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OZET

Alzheimer Hastaliginda Long Non-Coding RNA (IncRNA)
Profillerinin Arastiriimasi

Serap KURT
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Ayse Gaye TOMATIR
Temmuz 2018, 76 Sayfa

Alzheimer Hastaligi (AH), ileri yasta en sik goérilen, hiicre diginda amiloid beta
plak birikimi, hticre icinde nérofibriler yumaklar ve sinir sisteminde néron kayiplariyla
karakterize norodejeneratif bir hastaliktir. Uzun kodlamayan RNA' larin (long non-coding
RNA= IncRNAs) gen ekspresyonunu transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve
epigenetik dlizeyde regile edebildikleri bilinmektedir. Son arastirmalarda birgok
IncRNA’nin AH’ de sinir sisteminde amiloid beta (AB) Uretimini ve sinaptik kaybi regule
ettigi goOsterilmistir. Arastirmamizda AH’ de ekspresyonlari degisen ve hastaligin
patogenezine katkisi olabilecegini disliindigimuz IncRNA’ lari belirlemeyi amacladik.
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim Dal’'na bagvuran hastalardan (23
kisi Alzheimer hastasi; 33 kisi kontrol grubu) goénulli onam formu ve etik kurul izni ile
periferik kan érnekleri alindi. AH’de INcCRNA’ larin degisen ekspresyonlarini incelemek
icin, muhtemel AH teshisi alan bireylerin (n=4) ve saglikh kontrol gruplarinin (n=4)
periferik kan-monontukleer hiicrelerinden (peripheral blood mononuclear cells=PBMC)
elde edilen total RNA’lar mikrodizin analizi ile degerlendirildi. Analiz sonucu kat degigimi
en fazla olan (fc<1.5 / fc>1.5) IncRNA’lar belirlenerek, hasta ve kontrol gruplarinda
kantitatif es zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (gRT-PCR) ile bazi IncRNA’larin
ekspresyon degisimleri arastirildi. Calismamizda Alzheimer hastaldi ile iligkili olabilecek
IncRNA’larin profilleri belirlendi. Mikrodizin analizi sonucunda toplamda 31 downregiile
ve 41 upregiile IncRNA saptanmis olup bu IncRNA’lardan, Inc-AL445989.1-2,
LINC01420, TTC39C-AS1, Inc-CSTB1 ve LOC728763’ Uin ekspresyonlari gRT-PCR ile
degerlendirildi ve dogrulandi. AH PBMC IncRNA profilleri KEGG analizi ile
degerlendirildiginde; IncRNA’larin bazi metabolik yolaklarla anlamli iligkisi belirlendi.
Bunlar TNF sinyal yolagi, PI3BK/AKT, Ras, MAPK yolaklari; glutamerjik, dopaminerijik,
kolinerjik sinapslar; GABA ve norotrofin sinyal yolaklaridir. Arastirmamiz, mRNA’lara
gbre daha doku-spesifik olan IncRNA’larin, AH PBMC’ lerinde IncRNA profillerinin
belirlenmesi agisindan ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Bu bulgularin AH patogenezinde
bilgi verici rolu oldugunu ve ileriki galimalarla desteklenebilecegini disinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, Long non-coding RNA, gRT-PCR, mikrodizin

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2016SBE010).
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ABSTRACT

Investigation Of Long Non-coding RNA (IncRNA) Profiles in Alzheimer
Disease

KURT, Serap
MSc.Thesis in Medical Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse Gaye TOMATIR (PhD)
July 2018, 76 Pages

Alzheimer's Disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by
accumulation of extracellular amyloid beta plaques, neurofibrillary tangles within the cell,
and neuronal loss in the nervous system, the most common in elderly. Long non-coding
RNAs (IncRNAs) are known to regulate gene expression at transcriptional, post-
transcriptional, and epigenetic levels. Recent studies have shown that many INcCRNAs
regulate amyloid beta (AB) production and synaptic loss in the nervous system in AD. In
our study, we aimed to determine the expression of IncRNAs in AD which may alter
expression and contribute to the pathogenesis of the disease. Peripheral blood samples
were obtained from patients admitted to the Neurology Department of Pamukkale
University Medical Faculty (23 patients with Alzheimer's disease, 33 control group) with
voluntary consent form and ethics committee. Total RNA obtained from peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) of subjects with probable AD (n = 4) and healthy control
groups (n = 4) was examined to determine the altered expression of IncRNAs in AD were
evaluated by microarray analysis. LncRNAs with the highest end-to-end fold change (fc
<1.5/fc> 1.5) were identified and quantified by quantitative real time polymerase chain
reaction (QRT-PCR) in patient and control groups were confirmed. In this study, the
profiles of INcRNAs that may be associated with Alzheimer's disease were determined.
A total of 31 downregulated and 41 upregulated IncRNAs were detected as a result of
microarray analysis. From these IncRNAs, expression of Inc-AL445989.1-2, LINC01420,
TTC39C-AS1, Inc-CSTB1 and LOC728763 were confirmed by qRT-PCR. When
assessed by KEGG analysis of AD PBMC IncRNA profiles; LncRNAs were significantly
associated with some metabolic pathways. These include TNF signaling pathway,
PI3K/AKT, Ras, MAPK pathways; glutamergic, dopaminergic, cholinergic synapses;
GABA and neurotrophin signaling pathways. Our study is the first to identify IncRNA
profiling in AH PBMCs of more tissue-specific I'cRNAs compared to mRNAs. We think
that these findings are informative in the pathogenesis of AD and can be supported by
further studies.

Keywords: Alzheimer, long non-coding RNA, gRT-PCR, microarray
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH), en sik rastlanan nérodejeneratif hastaliktir ve tim
demans vakalarinin %60-80’ini olusturur (Ryan vd 2018). Histopatolojik olarak AH;
amiloid beta (AB) peptidlerinden olusan plaklar, hiperfosforile tau protein formlarinin
meydana getirdigi norofibriler yumaklar ve ayrica beynin spesifik bolgelerinde ndéron
kayiplari ile karakterizedir. Klinikte AH'nin kesin tanisi ancak bu patolojik degisimlerin
postmortem donemde beyinde gézlenmesi sonucu konulabilmektedir (Lashley vd 2018,
Yang vd 2018). “Muhtemel” AH tanisi icin ise gunumuzde %81 sensitivite ve %70
spesifiteye sahip olan Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS/ADRDA) kriterleri
kullanilmaktadir ve sadece muayene ile %85'e varan oranda dogru teshis
konulabilmektedir (McKhann vd 2011). Bu sebeple hastaligin 6zellikle erken donemde
tanimlanmasina olanak verebilecek biyobelirteglere ihtiya¢ vardir. AH teshisinde rol
alabilecek biyobelirte¢ arayisinda kandaki serum, plazma ve monontkleer hicrelerin
AH’daki inflamatuar patogenezi yansittiginin kesfedilmesinden sonra ¢alismalar periferik
kan Gzerinde yogunlasmistir. Yapilan son c¢aligmalar, periferik kanda bulunan
mononukleer hicrelerin (PBMC) serum ve plazma temelli biyobelirteglere kiyasla
AH’deki inflamatuar ve apoptotik mekanizmalari daha 6zglin bir sekilde yansittigini

gOstermistir (Arosio vd 2014).

Yeni RNA’ larin kesfi ve iglevlerinin tanimlanmaya baslamasiyla, RNA’larin
hiicrelerde dnemli slreglerde rol oynadiklari belirlenmistir. Ozellikle insan genomunun
%98.8'ini kapsayan kodlamayan RNA (non-coding RNA =ncRNA)’larin htcresel
savunmada, gelisimsel  sureglerde, farkllagsmada, DNA  replikasyonunda,
transkripsiyonda ve post-transkripsiyonel dizeyde gen ekspresyonunun susturumunda
gorev aldiklari gosterilmigtir (Tan vd 2013). ncRNA’larda meydana gelen bozukluklar
birgok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Bu hastaliklardan bazilari kanserler,
noérodejeneratif hastaliklar, mitokondriyal hastaliklar, immin yetmezlik hastaliklari ve
kardiyovaskuler hastaliklardir (Akkaya vd 2013; Perez vd 2014; Vencken vd 2015; Tao


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McKhann%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21514250

vd 2015; Gomes vd 2018). Hastalik gelisimine katkida bulundugu digtnulen ncRNA'lar,
yeni tedavi yaklagimlarinda hem hedef hem de arag olarak gériilmektedirler. insan
genomundaki tim ncRNA’ larin iglevlerinin aydinlatiimasiyla yeni tedavi yaklagimlarinin
geligtirilebilecegi gibi, hastaliklarin erken tanisininda belirte¢ olarak da kullanilabilecegi
dugunulmektedir (Akkaya vd 2013).

Kodlanmayan RNA’lar boyutlarina gore iki sinifta incelenir. Uzunlugu 18-25
nikleotid arasinda olup birgok genin ekspresyonunu post transkripsiyonel seviyede
kontrol edebilen, aralarinda énemli bir sinif olan mikro RNA (miRNA)'larin da bulundugu
non-coding RNA’lar kisa kodlamayan RNA; 200 nukleotidden fazla buyukluge sahip
RNA’lar uzun kodlamayan RNA (long non-coding RNA=IncRNA) olarak
adlandiriimaktadir (Guzelgul ve Aksoy 2009; Majidinia vd 2016).

Yapilan son c¢alismalar birgok miRNA’yi AH’nin patogenezinde etkili olan
biyobelirtegler olarak tanimlamaktadir. Ornegin Liu vd (2016), miR-106b’nin fyn genini
hedef alarak Alzheimer hastaliginin patogenezinde etkili olan tau protein
fosforilasyonunu inhibe ettigini saptamis, bir baska ¢alismada ise miR-124 néronlarda
downregiile olarak tanimlanarak AH’de kilit rol oynayan BACE1 genini hedef aldigi
gosterilmistir (Reddy vd 2017). Baska bir calisma da miR-135b ‘nin yine AH
patogenezinde 6ne ¢ikan amiloid prekiirsér protein (APP) kesim enzimini hedef alarak

noroprotektif etki yarattigni ortaya koymustur (Zhang vd 2016).

miRNA’ larla yapilan calismalarda ndérodejeneratif hastaliklara iliskin bir¢ok
biyobelirte¢ tanimlanmis olmasina ragmen IncRNA’larla yapilan arastirmalar sinirhdir.
LncRNA’larin beyindeki genomik bdlgelerde yogun ekspresyon gdsterdiginin bulunmasi
bu hastaliklarla dogrudan veya dolayl olarak iligskilendirilebileceklerini géstermektedir.
Major depresyon hastaligi, multiple sklerosis, amilotrofik sklerosis gibi birgok hastalikta
ve cesitli kanserlerde birkag IncRNA biyobelirte¢ olarak tanimlanmis olup hastalik

tanisinda kullanilabilecegi 6ne suritlmektedir (Santaro vd 2016; Huang vd 2016).

