobrevin (VAMP), synaptotagmin ve Rab3A da

belirgin miktarda diisiisler tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, presinaptik vezikiil proteinleri ile
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kognitif bozukluk arasinda bir iliski olabilecegi one siiriilmiistiir (9). Shimohama ve ark
(1997) yaptiklar1 calisma sonucunda ise, Alzheimer hastalarinda sinaptik vezikiil
proteinlerinin presinaptik plazma membran proteinlerinden daha hassas oldugu belirlenmistir
(10).

SNARE proteinleri olan syntaxin 1A, SNAP-25 ve VAMP2 genleri polimorfizmleri
ile sizofreni arasindaki iliski Japon populasyonununda arastirilmis ve belirgin bir iliskiye
rastlanmamistir (43). Calismamizda, AH ile synapsin III, syntaxin 1A, VAMP2 ve SNAP-25
genleri polimorfizmleri arasindaki iliski aragtirnlmistir. Bu amacla, AH ve kontrol gruplarinin
bireylerinden elde edilen DNA’larda, VAMP2 (Synaptobrevin) geni 26 bp Ins/ Del
polimorfizmi, SNAP-25 geni Mnll, Ddel polimorfizmleri, synapsin III geni -196 G>A ve -631
C>G polimorfizmleri, syntaxin 1A geni ekson 3 ve intron 7 polimorfizmlerine bakilarak her
iki grup arasinda allel ve genotip dagilimi agisindan farklilik olup olmadig: istatistiksel olarak
incelendi.

Synapsin III proteini geni kromozom 22q12-13 bolgesi tarafindan kodlanmaktadir. Bu
bolge, sizofreni hastaligindan sorumlu tutulan gen bolgesi icinde oldugundan, synapsin III ile
sizofreni hastalig1 arasindaki iliski bir¢ok arastirmaya konu olmustur. Yapilan ¢alismalarin bir
kisminda, synapsin III geni -631 C>G, -196 G>A polimorfizmleri ile sizofreni hastalig
arasindaki iligki arastirilmig, belirgin bir iliskiye rastlanmamistir (8, 27, 28). Yapilan
caligmada, synapsin III geni -631 C>G, -196 G>A ve 69 C>A polimorfizmleri ile sizofreni
arasindaki iliski olmadigi tespit edilmistir (23).  Yapilan c¢alismalarda -196 G>A
polimorfizminin oldugu transkripsiyon baglanma bélgesi ile transkripsiyon regiilasyonunun
iliskili olmadig1 tespit edilmistir. Bu durumda bu polimorfizmin fonksiyonel bir etkisi
olmadig da diistiniilmektedir (28). Synapsin III geni -631 C>G, -196 G>A polimorfizmleri ile
multiple skleroz (MS) hastalig1 arasindaki iliski de incelenmis ve C631/A196 haplotipinin MS
hastalig1 icin koruyucu oldugu belirlenmistir (32). MS ile synapsin III -631C>G, -196G>A
polimorfizmleri arasindaki iliski bir bagka ¢alismada da arastirilmig ve iliski tespit edilmistir
(34). Hiperaktivite hastaligr ile synapsin III geni -631C>G, -196G>A polimorfizmleri
arasindaki iligski arastirilmis ancak, belirgin bir iligkiye rastlanmamistir (75). Yapilan
calismada -196G>A polimorfizmi i¢in; G aleli % 52, A aleli ise T % 48 olarak belirlenmistir.
-631C>G polimorfizmi i¢in; G aleli % 48, C aleli ise % 52 oranlarinda belirlenmistir.
Calisma sonucunda haplotip degerlendirilmesi de yapilmistir (75). Calismamizda da haplotip
degerlendirme yapilmis -631C>G, -196G>A polimorfizmleri arasinda baglant1 tespit
edilmistir.

Calismamizda, synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi agisindan Alzheimer gruplarina
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ait allel dagilimi: % 48.5 A alleli, % 51.5 G alleli olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna ait
allel dagilimi: % 48.7 A alleli, % 51.3 G alleli olarak belirlenmistir. Allel sayilar ile gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir. (p=0.974).