LncRNA’ larla yapilan son c¢alismalar bu RNA’larin 6zellikle santral sinir
sisteminde (CNS) gen ekspresyonu Uzerinde blylk etkileri oldugunu géstermektedir.
CNS’ de eksprese olan bazi IncRNA’ lar kromatin yeniden dizenleme gibi sureclerle
ndronal hlcre farklilasmasi Gzerinde etkili olmaktadir. Daha da énemlisi, bu IncRNA’lar
norodejeneratif hastaliklarla da iligkili bulunmus olup AH’de yuksek ekspresyon gosteren
birkag IncRNA tanimlanmigtir. Ornedin BACE1-AS olarak bilinen IncRNA’nin BACE1
MRNA’sinin stabilizasyonuna etki ederek AH’de up-regule oldugu ve hastaliga 6zgu
amiloid beta 42 (ap-42) protein olusumuna katkida bulundugu gésterilmistir (Akkaya ve

Dingcer 2013). Literatlr taramasinda bazi arastirmalarda AH ile iliskili az sayida da olsa


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gomes%20CPC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29780023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Majidinia%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27492082

IncRNA’larin  tanimlandig1  goraimuagtir, ancak IncRNA’larin AH’de rolleri ile ilgili

PBMC’lerde yapilan galismaya rastlanmadi.

1.1 AMAG

Bu calismada Alzheimer hastaliginda PBMC’ lerde farkli ekspresyona sahip
IncRNA’lar1 belirlemeyi amacladik.



2. KURAMSAL BILGIi VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Alzheimer Hastaligi

Alzheimer Hastaligi (AH), kognitif becerilerin ve hafizanin geri ddnigumsuz kaybi
ile sonuclanan progresif bir nérodejeneratif hastaliktir. ileri yasta gériilen demansin en
sik nedenidir (Luo vd 2016). Hastaligin tanimi ilk kez 1906 yilinda Alman psikiyatrist ve
noropatolog Dr. Alois Alzheimer tarafindan Gulney-Bati Alman Akil Hastaliklari
Uzmanlari Kongresi’nde “serebral korteksin tuhaf bir hastali§i” olarak yapilmis, ertesi yil
ise Genel Psikiyatri ve Adli Tip Dergisi (Allgemeine Zeitschrift fiir Psychiatrie und
Psychich-Gerichtliche Medizine)’ nde yer almistir. Hastalijin karakteristik bulgulari olan

“senil plaklar ve norofibriler yumaklar” ilk kez burada tanimlanmistir (Selekler 2010).

AH, noronlarda ilerleyici harabiyete neden olarak kognitif fonksiyonlarda
gerilemeye neden olur. Hastalik slresince kiside mental ve bedensel davranis
bozuklugu yaratir, ginluk aktivitelerin surdurilebilmesini zorlastirir ve sosyal iligkilerde
bozulmaya yol agar (Jembrek vd 2018). Hafiza kaybi kognitif bozuklugun ilk ve en
belirgin isaretidir, bunu afazi (edinilmis dil bozuklugu), agnozi (tanimama), apraksi
(konusma bozuklugu) ve davranis bozukluklari takip eder. Gunimuzde hastahgi tam

olarak tersine cevirebilecek bir tedavi bulunmamaktadir.

2.1.1 Epidemiyolojisi

Alzheimer hastalii nérodejeneratif hastaliklar arasinda en yaygin gortlen
hastaliktir. Hastaligin prevalansi 65 yas uzerinde %10 olmakla birlikte 85 yas Gzerinde
bu oran %30’ kadar ylkselir (Ozansoy ve Basak 2007). 60 yas Uzeri populasyonda her
bes senede bir iki katina gikmaktadir. Tamami cinsiyete bagli oimamakla birlikte 6zellikle
85 yas Ustu kadinlarda AH riskinin erkeklere oranla daha fazla oldugu belirtiimektedir
(Wang ve Ding 2008).



AH dinya gapinda 46 milyon kiside gorulmektedir ve Alzheimer’s Association’ in son
bildirilerine gbére 2050 yil itibariyle yilda 9.9 milyonun Gzerinde artis gostererek 131
milyona ulagmasi beklenmektedir (Luo vd 2016, Ryan vd 2018). Logaritmik oranda artan
bu yukselis ile birlikte AH’ nin gelecekte en ciddi saglik sorunlarindan biri olacagi tahmin

edilmektedir.

2.1.2 AH Siniflandiriimasi

Alzheimer hastaligi cogunlukla sporadiktir, genellikle 60 yas ve lzerinde gorulur.
Hastaligin bu formu gec¢ baslangich (Late- Onset Alzheimer Disease = LOAD) olarak
adlandinilir. Erken baslangicli Alzheimer Hastaligi (Early- Onset Alzheimer Disease=
EOAD) tanimi ise genellikle 60 yasindan dnce gelisen AH olgulari icin kullanilir ve tim
AH vakalarinin %5ten azini olusturur (Bassil ve Grossberg 2009) (Sekil 1). AH'de erken
ve ge¢ baslangi¢h formlarda farkli genetik risk faktorlerinin rol aldigi bilinmektedir

(Garciduenas ve Duyckaerts 2018).

Erken baslangicli
Alzheimer Hastaligi

+ <65 yas
* Vakalarin %5‘inden azi
* PSENI1, PSENZ2 ve APP
+ Otozomal dominant gegisli

Geg baglangicli Alzheimer Hastaligi

B PSENI " 265 yay

4 + Vakalarin % 95‘inden fazlasi
B psSeN2/ . APOE
m APP |

. * Sporadik
I DIGER

Sekil 1 Erken ve Geg Baslangigh AH Siniflandirmasi



2.1.3 Hastaligin Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Alzheimer hastaligi ile iligkili belirlenen risk faktorleri tartismalidir. Yas, aile
Oykusu; LOAD’da apolipoprotein E (ApoE) €4 allelinin varligi kesin olarak kabul edilen
risk faktorleridir (Selekler 2010).

2.1.3.1 ileri Yag

AH’nin 65 yas sonrasinda hastaligin gorilme sikhgi her bes yilda bir iki katina
ciktigr bildirilmistir. Ozellikle, 85 yas Ustl bireylerde AH'ye yakalanma riski %50
artmaktadir.
Alzheimer’in prevalansina ragmen hastalik, yaslanmanin normal bir parcasi degildir. AH
icin yasa 6zgl insidans oranlarinin, eklenen her alti yasta bir iki katina ciktigini

gOstermesi artan bir riske isaret eder (Singh vd 2016).
2.1.3.2 Aile Oykiisii

Genetik ve cevresel faktorlerin de katkilari olmakla birlikte aile 6ykisu AH
gelisiminde bir diger risk faktériddr. Tum AH vakalarinin %5’inden EOAD fromlari
sorumludur. Demans rahatsizli§i olan birinci derece hasta yakinlari %10 ila %30 risk
altindadir (Bassil ve Grossberg 2009).

2.1.3.3 Apolipoprotein E €4 Alleli Varhgi

AH’de diger bir risk faktort apolipoprotein E (APOE) €4 allelinin varhgidir. APOE
geni kromozom 19'da lokalizedir. Noronal gelisimde, sinir rejenerasyonunda, sinaptik
iglevlerin  yerine getiriimesinde, immunoregulasyonda ve lipolitik enzimlerin
aktivasyonunda rol alan APOE gen Urunu, kolesterol ve diger lipidlerin de taginmasindan
sorumlu bir glikoproteindir (Mahley vd 2009). APOE, tek bir gen lokusunda sirasiyla
ApoE2, ApoE3 ve ApoE4’U kodlayan €2, €3 ve €4 olmak Uzere Ug allelik varyant tasir.
Bunlardan €4 allelinin LOAD igin en guglu risk faktori oldugu bilinmektedir (Corder vd
1993). APOE €4 allelinin bir kopyasi AH riskini G¢ kat arttirirken iki kopyasinin riski 12
kat arttirdigi saptanmistir (Van Cauwenberghe vd 2016). Calismalar ApoE4’Un AR
olusumunu engellemede ApoE3 ve APOE2ye oranla daha az etkin oldugunu
go6stermektedir (Giri vd 2016). APOE ¢4 alleli tasiyicilarinda senil plak seklindeki AB
birikiminde bir hizlanma séz konusudur. Ancak ApoE €4; sinaptik plastisite, kolesterol
homeostazisi, nérovaskiler islev, néroinflamasyon gibi AB-bagimsiz mekanizmalarla da
AH patogenezine katkida bulunur (Kok vd 2009).



2.1.3.4 Genetik

AH’de bir diger 6nemli etken genetik yatkinliktir. Hem EOAD hem de LOAD
formlarinda genetik faktorler ile AH arasinda iliski bulunmustur. AH de otozomal
dominant kalitilan ve EOAD ile iligskilendirilen genler, kromozom 21’de lokalize olan
amiloid prekiirsér protein (APP) ve kromozom 14’te lokalize olan presenilin-1 (PSEN1)
olarak saptanmigken; kromozom 1’'de lokalize olan presenilin-2 (PSEN2) geni
mutasyonlarinin LOAD’ da rol oynadidi belirlenmigtir. AH’ nin yaklasik %30 ila %70’ inin
PSEN1 geni mutasyonuna; %10 ila %20 ’sinin PSEN2 geni mutasyonuna, %5’ ten azinin
ise APP geni mutasyonuna badli olarak ortaya ciktigi bildiriimistir (Bassil ve Grossberg
2009, Eisenstein 2011). Bu genlerde meydana gelen mutasyonlarin ayri ayri AH kaynakh
nérodejenerasyonun tetiklenmesine yol actigi belirlenmigtir. Bunlarin  disinda
apolipoprotein E (APOE) geni ise AH'de yatkinlik geni olarak tanimlanmaktadir (Corder
vd 1993).

2.1.3.41APP

Amiloid Prekiirsor Proteini kodlayan APP geni kromozom 21’ de yer alir. APP
geni ekspresyonu birgok dokuda gergeklesmekle beraber néronlarin sinaps bolgelerinde
yogundur (Lynn vd 2010). APP’ nin alternatif kesimi (splicing) sonucu APP751, APP770,
APP695 olmak lzere 3 izoformu olusur. Beyinde en fazla bulunan izoformu APP695’ tir.
APP mutasyonlarinin cogunlugu dominant kalitiimakla birlikte EOAD ile iligkilendirilen 2
resesif mutasyon (A673V ve EG693A) saptanmistir (Guerreriro vd 2012). Yapilan
calismalarda Down Sendromlu (Trizomi 21) hastalarin normal bireylere kiyasla AH’ i
daha erken gelistirdiklerinin gésterilmesi (Prasher vd 1998), AH patolojisinde APP’nin

yuksek ekspresyonunun roll olabilecegini disundirmektedir.
2.1.3.4.2 PSEN1

Kromozom 14’te lokalize olan PSEN1 geni APP’ yi AB fragmentlerine ayiran y-
sekretaz kompleksinin 6nemli bir pargasidir. PSEN1 ile iligkili %70’i; 5, 6, 7 ve 8.
Ekzonlarda olmak Uzere 215 patojenik mutasyon saptanmistir. Mutant y-sekretaz AB-42
seviyesini arttirarak AR 40/42 oraninin artigina yol agar. Calismalar AB-42’ nin AB-40’a
gore daha amiloidojenik oldugunu ve beyinde agregat olugturmaya daha meyilli
oldugunu goéstermistir (Tanzi ve Bertram 2005). AB-40 plaklarindaki PSEN1 mutasyonu
kaynakli morfolojik varyantlar pamukguk gorunumunu ile sonuglanabilir (Giri vd 2016).
PSEN1 geninde meydana gelen mutasyonlarinin blylk bir gogunlugu “missense” tip

mutasyonlardir ancak insersiyon ve delesyonlar da saptanmistir (Breyhan H vd 2009).



AH’de AB peptidlerinin ve fibriler tirlerin néronlar arasindaki birikimlerine bagh olarak
beynin hipokampal CA1 bdlgesinde %30 ndronal kayip ve disik sinaptik plastisite
gOzlenmektedir. y-sekretaz aktivitesindeki rollerinin  yaninda PSEN1 geni
mutasyonlarinin néronal islevi, GSK-3[ aktivitesini, kinesin 1- kaynakli hiicre motilitesini

de etkileyerek nérodejenerasyona katkida bulundugu bildirilmistir (Pigino vd 2003).
2.1.3.4.3 PSEN2

Kromozom 1’de lokalize olan PSEN2 geninin yapisi ve fonksiyonu PSENL ile
oldukca benzerlik gostermekle birlikte PSEN2 mutasyonlari sik gérilmez (Cruts M vd
2012). PSEN2’ de gbzlenen mutasyonlar da tipki PSENL1 gibi y-sekretaz aktivitesinde
alterasyonlara yol acarak AB-42/40 oranini arttirir (Tanzi ve Bertram 2005). PSEN2
mutasyonu taslyicilari genelde daha ileri yas grubundandir ve hastaligin gorilme yasi
bu bireylerde 39 ila 75 yil gibi genis bir araliga sahiptir. PSEN2 mutasyonu tasiyan bazi
bireylerde néropatoloijk dedisimler olarak néronal plak olusumu ve nérofibriler yumak
birikimi gozlenebilir (Jayadev vd 2010). PSEN1 ile homoloji gostermesine ragmen
PSEN2 geni tarafindan uretilen amiloid peptid miktarinin daha az oldugu bilinmektedir
(Gatz vd 2006).

AH ile iligkilendirilmis olan fakat kesinlesmemis ve ileri ¢alismalara ihtiyag

duyulan genler de mevcuttur. Bunlardan bazilari tablo 1 de verilmistir.



Tablo 1. AH ile Muhtemel iliskili Diger Genler

Gen ismi Fonksiyon/tanimi
Sinaps turnoveri
CLU Saperon protein gorevi
Kompleman sistemin aktivasyonu
Amiloid beta temizlenmesi
CR1 _ _ _
Kompleman sistemin aktivasyonu
PICALM Klatrin-aracili endositoz
Sinaptik vezikullerin endositozu
BINl . . . . . .
Sitoiskelet dinamiginin saglanmasi
Fagositoz
ABCA7 o o
Lipid homeostazisi
Klatrin-aracili endositoz
CD33 ) _ .
Hucre sinyali
Sinyal transduksiyonu
MS4A6A .
Immun sistemin korunmasi
Endositoz
SORL1 APOE geni igin reseptodr tasima
APP’ nin kesimi
Hipokampuste nérogenez
ADAM10 )
Hucre adezyonu
EPHA1l Sinaptik ve néronal geligsim

AH’de rol oynayan kesinlesmis risk faktorlerinin yanisira ve muhtemel risk faktorleri ve
belilenen bazi koruyucu faktorler de rol oynamaktadir. Bunlar kisaca tablo 2’de

verilmistir.
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Tablo 2. AH’de Risk Faktorleri ve Koruyucu Faktorler

Risk Faktorleri Koruyucu Faktorler

Hipotroidi Yuksek egitim dizeyi

Cinsiyet APOE- €2 tasiyiciligi

Ailede demans varhgi Antioksidan kullanimi

Diyabet varligi Antiinflamatuar kullanimi

Biling kaybini kapsayan travmalar Ostrojen kullanimi

Down sendromu varligi Statin kullanimi

Major depresyon varligi Akdeniz diyeti

Plazma Homosistein Dizeyi Rutin fiziksel ve zihinsel aktiviteler

2.1.4 Klinik Tanisi

Alzheimer hastaliginin erken dénemdeki en belirgin klinik belirtisi kisa veya uzun
sureli hafiza kaybidir. Hastaligin progresyonu ile konusma, gorileni algilama-
yorumlama, yuruttcu islevler, dikkat gibi kognitif fonksiyonlarda bozukluklar meydana
gelir ve gunlik yasam aktivitelerindeki aksamalar klinik tabloya eklenir. Depresyon,
halUsinasyonlar gibi davranigsal degisiklikler herhangi bir dénemde gorulebilir (Selekler
2010).

AH’nin klinik tanisi igin 2001 yihinda Amerikan Noroloji Akademisi tarafindan
yayinlanan bir kilavuz ile AH icin standart tani kriterleri ve degderlendirme metodlari
belirlenmigtir. Bu kilavuzda, tani kriterleri olarak gelistirilen uluslararasi NINCDS/ARDRA
(National Instutes of Neurological and Communicative Disorders and Stroke ve
Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) ve DSM-IV (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders- 1V) kriterlerinin kullanimi guvenilir bulunarak
onerilmektedir. Bu kriterler tablo 3 ve tablo 4’te verilmistir. Bu kriterlere ek olarak klinikte
fizik ve noropsikiyatrik degerlendirme (Mini Mental Durum Testi= MMSE), géruntileme
yontemleri (Bilgisayarli Tomografi= BT ve Manyetik Rezonans= MR), labaratuvar
testleri de yapilir. Bu testler ve degerlendirmeler énciligiinde konulan tani “muhtemel

A

Alzheimer hastaligr” tanisidir ve kesinligi %85 ila 90°dir.
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Kesin Alzheimer tanisi ise, biyopsi veya otopside alinan dokunun histopatolojik

incelemesi sonucu konulabilir.

Tablo 3. NINCDS/ARDRA Tani Kriterleri

Evre 1. Muhtemel AH klinik tani kriterleri

Klinik muayenede ve MMSE ile saptanmis, noéropsikiyatrik testlerle
dogrulanmis demans tablosu vardir.

Hasta kognitif bozukluk semptomlari géstermeye baglamistir.

Baslangic evresi olarak Kabul edilen bu evrede ciddi biling bozuklugu
yoktur.

Genellikle yas ileridir (>40).

Evre 2. Muhtemel AH tani destekleme sartlari

Afazi (dil alanlarinda islev kaybi bozuklugu), apraksi (beceri gerektiren
hareketlerde iglev kaybi), agnozi (algilayamama) gibi rahatsizliklarda
ilerleme s6z konusudur.

Davranis bozuklugu ve gunluk aktivitelerde yetersizlik gozlenir.

Aile dykusunde noropatolojik bozukluk saptanmis ve dogrulanmistir.

Evre 3. AH disi demans nedenleri dislandiginda Muhtemel AH tanisi ile

uyumlu diger klinik 6zellikler

Hastaligin progresyonunda platolar saptanmistir.

Depresyon, insomnia, inkontinans, delltizyonlar, illizyonlar, hallsinasyonlar;
verbal, duygusal veya fiziksel duygu patlamalari, sekstel bozukluklar, kilo
kaybi gibi eslik eden semptomlar gézlenmektedir.

Bazi hastalarda Ozellikle hastaligin ilerleyen donemlerinde artmis kas
tonusu, miyoklonus veya yuriyus bozukluklari gibi diger ndrolojik anomaliler
gOriulebilmektedir.

ilerleyen dénemde epileptik ndbetler gériliir.

Evre 4. Muhtemel AH tanisini siipheli kilan ya da ekarte eden durumlar

Ani, apoplektik (inme benzeri) baslangig.

Hemiparezi (kaslarda kuvvet kaybi), duyu kaybi, gérme kusuru ve
inkoordinasyon gibi fokal nérolojik bulgularin erken evrelerde gérulmesi.
Baglangicta veya hastaligin ¢ok erken déneminde ortaya cikan epileptik

ndbetler veya ylriylas bozukluklari.

Evre 5. Mimkiin AH tani kriterleri




Demansi tanimlayici yeterlilikte diger norolojik, psikiyatrik veya sistemik
bozukluklar olmaksizin; baslangigta, presentasyonda ya da klinik gidigatta
degisiklikerin bulunmasi durumunda konulabilir.

Demansa neden olabilecek, ancak demansin nedeni gibi gériinmeyen ikinci
bir sistemik ya da beyin hastaliginin bulunmasi durumunda konulabilir.
Diger belirlenebilir nedenlerinin dislandigi, tek ve yavas ilerleyici bir bilissel
bozuklugun bulunmasi durumunda, arastirma calismasi amagl olarak

kullanilabilir.

Evre 6. Kesin AH tani kriterleri

Muhtemel Alzheimer Hastaligi klinik kriterleri

Biyopsi ya da otopsiyle elde edilen histopatolojik kanitlar var ise.

Evre 7. Arastirma amaci ile hastalik ozel goriinimleri olan alt tiplere

ayrildiginda AH siniflandiriimasi

Ailede bulunma
65 yas oncesi baglangic
Trizomi 21 varligi

Parkinson hastaligi gibi diger durumlarla birliktelik var ise.

12
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Tablo 4. DSM-IV Tani Kriterleri (Cankurtaran vd 2013).

1. Birden Fazla Kognitif Alani igeren Bozukluk Asagidaki Sekilde Ortaya

Cikmasi

Hafiza bozuklugu

Asagida siralanan kognitif bozukluklardan en az biri

Afazi
Apraksi
Agnozi

Yuruticu islevlerde bozulma

Hafiza bozuklugu veya kognitif bozuklukluklarin toplumsal ve mesleki
islevselligi ciddi sekilde bozmasi ve eski islevsellik diizeyine gore

anlamli bir gerilemeyi temsil etmesi

Seyir, sinsi baglangi¢ ve yavas ilerleyici kognitif yikimin ortaya ¢ikmasi

1.maddede tanimlanan kognitif bozukluklarin asagidaki nedenlerden

herhangi birine bagl olmamasi

Hafiza ve diger kognitif islevlerde ilerleyici bozulmaya neden olabilecek merkezi
sinir sistemine ait diger olgular (6rnegin serebrovaskiler hastalik, Parkinson
hastaligi, Huntington hastali§i, subdural hematom, normal basing¢li hidrosefali,
beyin timoru gibi)

Demansa neden olabilecegi bilinen sistematik durumlar (6rnegin hipotiroidizm,
B12 vitamini ya da folik asit eksikligi, niasin eksiklidi, hiperkalsemi, HIV
infeksiyonu gibi)

llaglar ve madde kullanimi ile ilgili diger durumlar

5.