Calismamizda, synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi agisindan Alzheimer hastasi ve
kontrol bireylerinde allel dagilimi; Alzheimer hastalarina ait allel dagilimi; % 55.9 G alleli, %
44.1 C alleli olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna ait allel dagilimi; % 44.1 G alleli, % 55.9
C alleli olarak belirlenmistir. Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi i¢in; Allel sayilar ile
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilmistir (p=0.047). G alleline
sahip olan bireyler C alleline sahip olan bireylere oranla 1,5 kat daha risk altinda oldugu
belirlenmistir.

VAMP?2 nin antidepresan yanitinda etkili rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Ancak, yapilan
bu caligmada belirgin bir iliskiye rastlanmamistir (45) Sizofren hastalarinin beyinlerinde
yapilan postmortem c¢aligmalar sonucu, beyinlerinin cingulate korteks boliimiinde syntaxin 1A
artis1 tespit edilmistir (76). Buna karsilik; frontal temporal, parietal corties ve cerebellum da
syntaxin 1A miktarinda bir degisiklik tespit edilmemistir (76, 77, 78). Japon populasyonunda
yapilan bir bagka calismaya gore VAMP2 geni rs8067606, rs1061032, rs2278637
polimorfizmleri ile major depresyon hastalarinin antidepresan yaniti ile iliskisi arastirilmis ve
belirgin bir iligki saptanmamuistir (45).

Yapilan bir caligmada, VAMP2 geni Ins alleli % 80, Del alleli ise % 20 oraninda tespit
edilmistir (50). Calismamizda elde ettigimiz sonuglarda ise; VAMP2 geni Ins/Del
polimorfizmi acisindan, Alzheimer hastalarina ait allel dagilimi; % 87.5 Ins alleli, % 46.6 Del
alleli olarak belirlenmistir. Kontrol bireylerine ait allel dagilimi; % 79.5 Ins alleli, % 53.4 Del
alleli olarak tespit edilmistir. Allel sayilan ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski tespit edilmemistir (p=0.068).

Miiller ve ark SNAP-25 geni Ddel, Mnll ve Tail polimorfizmlerinin, antipsikotik tedavi
alan sizofren hastalarindaki kilo kaybi ile arasinda iliski oldugunu tespit etmislerdir.
Yaptiklar analiz sonucunda Ddel polimorfizmi i¢in; T/T genotipi % 82, T/C genotipi % 18
olarak, Mnll polimorfizmi i¢in; T/T geotipi % 54, T/G genotipi% 34, G/G genotipi % 12
olarak belirlenmistir (56). Ayrica, yapilan bir bagka caligmada SNAP-25 ile hiperaktivite
hastalif1 arasindaki iliski arastirilmis ve SNAP-25 geni mikrosatellit bolgedeki (ATTT),
polimorfizmi ile iliskili bulunmustur (57). SNAP-25 genine ait Mnll ve Ddel polimorfizmleri
ile hiperaktivite hastalig1r arasindaki iliski arastirillmis Mnll polimorfizmi i¢in belirgin bir
iliskiye rastlanmamistir. Ancak, Ddel polimorfizmi arasinda bir iligki belirlenmistir (55).

Hiperaktivite hastalig1 ile SNAP-25 genine ait Mnll ve Ddel polimorfizmleri arasinda yapilan
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bir bagka caligmada yine haplotip analizi ile iliskili tespit etmistir (59). Calismamizda ise,
SNAP-25 geni Mnll polimorfizmi i¢in; Alzheimer hasta grubunda allel dagilimi: % 62.5 T
alleli, % 37.5 G alleli olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda allel dagilim1 % 68.6 T alleli, %
31.4 G alleli olarak belirlenmistir. Allel sayilari ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
iliski yoktur (p=0.274).

SNAP-25 geni Ddel polimorfizmi i¢in; Alzheimer hasta grubunda allel dagilimi: % 77.9 T
alleli, % 22.1 C alleli olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda allel dagilimi % 75.6 T alleli, %
24.4 C alleli olarak belirlenmistir. Allel sayilari ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
bulunamamistir (p=0.643).