Bozukluklarin delirium seyri disinda ortaya ¢cikmasi
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2.1.5 Noropatolojisi

Alzheimer hastaligi patolojik olarak amiloid plaklar, nérofibriler yumaklar (NFY),
sinapslara ek olarak néron kayiplari ve beyinde ileri derecede atrofi ile karakterizedir
(Katzman ve Saitoh 1991). Amyloid beta plaklarin olusumu hastaligin en 6nemli
histopatolojik isaretidir ve 6zellikle amigdala, hipokampus ve neokortekste goérulir. NFY
ve AB plaklarinin yanisira AH ndropatolojisinde gliozis, inflamasyon, kolinerjik ve
glutamerjik kayiplar ile diger norotransmitter sistemlerinde defektler de rol almaktadir
(Probst vd 1991).

2.1.5.1 Amiloid Beta Plaklar

Amiloid Preklrsér Proteini (APP) bir integral transmembran proteini olup
fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamistir. AH'de kilit rol oynayan AR plaklarin ana
bilesenleri olan AR proteinleri APP’ nin proteolitik yol ile kesimi sonucunda olusmaktadir.
APP’ nin a, B ve y-sekretaz enzimleri ile proteolitik olarak kesilmesiyle farkli tip peptidler
Uretilir. “Non-amiloidojenik” olarak adlandirilan yolakta APP’nin proteolizini daha ¢cok a-
sekretazlar saglar. a-sekretazlar APP’yi yaklasik olarak ortasindan keserek toksik
olmayan ve sitozolde c¢o6zlnebilir “sAPP a= P3” adi verilen ekstraselller proteini
olusturur. Bu molekilin néronlar Gizerine nérotrofik olumlu etkileri gosterilmistir (Bird ve
Miller 2005). Ancak 6zellikle néronlarda gorilen ve “amiloidojenik” olarak adlandirilan
yolakta APP; B ve y- sekretazlar ile pargalanarak farkli boyutlarda AB peptidlerinin
Uretimine neden olur (Sekil 2). B- sekretazlar APP’yi amino ucundan, y-sekretazlar ise
karboksi ucundan keserek Urun olarak ¢ézinemeyen AB formlari meydana getirirler
(Iwatsubo vd 1994). Olusan AB’ ler 40 veya 42 aminoasit uzunlugundadir ve sirasiyla
AB-40 ve AB-42 olarak sembolize edilirler. AHde beyindeki amiloid plaklarda baskin bir
sekilde bulunan tir Ap-42 tlradir agregat olusturmaya daha yatkindir (Van
Cauwenberghe vd 2016). Kesimler sonucu hiicre disinda biriken bu proteinler yodun

noritik plaklara donusur (Cummings 2004).
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Non-amiloidojenik yolak Amiloidojenik yolak AB protofibrilleri  AB fibeiller Plaklar

y- sekretaz AB monomeri

B- sekretaz
g - o A oligomeri
o<, | : IR—————==
> > A8 — - | - /
1 ' e HMHHH - j - _ / -

a- sekretaz [

Sekil 2 APP’ den Amiloidojenik ve Amiloidojenik Olmayan Yollar ile Amiloid beta Plaklarin Olusumu
(Heppner vd 2015).

2.1.5.2 Tau Proteini ve Norofibriler Yumaklar

AH patogenezindeki bir baska etken interselller ndrofibriler yumak (NFY)
olusumlaridir. NFY’ lerin temel bilesenleri hiperfosforile olmus “tau” proteinleridir. Tau
proteinini 17. kromozomda bulunan MAPT (mikrotubdl iligkili protein tau) geni kodlar. Tau
proteininin fonksiyonu, mikrottbdillerin stabilizasyonunu ve hicre iskeletinin butinlagana
saglamak ayrica aksonal transport gerceklestirmektir (Jazvin§¢ak Jembrek vd 2018).
Noérodejenerasyon surecinde anormal fosforillenen tau proteinlerinin, mikrottbdillere
baglanma yetenegini bozarak aksonal transportta defektlere yol agtigi ve sonrasinda da
¢cozulemeyen cift sarmalli filamentlere polimerize olarak interselller NFY’leri meydana
getirdigi bilinmektedir (Poorkaj vd 1998) (Sekil 3).
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Sekil 3 Hiperfosforile tau Proteinlerinin Mikrotiibiillerdeki Etkisi (Brunden vd 2009).

2.1.5.3 Noronal ve Sinaptik Kayiplar

AH’de ndronal kayiplar ilk olarak beynin entorhinal korteks bdlgesinde gorilir.
Daha sonra sirasiyla limbik sistem ve superior temporal sulkusa ilerler. N6ron kaybi AH
sureci ile korele olarak NFY’ler gibi yayllmaya baglar. Genel olarak NFY’ler ile néron
apopyozu arasinda negatif bir iliski vardir. Ancak NFY’ler tek basina néron kayiplari
Uzerinde etkin degildir. Ornegin Alzheimer beyinlerinde subkortikal gekirdekler gibi
NFY’lerin yaygin géruldigu bolgelerde néron kaybi gézlenmemektedir. Diger yandan,
NFY’lerin az sayida oldugu ya da hi¢ goériimedigi bolgelerde ciddi néron tahribati
gorilebilir. Amiloid nérotoksisitesi ve sinaps dejenerasyonu, néronal apoptoz sirecinde

rol oynadigi distnulen diger faktorlerdir (Garvit 2004).

Néronal kayiplarin yanisira sinaptik dejenerasyon da AH patolojisi Gzerinde etkili
olmaktadir. Sinaptik plastisitenin korunmasi kognitif fonsiyonlarin sirdurtlebilmesi
agisindan oldukga 6nemlidir. AH’de hipokampusteki sinaptik hacmin azalmasi Alzheimer
hastalarindaki kognitif bozukluk ile buylk &l¢ide iligkili bulunmustur (Jazvin§¢ak
Jembrek vd 2018). Hatta sinaptik kayiplarin AH’deki kognitif bozuklugu saptamada
amiloid beta toksisitesi ile tau birikimlerinden daha iyi bir hastalik belirleyicisi oldugu
dusundlmektedir (Van Wijk N vd 2014). Yapilan post-mortem incelemelerde, klinikteki
demans giddetiyle iligkilendirildiginde sinaps kaybinin néronal kayiplardan daha ylksek
korelasyon gosterdigi saptanmistir. Ayrica sinaptofizin gibi bazi sinaptik proteinlerin

miktarlarinin da ayni sekilde demans siddeti ile iligkili oldugu bulunmustur (Gurvit 2004).
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2.1.5.4 Gliozis ve inflamasyon

Gliozis, merkezi sinir sistemindeki herhangi bir hasara karsilik olarak ortaya ¢ikan
ve glial hicrelerin aktivasyonunu ve proliferasyonunu iceren durumu tanimlar. AH'de
gliozis, aktive edilmis mikrogliya ve amiloid plaklarinin yakinindaki reaktif astrositlerdeki
artiglarla karakterizedir (Frost ve Li 2017). AB birikimlerinin ve plak olusumlarinin,
noronal sistemin homeostazini saglayan astroglial ve mikroglial hiicreleri aktive ettigi ve
bu hicrelerin de tau patolojisini yaymaya katkida bulundugu bilinmektedir (Leyns ve
Holtzman 2017). NFY’lerin ve amiloid plaklarin yaninda, astroglial ve mikroglial
hucrelerin de aktivasyonu ile néronlar arasinda akut faz protein birikimleri, sitokinler,
kompleman sistemi aktivasyonu gibi inflamasyonu yansitan alterasyonlarin varhigi da
gliozisin AH patogenezinde oldukga etkin oldugunu distndurmektedir (Akiyama vd
2000, Benveniste vd 2001).

inflamasyonun AH'de etkin oldugunu gésteren bir baska bulgu da mikroglial
hicrelerin makrofajlar gibi davranarak ylzeylerinde eksprese ettikleri hiicre 6lum
reseptdri ligandlari aracilidiyla hedef hiicrelerin 8lGmana tetiklemesidir. TUmor nekrozis
faktor (TNF) ailesinden olan “TNF Related Apoptosis-Inducing Ligand” (TRAIL)
bunlardan birisidir. Mikroglial hlcrelerin ayni kdkenden oldugu periferik mononukleer
fagositer hicreler, immun yanita, inflamasyon kosullarinda ekspresyonu artan TRAIL
gibi hicre olim ligandlar araciigiyla katilmaktadir. Yapilan bir calismada astroglial
interlokin-l ve TNF-a ile indiksiyon sonucunda TRAIL mRNA ekspresyonun (Choi vd
1999); ve mikroglial hiuicrelerde TRAIL ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Geng vd
2002).
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2.2 AH’de Periferal Kan-Mononiikleer Hiicreler (PBMC’ler)

Periferik kanda bulunan mononukleer hucreler (PBMC); T-lenfosit, B-lenfosit,
dogal oldarict (NK) hucreler gibi lenfositlerler, monaositler, dendritik hicreler gibi
yuvarlak nukleuslu hlcrelerden olusan immun sistem hicreleridir. Olusumlari

bakimindan hem myeloid hem de lenfoid kékenlidirler (sekil 4).
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Sekil 4 Olugsumlar Bakimindan PBMC’ ler (Ramsey ve Gonda 2008).

Bu hucreler periferik kandan direkt olarak izole edilir. Eritrositler ile granulositleri
(nétrofil, bazofil, eozinofil) igeren hiicre fraksiyonlari yogunluk-kademeli santrifigasyon
yolu ile tim kandan kolaylikla ayrilabilir. 1.077 g/ml yogunluga sahip medium tim kani
iki fraksiyona ayirir; PBMC’ler daha Ust fazda kalan hlcre populasyonunu olustururken

eritrositler yuksek yogunluktaki alt fazda kalir (Sekil 11).

Norodejenerasyonun biyobelirtecleri olarak, periferik kan mononukleer hicreleri
(PBMC) son zamanlarda oldukga ilgi gormektedir. PBMC' lerin noronlarin nonsinaptik
biyokimyasal ortaminin godunu paylastigi diusunulmektedir. Yapilan ¢alismalar, AH' nin
PBMC seviyesinde apoptoza olan hassasiyet de dahil olmak Uzere goklu disregllasyon

ile karakterize oldugunu gdstermektedir. Ozellikle apoptozis, AH' de ortaya ¢ikan ana
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noronal oOlum tipi olabilecegi icin, apoptotik uyaranlara yanit olarak Alzheimer
hastalarindan alinan lenfositlerdeki apoptotik dedisimlerin es zamanl saptandigi
gosterilmis (Eckert vd 2001), ve ayrica kaspazlarin da AH patogenezindeki 6nemli
suregleri yansitabilecedi konusunda calismalar yapilmistir (Tacconi vd 2004, Cosentino
vd 2009).

Alzheimer hastalarinin PBMC'lerindeki diger ana bulgular arasinda; azalmis
asetilkolinesteraz aktivitesi, azalmis muskarinik reseptér baglanmasi, artmis oksidatif
stres, Ca ++ konsantrasyonlarinin dlizensiz homeostazisi, sinir sistemindeki néronlarda
gérilenlere benzeyen norotransmitter reseptér ekspresyon degisimleri gosterilebilir
(Cosentino vd 2009).

Yapilan calismalarda PBMC plateletlerinin  kan plazmasindaki amiloid
peptidlerinin ana kaynagi oldugu (~90%); salgilanan bu peptidlerin Alzheimer
hastalarindaki amiloid plak bilesenleri ile benzer yapida oldugu ve inflamasyonu
yogunlastirarak AH progresyonunu arttirdigi belirtiimistir (Kucheryavykh vd 2017, Pluta
vd 2018). Plateletlerin yanisira, PBMC lenfositlerinin de AH patogenezini yansittigi
distnilmektedir. Ornegin bozulmus Ca?* homeostazisi ve endoplazmik retikulum stresi
hem AH beyin dokusunda hem de lenfositlerinde siklikla gortlen degisimlerdir (Wojsiat
vd 2015). AH lenfositlerinde ayrica artmis reaktif oksijen tlri miktari, antioksidan
enzimlerin defektli aktiviteleri, mitokondri duyarlihgi, DNA hasari ve apoptoz saptanmistir
(Wojda 2016). Bu da AH lenfositlerinin, AH beyinleri icin tipik olan oksidatif stres

reaksiyonunu yansittigini géstermektedir.

2.3 Kodlamayan RNA’lar (IncRNA’ |ar)

insan genomunun yalnizca %2’ sinden azinin kodlayan transkriptler icerdigi ve
%80’ inden fazlasinin da proteine gevrilmedigi bilinmektedir. Yakin bir zamana kadar
“cop (junk)” veya “transkripsiyonel gurilti (transcriptional noise)” olarak tanimlanan
kodlamayan RNA (ncRNA)’larin, sinyal yollarini kontrol etmede fonksiyonlari oldugu artik
kesin olarak bilinmektedir (Chew vd 2018). insan genomunda ncRNA genleri protein
kodlamaksizin fonksiyonel RNA molekullerini olustururlar ve hicre igcinde kilit rollere

sahip olan duzenleyici sureglerde regulator olarak is gorurler.

RNA dunyasi, blayldk bir cogunlugunu ribozomal RNA, transfer RNA, INCRNA,
MIRNA, sirkiler RNA ve diger kigik RNA molekullerin olugsturdugu heterojen bir gruptur
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(Sekil 5). ncRNA' larin siniflandiriimasinda yaygin olarak uzunluga dayah siniflandirma
kullanilir. iglerinde mikroRNA (miRNA), small interfering RNA (SiRNA), piwi-iligkili RNA
(piRNAYlari da bulunduran 200 nikleotidden daha kigik RNA’lar kisa kodlamayan
RNA’lar olarak adlandinlirken; daha uzun transkriptler uzun kodlamayan RNA (long non-
coding RNA= IncRNA) olarak bilinirler (Akkaya ve Dinger 2013; Viereck ve Thum 2016).

Sekil 5 RNA’larin siniflandiriimasi

ncRNA’larin hiicresel sureglerde kritik islevleri vardir, bu nedenle bu RNA’ larin
anormal regulasyonlarinin gesitli hastaliklarla dogrudan iligkili oldugu bilinmektedir.
Ornegin miRNA'larin karaciger, ovarium, kolon, akciger, meme, tiroid, mide, 6zafagus ve
beyin kanserlerinde; sizofreni, multiple sklerozis, depresyon, amilotrofik lateral sklerozis,
Parkinson ve Alzheimer hastalhgi gibi merkezi sinir sistem hastaliklarinda farkh
ekspresyon profilleri gdsterdikleri saptanmistir (Visone ve Croce 2009; Jin vd 2013; Lei
vd 2015).
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2.4 LncRNA’lar ve Biyogenezi

LncRNA’ larin gen ekspresyonunun regulasyonunda, gelisim ve farklilasma gibi
hicresel sureclerde kritik islevlerinin oldugu ve gen ekspresyonunu, transkripsiyonel,
post-transkripsiyonel, epigenetik dlizeyde regtile edebildikleri kanitlanmistir (Bayoglu ve
Cengiz 2017). Buylk ¢cogunlugunun iglevleri halen tam olarak bilinmemektedir, ancak
sayisiz biyolojik slrecte gorevleri oldugu distnulmektedir. LncRNA’ lar ¢ok disuk bir
seviyede eksprese edilmeye egilimlidirler. Blytk bir kismi protein kodlama yeteneginden
yoksun olmakla birlikte, cok az sayida IncRNA’ nin da protein kodlama potansiyeline
sahip oldugu bilinmektedir (Schmitz vd 2016).

Mevcut genom aciklama c¢alismalarinda, IncRNA genlerinin sayisi insan
genomunda (GENCODE 24) 16,000 civarinda ve fare genomunda (GENCODE M8)
yaklasik 9000 olacak sekilde tahmin edilmistir ancak calismalar devam ettigi icin, bu
sayllarin artmasi muhtemeldir. Ayrica bir gen, bir IncRNA'nin birkag farkh splayz varyanti
icin kalip olabilecegi icin, INcCRNA transkriptlerinin sayisi, genlerin sayisini asmaktadir
(Melissari ve Grote 2016).

LncRNA’ larin kabul gérmus bir siniflandirma sistemi lokasyonlarina dayali bir
sistemdir; intergenik, intronik, antisens zincirde ya da protein kodlayan genlerin upstream
bélgesinde bulunmalarina gére adlandirilirlar (Akman ve Bensan 2014, Bar ve Thum
2016). Sense RNA'’ lar; ayni zincir Uzerinde, bir intronun igindeki kodlayan gen ile 6rtisen
transkriptlerdir. Sense intronik RNA’lar; yine bir kodlayan genin intronu iginde lokalize
olan fakat herhangi bir ekzon ile 6rtismeyen transkriptlerdir. Antisens RNA’lar; bir protein
kodlayici lokusun ters seridinde herhangi bir eksonu kesisen transkriptleri olan veya
kodlayan bir genin regulasyonunu tersine gergeklestirdigi kanitlanmis olan RNA’ lardir.
Bidirectional RNA’lar; karsi zincirde yerlesmis ancak sense zincir Uzerindeki promotorin
1 kb’ siiginde yerlesmis transkriptlerdir. Bunlar, sense zincir Gzerindeki promotériin karsi
yonune dogru transkribe edilir. (Sekil 6). LincRNA (Long Intergenic RNA)’ lar; iki

kodlayan gen arasinda yer alan >200 transkriptlerdir.
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Sekil 6 Lokalizasyonlarina gére IncRNA’ lar (Devaux vd 2015).

Bir acik okuma cercevesi (Open Reading Frame= ORF) icermemeleri disinda
IncRNA’larin mRNA' lardan biyokimyasal agidan herhangi bir farklari yoktur. Ancak
mRNA'lara gére daha kisa olmalari, cis etkili regtlasyon gdsterebilmeleri, daha az fakat
daha uzun ekzonlara sahip olmalari, nispeten disik seviyelerde eksprese edilmeleri ve
primer sekanslarin korunmasinda daha zayif bir profil sergilemeleri, onlarin mRNA’

lardan farkh olduklarini gdsteren 6zellikleridir (Quinn ve Chang 2016).

LncRNA’lar nukleusta veya sitozolik fragmanlar iginde yer alabilirler, poliadenile
olabilirler ya da olmayabilirler ve siklikla protein kodlayan bir lokus igerisindeki her iki
iplikten de transkribe ediilebilirler (Tan vd 2013). mRNA' lardan ortalama daha az sayida
ekzon igerirler ve farkl dokularda belirlenen ekspresyon seviyeleri daha duguktur
(Derrien vd 2012).

Polimeraz Il tarafindan transkribe edilen IncRNA’lar eger takilacaksa 5-cap
eklenmesi; pre-IncRNA splayzing ve poliadenilasyon gibi transkripsiyonel
dizenlemelerden gectikten sonra olgunlasma asamasi, INcRNA'nin kendine &6zgu
fonksiyonel rollerini veren sabit bir ikincil (ve tGgincil) yapinin olugsmasini icerir. (Ayers
2013) (Sekil 7).
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Sekil 7 IncRNA Yolagi (Ayers 2013).

5-cap varligi IncRNA stabilitesini pozitif bir sekilde etkiler. 5’-cap takilmayan
intronik RNA'" larin kuguk bir kismi (yaklagik %15’i)) muhtemelen hicrede intron laryatlari
olusturduklar icin daha az stabildir. Kodlama potansiyelinin olmamasina ragmen,
intronik ve antisens IncRNA'larin gogunlugu nukleus ve sitoplazmada yerlesir, bu da bu
transkriptlerin sitoplazmik sureclerin duzenlenmesinde ve duzenlenmesinde yeni

rollerine isaret etmektedir (Ayupe vd 2015).

Bilinen IncRNA’larin %80’ inden fazlasi nukleusta lokalize olmaktadir (Kapranov
vd 2007) ve IncRNA'lar i¢in, nukleusta en iyi tanimlanmis fonksiyonlari ¢esitli seviyelerde
gen ve genom aktivitesini duzenlemedeki rolleridir (Schmitz vd 2016). Kromatin yeniden
dizenlemesi, histon modifikasyonlari, alternatif kesim (splicing) ile genlerin
modifikasyonu ve gen ekspresyonunun duzenlenmesi dahil olmak Uzere birgok slrece
katilirlar (Zhang vd 2017). Kromatin modifiye edici kompleksleri ve cesitli transkripsiyon

duzenleyiciler ile birlikte, DNA ile dogrudan etkilesime girerek nukleustaki genlerin
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ekspresyonunu reglle ederler. Sitoplazmik kodlamayan IncRNA’lar, miRNA'lar gibi diger
transkriptler veya proteinler igin sponge gibi davranabilir, kiicik peptitlerin sentezi icin
kalip olarak iglev goérebilir, mMRNA degredasyonunu saglayabilir ya da translasyonunu
duzenleyebilirler (Viereck ve Thum 2016).