Syntaxin, presinaptik terminalde bulunan, SNAP-25 ve VAMP ile birlesip SNARE
kompleksini olusturan bir proteindir. Kimyasal norotrasmisyon i¢in oldukca onemlidir (30).
Syntaxin 1A ve SERT in olusturdugu kompleksin etkisi arastirtlmis ve bu kompleksin
aminerjik sinyal trafigi ve amin transportu ile iliskili hastaliklarda etkili olabilecegi ©ne
stiriilmiistiir (79). Yapilan bir ¢alismada da syntaxin 1A proteininin dzellikle normal utero
gelisimi i¢in oldukca dnemli oldugu belirlenmistir (80)

Syntaxin 1A geni ekson 3 ve intron 7 polimorfizmleri ile sizofren hastaligi arasindaki
iliski arastirilmis, haplotip analizi ile degerlendirilmis ve 6zellikle intron 7 polimorfizminin
etkili olabilecegi tespit edilmistir (36). Syntaxin 1A nin insiilin salintminda etkili rol oynadigi
tespit edilmis ve bu calismada insiiline bagh tip II diabet hastalarinda syntaxin 1A gen
polimorfizmleri incelenmistir. Multiple regresyon analizine gore bir iliski tespit edilmistir
(41). Williams sendromu ile syntaxin 1A genindeki hemizigot mutasyon arasinda iliski olup
olmadig1 arastinlmistir. Kromozom bazinda gézlenebilen bu mutasyonlar ile norolojik bazi
semptomlarin iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir (40).

Calismamizda, syntaxin 1A geni intron 7 polimorfizmi icin Alzheimer hasta grubunda
allel dagilimi; % 55.3 T alleli, % 44.7 C alleli olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda genotip
dagilimi: % 49.3 T alleli, % 45.5 C alleli olarak belirlenmistir. Syntaxin 1A geni intron 7
polimorfizmi ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski tespit edilmemistir
(p=0.098).

Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi i¢in Alzheimer hasta grubunda allel dagilimi; %
68.4 T alleli 93, % 31.6 C allel olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda genotip dagilimi: T
alleli 103 (% 55.4), C alleli 53 (% 44.6) olarak belirlenmistir. Allel sayilar1 ile gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski belirlenmistir (p=0.018). T alleline sahip olan
bireylerin, C alleline sahip olan bireylere oranla 1,7 kat daha fazla hastalik riskine sahip

olduklar tespit edilmistir.
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Calismamiza konu olan presinaptik bolge proteinleri, Alzheimer hastalarinin beyinlerinde
yapilan postmortem calismalar sonucu tamimlanmistir. Bu proteinlerden synaptobrevinin
caudate de seviyesinin azalmasi ile birlikte AH’ nin erken evrelerinde bu bolgede difiiz
plaklarin bulundugu belirlenmistir (81, 82). Ancak, bunun tersini ifade eden caligmalarda
yapilmistir (83). ChAT ve synaptophysindeki degisimler, AH larinda SNAP-25 ve syntaxin
ile kiyaslandiginda sinaptik vezikiilii iceren kompensatér mekanizmay1 olusturmaktadir (61).
Sinaptik kaybin AH’ da etkili oldugu, beyinlerinde yapilan premortem ve postmortem
calismalar sonucunda tespit edilmistir (84). Ogrenme ve hafizanin molekiiler ve hiicresel
mekanizmas1 hipokampusdaki sinaptik fonksiyona baghdir. Sinaptik fonksiyon ise,
norotransmitterlerin salimimui ile diizenlenir. Bu olay, sinaptik vezikiil ile presinaptik membran
proteinlerinin etkilesimi ile saglanir (9). Yapilan bir bagka postmortem calismada, AH larinin
beyinlerinde SNAP-25 ve syntaxin oraninin kontrol bireylere oranla % 30 oraninda daha az
oldugu tespit edilmistir (10). Calismamizda, sinaptik ndrotransmisyonda etkili olan proteinleri
kodlayan genlerin polimorfizmleri ile Alzheimer hastalig1 arasindaki iligki arastirildi.