Belli bir IncRNA'nin hiicresel islevi kesin olarak biliniyorsa, fonksiyonel islevlerine
gore sinyal molekull, decoy, guide, enhansir, scaffold, molekiler sponge veya sirkilar
IncRNA'lar gibi kategorilere ayrilabilirler. Gen ekspresyonunu transkripsiyonel veya post-
transkripsiyonel seviyelerde regule edebilmelerine gére, nukleus veya sitoplazmada
lokalize olabilirler. Genelde post-transkripsiyonel seviyede kontrol yapan IncRNA’ lar,
mRNA'’ya baglanmak icin miRNA'’ larla rekabet icine girerek miRNA sponge’i olarak iglev
goren IncRNA’lardir (Bar ve Thum 2016) (Sekil 8).
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LncRNA'lar ayrica mRNA'lar1 bloke ederek, stabilize veya destabilize ederek
protein translasyonuna da midahale edebilirler. Nukleusta lokalize olan IncRNA’lar ise
tam tersine “cis veya trans” sekilde, sirayla hedef genleri “yakindan veya uzaktan” reglle
ederek epigenetik ve transkripsiyonel seviyede gen ekspresyonunun modulatorleri
olarak iglev gorurler (Batista ve Chang 2013).

Sinyal IncRNA'lar, gesitli uyarilari gdndermek amaciyla sadece belirli bir yer ve
zamanda eksprese edilenler IncRNA tipidir. Boyle eksprese edilen IncRNA’lar, kromatin
modifiye edici enzimler (6rnegin histon metiltransferazlar) ile etkilegebilir transkripsiyonel
engelleme ile veya heterokromatin olusturarak hedef genlerin susturumunu
saglayabilirler. Decoy IncRNA'lar, transkripsiyon faktorleri, kromatin remodeler ya da
diger RNA-binding proteinler gibi regulator faktorlere baglanarak dolayli yoldan
transkripsiyonu baskilar ve bdylelikle bu faktérleri spesifik hedeflerinden ayirir. ceRNA’

lar decoy IncRNA' lara érnek verilebilir.

LncRNA'lar, sadece multi ribonulkleoprotein komplekslerinin birlesmesine
yardimci olmakla kalmayip ayni zamanda kendileri bu komplekslerin fonksiyonel
bilesenleri olarak da goérev yapabilir. Bunlar molekiler iskeleler (scaffold) olarak is
gorirler. Guide IncRNA'lar, regulatér proteinlere baglanir ve hedef bdlgelerine bir
ribondkleoprotein kompleksi ¢ekerler. Bu InNcRNA’ lar, “cis veya trans” etkili hareket
edebilir ve yonlendiriimis komplekslerin transkripsiyon faktorleri olup olmadigina bagh
olarak genlerin aktivasyonuna veya baskilanmasina aracilik edebilir. Enhansirlar, hedef
genlerin promotorinden veya transkripsiyonel baslangi¢ bdlgesinden ¢ok uzakta
bulunan dizenleyici genomik elementlerdir. Bu IncRNA'lar, aktif enhansir elemanlardan
uretilen cis-etkili molekdllerdir ve enhansir islevlerinin yanisira bitisigindeki kodlayici

genlerin ekspresyonunun aktivasyonu igin gereklidirler (Bar ve Thum 2016).

LncRNA'larin, memelilerde X kromozomunun inaktivasyonu gibi fizyolojik
surecleri de regulle ettigi gorulmuagstir. X-inactivation specific transcript (XIST) olarak
adlandirilan IncRNA’nin, transkripsiyonunu gergeklestiren X kromozomunu susturmak
icin polikomb kompleksi olusturdugu bilinmektedir. Buna karsin TSIX olarak adlandirilan
bir bagka INRNA ise XIST’in karsi zincirinden transkribe olur ve X'in inaktivasyon sireci

boyunca XIST seviyesini regule eder.
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2.5 IncRNA’larin Hastaliklarla iligkisi

LncRNA' larin hastaliklarda farkh sekilde eksprese edilmesi veya yapilarindaki
herhangi bir mutasyonun hicresel surecleri dogrudan ya da dolayli bir sekilde
etkilemeleri, fonksiyonlarini ve etki mekanizmalarini anlama konusundaki ilgiyi
arttirmistir (Ulitsky 2018). Yapilan son ¢alismalar IncRNA’larin timorigenezde ve timor
progresyonunda rol aldigini, ayrica cgesitli kanser kosullarinda metastatik 6zellikler
g6sterdigini ortaya koymustur (Zhang vd 2013). Ornegin Homeobox antisense intergenic
RNA (HOTAIR)’in énemli bir prognostik biyobelirte¢ oldugu ve gastrik adenokarsinom
dokularinda upregiile olarak tanimlandigi  bilinmektedir. Artmis  HOTAIR
ekspresyonunun bu dokularda SUZ12 geninin ylksek ekspresyonu ile iligkili oldugu ve
bu ikilinin gastrik adenokarsinoma tumor dokularinda epigenetik dizenlemeyi
etkileyebilecedi 6ne sdrtlmastir (Ayers 2013). HOTAIR’ in ayni zamanda kromotin
modifiye edici protein komplekslerini bir araya getirerek molekdler scaffold yapisina trans
olarak katildigi (Akman ve Bensan 2014) bilinmekte olup meme, kolorektal,
hepatoselller, gastrointestinal ve pankreas kanserlerindeki overekspresyonlari da
bildirilmistir (Beckedorff vd 2013).

LncRNA’lar arasinda onkogen ve tiumor-baskilayici olarak metastaz ve tumor
progresyonunda rol alan ve bu siregclerle iligkili sinyal yolaklarini dizenleyenler vardir.
Pregnancy induced non coding RNA (PINC) ve prostate-specific transcript (PCGEM1),
siraslyla meme ve prostat karsinomlarinda asiri eksprese oldugu bulunan ilk onkojenik
IncRNA’lardir (Karaarslan ve Serin 2016).

Bununla birlikte IncRNA’larin bazi kanserlerde olumlu etkileri de tespit edilmistir.
Hucrelerin timdr olusumunu onlemek icin kullanabilecedi bir mekanizma onkojen-
indUklG senesanstir (OIS). OIS'de merkezi roli bulunan INK4B-ARF-INK4A lokusu,
Polycomb grup proteinleri tarafindan prolifere edilen hlcrelerde susturulur. Bu
mekanizma, INK4B-ARF-INK4A lokusu icinde transkribe edilen ve cis etkili rol oynayan
INcRNA ANRIL'e baghdir. Ayrica, INK4B-ARF-INK4A lokusunun 400 kb yukarisinda
bulunan MIR31HG geninin, INK4A'nin regulasyonunda yer alan bagka bir IncRNA'yi da
kodladigi bilinmektedir (Schmitz vd 2016).

LncRNA’lar ayrica tumor baskilayici p53 ve bununla baglantili sinyal yolaklarinda
da etkindir. p53, p21 ile birlikte gen ekspresyonunu dizenleyen linc -p21 gibi cok sayida
IncRNA'ya baglanarak onlari regule ettigi bilinmektedir (Wu vd 2014).
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Bunlarin disinda bazi hastaliklar ile iligkilendiriimis baslica IncRNA’lara kisaca

tablo 5’te deginildi.

Tablo 5. Bazi Hastaliklarla iligkili Tanimlanmig IncRNA’lar

Hastalik Tuiri

IncRNA’lar

Meme Kanseri
Mide Kanseri
Karaciger Kanseri
Akciger Kanseri
Mesane Kanseri
Melanoma

Beyin tumorleri
Alzheimer Hastaligi
Spinoserebellar Ataksia
Frajil X Sendromu
Lenfoma

Noroblastoma

GAS5, SNHG2, H19, Kcenglotl
GCAT1, H19, SUMO1P3, HOTAIR
HULC, HOTAIR, MALAT1
MALAT1, TUG1, BANCR, GAS5
UCA1, H19, Linc-UBC1, MALAT1
BANCR

Anti-NOS2A, MEG3

BACE1-AS

ATXNBOS

FMRP

RMRP

MALAT1

2.6 AH’de IncRNA’lar

LncRNA'larin gesitli kanserler diginda epilepsi, sizofreni ve nérodejenerasyon

surecine katildigi ve birgok ndrolojik hastalikta rol aldidi bilinmektedir (Gu vd 2018). Sekil

10’da bazi IncRNA’larin Alzheimer hastaligi ile iliskisi kisaca sematize edilmigtir.

2.6.1 BACE1-AS

AH'li kisilerde ve APP transgenik farelerde ylksek ekspresyonu tespit edildigi

icin, INcCRNA B-site amyloid precursor protein cleaving enzyme-1 antisense transcript
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(BACE1-AS)’ in AH ile kuvvetle iligkili oldugu digtnulmektedir (Melissari ve Grote 2016).
BACE1-AS, APP transgenik farelerde APP' yi pargalayan bir aspartil proteazi olan
BACE1'in karsi zincirinden transkribe edilir. Hastaligin patogenezinde rol alan AR
ndropeptid birikiminin yanisira artmig BACE1 protein dizeyleri gdsterilmistir. BACE1-AS,
post transkripsiyonel seviyede BACElin mRNA’sina dogrudan baglanarak
stabilizasyonunu regule eder. BACE1 mRNA'sinin stabilizasyonu; BACEL protein
seviyesinin artmasina, daha fazla APP boélinmesine ve hastaligin progresyonuna yol
acan AB plaklarinin toksik birikmesine neden olur (Swerdlow 2007) (Sekil 9). BACE1-
AS’ nin, bir IncRNA'nin disregulasyonunun bir hastaligin patogenezinde nasil 6nemli bir

rol oynayabileceginin iyi bir drnegi oldugu belirtiimistir (Luo ve Chen 2016).

T I VIV VNV X X

BACE1-S 1
5 3" BACET1 ile ABPP
kesimi
. 5’ ABPP

BACE1-AS 1 I
BACE-S RNA stabilizasyonu I . 0 Q %

1 . Amiloid B birikimi

@ Oriin J—

=z

@

Sekil 9 IncRNA BACE1-AS’nin Etki Mekanizmasi

2.6.251A

Neuronal Sortilin-related Receptor 1 (SORL1) geninin LOAD patogenezinde
yatkinlik geni oldugu; merkezi ve periferal sinir sistemlerindeki néronlarda eksprese
oldugu bilinmektedir (Deng vd 2017, Lee vd 2008). Son c¢aligmalarda, SORL1’in
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proteolitik sirecin etkilendigi yerler olan endozom ve trans-golgi aginda APP ile

etkileserek bir reseptor olarak rol aldigi gosterilmistir (Ciarlo vd 2013).

51A, SORL1 geninin intron 1 bdlgesine antisens olarak yerlesen ve alternatif
splayzing ile olugsmus SORL1 varyantlarinin ekspresyonunu arttiran yeni bir ncRNA'dir.
51A’ nin, in vitro modellerde ve Alzheimer beyinlerinde overeksprese oldugu belirtilmistir
(Ciarlo vd 2013). Postmortem ve in vitro ¢calismalara ek olarak AH olan bireylerin plazma

orneklerinde 51A ekspresyonu upregtile bulunmustur (Deng vd 2017).

51A" nin AH yatkinhgini arttirabilecegi olasi bir mekanizmanin, alternatif
splayzing ile SORL?’in bir varyantinin downregiile edilmesi yoluyla amiloid beta

peptidlerinin olusumunun arttiriimasi olabilecegi dustnulmektedir (Ma vd 2009).
2.6.3 BC200

Brain Cytoplasmic 200 RNA (BC200), 6karyotik transkripsiyon baslatma faktoru
4A’y1 hedefleyen ve bdylece ATP hidrolizini RNA dupleksinden ayiran, postsinaptik
dendritik mikro domainlerdeki bélgesel protein sentezini dizenleyen ve uzun sureli
sinaptik plastisitenin korunmasina katkida bulunan bir translasyon diizenleyicidir (Luo ve
Chen 2016).

Yapilan postmortem bir ¢alismada, kortikal alanlarda BC200 RNA dizeyinin, 49
ve 86 yaslari arasinda %60 oraninda azaldigi goésterilmis; yasla uyumlu normal
beyinlerle kargilastirildiginda, BC200’Un Alzheimer beyninde anlamli bir sekilde upregdile
bulunmustur (Mus ve Hof 2007). Ayrica, Alzheimer patogenezini yansitan beyin

boélgelerinde artmig BC200 seviyesi, hastalik progresyonu ile iligkilendirilmistir.

BC200 seviyesi dendritlerde dusik, somata boélgesinde yiksek bulunmustur. Bu
farkli ekspresyon, mikrotibul bagimli transportu etkilemekte ve AH’nin erken evrelerinde
olusabilen aksonal ve dendritik bloklamaya katkida bulunabilmektedir. BC200'tn, bdlge
spesifik AB olusumuna ve bunu takiben beyinde amiloid plak birikimine katkida

bulunabilecegi belirtiimistir (Zhou ve Xu 2015).
2.6.4 NDM29

Neuroblastoma differentiation marker 29 (NDM29) RNA polimeraz Il tarafindan
transkribe edilen bir ncRNA'dir ve sentezi doz bagiml inflamatuar stimulasyon ile
uyarilir. NDM29’un upreglilasyonu APP islenme slrecindeki alterasyonlarla iligkili
bulunmustur. Ayrica NDM29’un, BACE' in kesim aktivitesini uyardidi, ve sonucgta AR
olusumunu ve AB-42 / AB-40 oranini arttirabilmek icin B-sekretaz kompleksi tarafindan

daha fazla miktarda APP C-terminal fragmani Urettigi bulunmustur.
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2.6.5 EBF3-AS

Beyinde yuksek seviyede eksprese edilen Early B-cell Factor-Antisense
Transcript (EBF3-AS) AH'de disregule bulunmustur. Gu vd (2018) nin yaptigi bir
¢alismada kontroller ile karsilastirildiginda APP/PS1 transgenik farelerde hipokampusta
EBF3-AS'nin anormal ekspresyonunu belirlenmis ve EBF3-AS’ nin Alzheimer
ndronlarinda apoptosis etkisi incelenmistir. EBF3-AS'nin AH tanisi igin bir biyobelirteg

olabilecegi veya yeni bir hedef olabilecegi belirtilmigstir.
2.6.6 17A

17A, RNA polimeraz lll tarafindan transkribe edilen 159 nikleotid uzunlugunda
bir IncRNA’dir ve G-protein-coupled receptor 51 (GPR51) geninin intron 3'U ile eglesip
alternatif splicing ile GABA B2 reseptor izoformlarinin sayisini arttirmaktadir. Gama
aminobuitrik asit (Gamma-Aminobutyric Acid =GABA) B’nin bir varyanti, hicre ici cAMP
birikimini ve spesifik potasyum kanallarinin aktivasyonunu dizenleyerek GABA B
biyolojik islevini etkiler. GABA B sinyalizasyonunun bozulmasi sonucu, AR saliniminin
ve AB-42/AB-40 oraninin arttigi bilinmektedir (Gavazzo vd 2013).

AH'de 17A, kontrol dokularla karsilastirildiginda upregtile bulunmustur. Bu da AH
patolojisine dogrudan veya dolayli olarak dahil olabilecegini distindiirmektedir (Massone
vd 2011).

17A NDM29
+  GABA
51A sinyalinin +  BACE ve y-sekretaz Bczoo
durdurulmas: kesim aktivitesinin
n indlklemesi
+  DOWNREGULE . TF4AnIn
 SORLA varyamt A hedeflenmes|
NAT-Rad18
BACE1-AS
+ UPREGULE
+ BACE1 mRNA + DNA t%mlr proteini
stabilizasyonu Uzun dénemli ?::;:rse‘s';ou\u:1un
sinaptik plastisite kontroli
ABTI
ABx-42/ABx-40T :
Apoptosis

Sekil 10 Bazi IncRNA'larin AH ile iligkisi (Luo ve Chen 2016).



2.7 Hipotez ve Bilimsel Katki

H1: AH bazi IncRNA'larin ekspresyonlarinin degisimi olasidir.
H2: IncRNA’lar ileride AH tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilabilir.

H3: IncRNA’lar AH tedavisine yonelik farkli arastirmalar icin katki sunabilir.

31



32

3. GEREG VE YONTEMLER

Pamukkale Universitesi Noroloji Anabilim Dali polikliniginde izlenmekte olan
NINCDS/ADRDA tani kriterlerine gére muhtemel Alzheimer tanisi almis, 65 yas lizeri ve
diyabet tanisi almamis hastalar (n=23) calismaya alindi. Poliklinige basvuran diger
hastalar ve birinci derece akrabaligi olmayan hasta yakinlarinin arasindan géndlli olan,
inme gecirmemis ve diyabeti olmayan bireylerden (n=33) kontrol grubu olusturuldu.

Hastalar ve kontrol grubuna ait bilgiler yiz ylize goriisme ile toplandi.

Bu calismaya Pamukkale Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan 17.08.2016 tarihinde 60116787-020\50302 karar numarasiyla

onay verilmigtir.

3.1 Geregler

3.1.1 Cihazlar

Calismamizda kullanilan cihazlar tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan cihazlar

Cihaz Marka

Sogutmali Santrifij WCR-P6 4K15C, Sigma
Vorteks M16-500, Elektromag

Is1 Blogu TDB-100, BioSan
Spektrofotometre Maestrogen Nano, Maestrogen
PZR cihazi Sensoquest

Es zamanh PZR cihazi Step One Plus, Applied Biosystems
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3.1.2 Kimyasallar

Calismamizda kullanilan kimyasallar tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Marka
Ficoll-paque Plus GE Healthcare, Sigma-Aldrich
Dengeli Tuz Solisyonu Sigma-Aldrich
Kloroform Sigma-Aldrich
isopropil Alkol Sigma-Aldrich
Etanol (%70) Merck
RNA icermeyen su Thermo Scientific
3.1.3 Kitler

Calismamizda kullanilan kitler tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Kullanilan Kitler

Kit Firma

cDNA sentez kiti EasyScript Plus cDNA sentez kiti, ABM

2X Kilogreen Master Mix ABM




3.1.4 Kullanilan primer dizileri

Calismamizda kullanilan primer dizileri tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. Kullanilan IncRNA Primer Dizileri

IncRNA

Dizi (5'-3")

Loc728763

Inc-AL445989.1-2

TTC39C-AS1

Linc01420

Lnc-CSTB-1

18S RNA

F: TGCAAGGAAAGGATGCTCTG

R: TCCCAGTCACTTTGTAGCTG

F: TATGGCTATGGCTATGGCTC

R: ATCCACAGCCATAGCCAGTT

F: AATGGATGTTGAGGGTTATG

R: CTCACAGTTCTGGAGGACTA

F: CACTCTACCCTCCGCACC

R: AGGAAGTGAAATCGTGCTGA

F: GGAACTGAACGCTGCATGAA
R: CTGGGTGTTCTGCTATGGCC

F: ACCCGTTGAACCCCATTCGTGA
R: GCCTCACTAAACCATCCAATCGG

34
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3.2 Yontemler

3.2.1 Periferik Kan Orneklerinden Mononiikleer Hiicre (PBMC) izolasyonu

Pamukkale Universitesi Hastanesi Néroloji bélimiinde, olgulardan K.EDTA
antikoagulant tupler kullanilarak gonulli onam formu ile birlikte 10 ml periferik kan 6rnegi
alindi ve Ug¢ saat iginde yogunluk-kademeli santrifigasyon ile mononikleer hlcre

izolasyonlari yapildi.

Oncelikle 3 ml Ficoll-paque Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB) bir santrifijj
tipune eklendi, Uzerine dengeli tuz sollsyonu ile seyreltilen 4 ml kan 6rnegi ficoll-paque

ile karismayacak sekilde ilave edildi.

e Ardindan 6rnek 400xg’de 20°C ‘de 40 dakika santrifij edildi, sUpernatant
ayrildiktan sonra ara fazda kalan PBMC’ler steril pipet yardimiyla baska bir
santrif(j tipune aktarildi (Sekil 11).

e Transfer edilen PBMC hacminin yaklagik 3 kati kadar (~6 ml) dengeli tuz
solUsyonu eklendi ve nazikge pipetaj yapilarak karistirildi.

o Daha sonra tekrar 400xg ‘de 20°C ‘de 10 dakika santrifij edildi, stipernatant
uzaklastirildiktan sonra bu islem yikama amaciyla tekrarlandi.

o Elde edilen hiicre pelleti Gizerine 1 ml Trizol Reaktifi (PeqGOLD, TriFast) eklenip
kullanima kadar -20°C ‘de sakland.

o Elde edilen mononukleer hicrelerden Trizol yardimiyla total RNA izolasyonu

gerceklestirildi.

Kan érnegi Plazma

E Mononikleer hiicreler

Ficoll-paque mediumu
Ficoll-Paque mediumu

Granilositler

Eritrositler

Sekil 11 Ficoll-pague Plus Yardimi ile PBMC lzolasyonunda Fazlarin Olugsumu
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3.2.2 PBMC’lerden Total RNA izolasyonu

Alzheimer tanisi konmus bireylerden alinan kanda kontrol grubu bireylerden farkl
olarak eksprese edilen IncRNA’lar1 belirlemek amaciyla, elde edilen PBMC’ lerden total

RNA izolasyonu ile gercgeklestirildi.
izolasyon protokolii agagida belirtilen sekilde uygulandi:

e 500 ul Trizol reaktifi icinde muhafaza edilen 6rnekler oncelikle oda sicakhgina
getirildi.

o Uzerlerine 200 pl kloroform eklendi, 15 saniye kuvvetli vorteks yapildi.

e Ornekler 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Organik fazin ayrilmasi icin 12.000 xg’ de 10 dakika 4°C ‘de santrifiij edildi.

e Santrifij sonrasi supernatant kisminda toplanan RNA yeni bir tipe aktarildi ve
500 ul isopropil alkol eklenip pipetaj yapildi.

o 10 dakika oda sicakliginda inkube edildikten sonra tekrar 12.000 xg’ de 10 dakika
santrifj edildi.

e Sipernatant atilarak pellete 1 ml %75’lik soguk etanol ¢dzeltisi ilave edildi.

e 7.500 xg’ de 5 dakika santrifij edildikten sonra supernatant atildi ve etanoliin
uzaklastirimasi amaciyla tiplerin kapaklari agik birakilarak RNA pelleti
kurumaya birakildi.

e 60°C’de 10 dakika inkuibasyona birakildi.

e Son basamakta ise pellet, miktari ile orantili sekilde RNaz icermeyen su ile

cozUldu.