AH ile synapsin III, syntaxin 1A, VAMP-2 ve SNAP-25 genleri polimorfizmleri
arasindaki iliski daha ©Once uluslararasi hicbir ¢alismaya konu olmamistir. Calismamizda,
VAMP2 (Synaptobrevin) geni 26 bp Ins/ Del polimorfizmi, SNAP-25 geni Mnll, Ddel
polimorfizmleri, synapsin III geni -196 G>A ve -631C>G polimorfizmleri, syntaxin 1A geni
ekson 3 ve intron 7 polimorfizmleri ile AH arasindaki iliski arastirildi. Calisma sonucunda
yapilan istatistiksel analiz sonucunda, ayr1 ayr1 her bir gen bdolgesi degerlendirildiginde
syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi i¢in, allel sayilar1 ile gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamh iliski tespit edilmistir (p=0.018). T alleline sahip olan bireylerin, C alleline
sahip olan bireylere oranla 1,7 kat daha fazla hastalik riskine sahip olduklar1 tespit edilmistir.
Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi ile Alzheimer hastalif1 arasinda anlamli bir iliski
tespit edilmistir (p=0.03). G/A genotipinin Alzheimer hastalif1 agisindan koruyucu etkisi
oldugu belirlenmistir (p=0.008).

SNAP-25 geni Mnll, Ddel polimorfizmleri ve synapsin III geni -196 G>A ve -631C>G
polimorfizmleri arasinda hasta ve kontrol gruplarinda gii¢lii bir dengesizlik oldugu icin
interaksiyon etkisi modele alindi. Yapilan lojistik regresyon analizi sonucunda, VAMP 2 geni
icin; Ins/Ins genotipi referans alindiginda, Ins/Del genotipinin 0.3 kat koruyucu etki gosterdigi
tespit edilmistir (p=0.009). SNAP-25 geni Mnll, Ddel polimorfizmleri i¢in TC+CC/TG+GG
genotipi referans olarak alindiginda, TT/TT genotipinin digerlerine oranla 3.5 kat koruyucu
etki gosterdigi tespit edilmistir (p=0.010). Ayrica, Syntaxin 1A geni Intron 7 polimorfizmi

icin C/C genotipi referans alindiginda T/C genotipinin 3.2 kat koruyucu etki gosterdigi tespit
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edilmistir (p=0.029).

AH ile ilgili yapilan son caligmalarda hastaligin temelini olusturdugu diisiiniilen gen
polimorfizmleri aragtirilmistir (73). Calismamizda presinaptik bolgede kodlanan SNARE
proteinleri (syntaxin 1A, SNAP-25, VAMP2) ve synapsin III proteinlerine ait gen
bolgelerindeki polimorfizmler arastirildi ve istatistiksel sonuglarin bir kisminda anlamh
sonuclar elde edildi. Ancak, hasta sayisinin arttirilmasi, presinaptik bolgede gorev alan bagka
proteinlerin de polimorfizmlerinin arastirllmas1 AH’ nin daha iyi tanimlanmasina ve genetik
kokeninin belirlenmesine yardimci olacaktir. Bu calismalar, 6zellikle hastalign 6nceki
yillarinda erken teshisi ve tedavisine yardimci olacaktir. Yiizyilimizin hastaliklarindan biri
olan AH’ nin genetik gecisi ve Onceki nesillerden aktarilip aktarilmadigi o6zellikle 6nem
kazanmistir. Bizim ¢alismamiza benzer bir¢ok gen polimorfizmi ¢aligmalar1 yapilmaktadir
(5). Bu calismalarin bir araya getirilip degerlendirilmesi hastaligin genetik gecisine 151k
tutacaktir. Calismamiza konu olan syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi, VAMP2 geni
Ins/Del polimorfizmi, synapsin III geni -631 C>G polimorfizminin hastalikla iligkili

olabilecegi tespit edildi.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda, VAMP2 (Synaptobrevin) geni 26 bp Ins/ Del polimorfizmi, SNAP-25
geni Mnll, Ddel polimorfizmleri, synapsin III geni -196 G>A ve -631C>G polimorfizmleri,
syntaxin 1A geni ekson 3 ve intron 7 polimorfizmleri ile AH arasindaki iliski arastirildi.
Calisma sonucunda yapilan istatistiksel analiz sonucunda, ayr1 ayr1 her bir gen bolgesi
degerlendirildi.

Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi ile Alzheimer hastali1 arasinda anlaml1 bir
iliski tespit edildi (p=0.03). G/A genotipinin Alzheimer hastalig1 acisindan koruyucu etkisi
oldugu tespit edildi (p=0.008). Synapsin III geni -196 G>A polimorfizmi i¢in allel sayilari ile
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmadi (p=0.974).

Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
iliski bulunamamistir (p=0.139). Synapsin III geni -631 C>G polimorfizmi i¢in; Allel sayilar
ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski vardir (p=0.047). G alleline sahip olan
bireyler C alleline sahip olan bireylere oranla 1,5 kat daha risk altinda olmaktadir.

VAMP2 geni 26 bp Ins/del polimorfizmi ile Alzheimer hastalig1 arasinda anlamli bir
iliski tespit edilmedi (p=0.075). Allel sayilar ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
iliski yoktur (p=0.068).

SNAP-25 Mnll polimorfizmi ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml iligki tespit
edilmedi (p=0.104). Allel sayilar ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski yoktur
(p=0.274). SNAP-25 Ddel polimorfizmi ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml1 iligki
tespit edilmedi (p=0.855). Allel sayilar ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski
yoktur (p=0.643).

Syntaxin 1A geni intron 7 polimorfizmi ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
iliski tespit edilmemistir (p=0.264). Allel sayilar1 ile gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski tespit edilmemistir (p=0.098). Syntaxin 1A geni ekson 3 polimorfizmi ile
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmedi (p= 0.098). Allel sayilan ile
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski vardir (p=0.018). T alleline sahip olan
bireylerin, C alleline sahip olan bireylere oranla 1,7 kat daha fazla hastalik riskine sahip
olduklar tespit edildi.

SNAP-25 geni Mnll, Ddel polimorfizmleri arasinda ise sadece kontrol grubunda
istatistiksel olarak anlamli baglanti dengesizligi belirlendi (kontrol p=0.044, hasta p=4.65).

Calismamizda inceledigimiz biitiin polimorfizmleri Logistik regresyon analizi ile birlikte
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degerlendirildiginde; VAMP 2 geni icin; Ins/Ins genotipi referans alindiginda, Ins/Del
genotipinin 0.3 kat koruyucu etki gosterdigi tespit edildi (p=0.009). SNAP-25 geni Mnll, Ddel
polimorfizmleri i¢in TC+CC/TG+GG genotipi referans olarak alindiginda, TT/TT genotipinin
digerlerine oranla 3.5 kat koruyucu etki gosterdigi tespit edildi (p=0.010). Ayrica, Syntaxin
1A geni intron 7 polimorfizmi i¢in C/C genotipi referans alindiginda T/C genotipinin 3.2 kat
daha koruyucu etki gosterdigi tespit edildi (p=0.029)

Sonug¢ olarak calismamiz Alzheimer hastaligi olan bireylerde o6zellikle presinaptik
bolgede yer alan proteinlerin etkili olabilecegini gostermistir. Ozellikle polimorfizmi
incelenmis olan genlerin polimorfik bolgelerin hastalik icin Onemli olabilecegi One
striilmiigtiir. Calismamiz bundan sonraki calismalara zemin hazirlamaktadir. Yaptigimiz
caligmaya ek olarak, presinaptik bolgede bulunan ve sinaptik gecisi etkileyen bagka
proteinlerinde genetik acidan incelenebilir ve c¢alismamizi destekleyen sonuclar elde

edilebilir.
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