3.2.3 RNA Miktar ve Saflik Tayini

Elde edilen RNA'’ larin konsantrasyon ve saflik/kalite dlgimleri spektrofotometrik
yontem ile (Nanodrop Maestrogen) yapildi. Her bir érnede ait RNA érneginden 2
alinarak cihazda okuma yapildi, 6érneklere ait konsantrasyonlar ve A260/280 degerleri
kaydedildi. Saflik orani 1.8 ile 2.0 arasinda olan dérnekler kaliteli olarak kabul edildi ve

¢alismada yer verildi.
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3.2.4 Mikrodizin Analizi

Mikrodizin analizleri icin Macrogen (Kore) firmasindan hizmet alimi yapildi.
Analizde firma tarafindan gelistirilen Agilent SurePrint G3 Human 8x60k v3 Array
platformu kullanildi. Bu platform toplamda 26,083 mRNA ve 30,606 IncRNA igin prob
icermektedir, prob dizileri RefSeq, Ensemble, Unigene, GenBank, LNCipedia Version
2.1 ve Broad Institute gibi veritabanlarindan hastaliga 6zgu gelistirilen algoritmalar ve
biyoinformatik analizlerle belirlenmigtir. Ayrica platform long intergenic RNA (lincRNA),
kiguk nukleolar RNA (snoRNA), kiguk nuklear RNA (snRNA), kuguk Cajal body-specific
RNA (scaRNA), ribozomal RNA (rRNA), telomeraz RNA, valin transfer RNA gibi diger

kodlanmayan RNA tirlerine ait problar da icermektedir.

Mikrodizin analizi igin hasta (n=4) ve kontrol grubu (n=4) 6rneklerinden izole
edilen RNA’ larin saflik ve kalitesi spektrofotometrik yontem (Maestrogen) ve Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) cihazlar ile olgtldl. SurePrint G3 Human
8x60k v3 Array platformunda kullaniimak tzere, érnekler Agilent One-Color Microarray-
Based gen ekspresyon analizi (Agilent, V 6.5, 2010) protokolline gore isaretleme ve
hibridizasyon islemlerine tabi tutuldu (Sekil 12). Kisaca, her érnekten 100 ng total RNA
Cy3-dCTP ile isaretlenerek amplifiye edildi. Isaretli cRNA’lar RNAeasy Mini Kit (Qiagen)
kullanilarak purifiye edildi ve konsantrasyonlari NanoDrop ND-1000 (NanoDrop,
Wilmington, USA) yardimi ile ol¢lldi (pmol Cy3/ug cRNA). Her bir 6rnekten 600 ng
cRNA, 5 ul bloklayici ajan ve 1 pl fragman tamponu kullanilarak fragmente edildi ve 60°C
‘de 30 dakika inkibe edildi, isaretli cRNA’lari dilue etmek izere 25 yl GE hibridizasyon
tamponu eklendi. Daha sonra 40yl hibridizasyon solusyonu slaytlara (Agilent SurePrint
G3 Human GE 8X60K, V3 Microarrays) yayildi ve dagitildi. 17 saat 65°C’de
inkibasyonun ardindan oda sicakhginda yikandiktan sonra, hibridize olan dizinler yine
firma tarafindan gelistirilen floresan Ozellikli ve lazer-uyaricili Agilent Mikroarray
Tarayicisi D (Agilent Technologies, Inc.) ile tarandi. Ham veriler Agilent Feature
Extraction (v11.0.1.1) yazilim programi ile ¢ikarildiktan sonra GeneSpring (Version 12.1)

yazilimi ile normalize edildi ve veriler analiz edildi.
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Sekil 12 Mikrodizin Deney Yontemi

Analiz sonucunda hasta ve kontrol grubu arasindaki ekspresyon farkliliklari
filtrelendikten sonra kat degisimleri incelendi. Kat degisimi alt ve Ust sinin -1.5 ve 1.5’
degerleri olarak kabul edildi. Filtreleme sonucu kontrol grubuna gére hasta grubunda en
fazla kat degisimi gosteren IncRNA profilleri belirlendi. Ekspresyonu artan ve azalan
IncRNA’larin muhtemel fonksiyonlari ve tanimlari NCBI, Diana TOOLs, Lncipedia,
LncTar, LCRNAbase veritabanlari kullanilarak belirlendi.

3.2.5 cDNA sentezi
3.2.5.1 Total RNA’nin cDNA’ya ¢evrimi

Total RNA drnekleri EasyScript Plus cDNA Revers Transkripsiyon kiti (Applied
Biological Materials) kullanilarak cDNA’ya donUsturildi. Reaksiyon kosullar tablo 10 ve
tablo 11’ de verildi.
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Tablo 10. cDNA gevrimi reaksiyon kosullan 1.basamak

Bilesen Miktar
Total RNA 1 ul
dNTP karisimi 1l
Random primer 1l
Nukleaz icermeyen su 11.5 ul
Total hacim 14.5 ul

Ornek kit protokoliine uygun sekilde 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve ardindan
hizli bir sekilde buz Gzerine alinip 1 dakika bekletildi. inkiibasyon sonrasi ayri bir tiipte

asagidaki karisim hazirlandi.

Tablo 11. cDNA cgevrimi reaksiyon kosullari 2.basamak

Bilesen Miktar
5x RT tampon 4 ul
Reverse Transkriptaz 1ul
RNaz icermeyen ribonukleaz inhibitor 0.5 ul
Total hacim 5.5 ul

Reaksiyon karisimi PZR cihazinda (Sensoquest) sirasiyla 25°C’de 10 dakika, 50°C’de
50 dakika ve 85°C’de 5 dakika olacak sekilde reaksiyona tabi tutuldu. Ornekler es

zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

3.2.6 LncRNA’larin Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Analizi

Calismada hazirlanan PBMC &rneklerinden izole edilen total RNA’lardan
mikrodizin analizi ile belirlenen IncRNA’larin primerleri tasarlandiktan sonra ilgili genlerin
ekspresyon degisimleri ve IncRNA’larin ekspresyonlari (Applied Biosystem) cihazinda
teyit/analiz edildi. Calisma kapsaminda AH ve kontrol gruplarindan elde edilen cDNA
ornekleri Kilogreen 2X (ABM) master mix kullanilarak ABI Step One Plus es zamanli
PZR cihazinda ¢ogaltildi. Reaksiyon kosullari tablo 12’ de verildi.
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Tablo 12. Kantitatif Es Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullar

Bilesen Miktar
cDNA 6rnegi 2 ul
KiloGreen 2X master mix 10 i
lleri primer (Forward) 0.3 ul
Geri Primer (Reverse) 0.3 ul
RNaz icermeyen su 7.4 ul
Total hacim 20 ul

Reaksiyon dongusu her érnek icin 3 tekrarli olacak sekilde, 95°C’de 10 dakika
enzim aktivasyonu ve 40 déngu 95°C’de 15 saniye denatlirasyon ve 60°C’de 60 saniye

primer baglanmasi ve uzamasi basamaklarindan olusmaktadir.

3.2.7. IncRNA hedeflerinin Gen Ontoloji (GO) ve Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) yolak analizleri

Mikrodizin sonucu belirlenen IncRNA’larin fonksiyonlarini analiz etmek, hangi
biyolojik streg, molekdler islev ve biyokimyasal yolakta yer aldigini belirlemek igcin GO

ve KEGG yolak analizleri gergeklestirildi.

3.2.8 istatistiksel Analiz

Gen ekspresyonlarinin analizinde SPSS v 15.0 (Statistical Package for the Social
Sciences) ve web tabanli analiz programi olarak hizmet veren www.sabiosciences.com

web sitesi kullanildi (https://dataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php).

Hasta ve kontrol gruplarindaki IncRNA gRT-PCR verilerinin ct degerlerinin
karsilastirimasinda; Ct istatistik yontemi olan “2*-AACt” analizi, korelasyon analizi ve
student t testleri kullanildi. Mikrodizin ve gRT-PCR sonuglarinin istatistiksel analizinde

P<0,05 degeri anlamlilik seviyesi olarak kabul edildi.


https://dataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php
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4. BULGULAR

4.1 PBMC’lerden izole edilen Total RNA Orneklerinin Kalitelerinin Degerlendirmesi

Calismaya dahil ettigimiz 23 Alzheimer hastasi ve 33 kontrol PBMC
orneklerinden izole edilen total RNA'larin kalite dlgiimleri spektrofotometrik yontem ile
Nanodrop (Maestrogen) cihazinda gerceklestirildikten sonra mikrodizin ¢alismasi
gerceklestirildi. Ardindan mikrodizin analizi uygulanacak olan 4 hasta ve 4 kontrol
orneginin total RNA kalitesi Macrogen firmasi tarafindan “RNA Integrity Number (RIN)”
degerleriyle belirlendi. Mikrodizin analizi dncesinde Agilent 2100 biyoanalizér cihazinda
Macrogen firmasi tarafindan kontrol edildi (Sekil 13). RIN degeri 7’den blylk olan

ornekler mikrodizin ¢alismasi i¢in uygun kabul edildi.

a)

b)

Sekil 13 Agilent 2100 Biyoanalizor RIN Degerlendirme Sonuglari a) Kontrol Grubu Orneklerinden izole
Edilen RNA’larin RIN Analizi b) Hasta Grubu Orneklerinden Izole Edilen RNA’larin RIN Analizi
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4.2 Mikrodizin Analizi Verilerinin Kalite Kontroli

Alzheimer hasta ve kontrol grubu RNA érneklerinin analizi i¢in kullanilan Agilent
SurePrint G3 Human 8x60k v3 Array platformunda toplamda 26,083 adet mRNA ve
30,606 adet IncRNA spesifik prob bulunmaktadir. Calismada kullanilan drneklere
baglanan prob sayilari sekil 14’te verildi.

Baglanan Prob Sayisi
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Sekil 14 Hasta ve Kontrol Grubu Orneklerinde Baglanan Prob Sayilari

Normalize edilen problarin dagiiminin karsilagtiriimasi igin density plot analizi,
Pearson korelasyon katsayisi kullanilarak &rnekler arasindaki tekrarlanabilirligin

derecesini gormek igin de scatter plot ve level plot analizleri gercgeklestirildi (Sekil 15a ve
Sekil 15b).
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Before Quantile Normalization After Quantile Normalization
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Sekil 15 Veri Kalitesinin Kontrolii a) Density Plot Goruntiisii b) Scatter plot ve Level Plot Analizi

Mikrodizin analizine goére kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1,5 kat ve 2 kat
degisim goésteren prob sayilari Sekil 16’ da gdsterildi. Kat degisimi 1,5 ve lzeri kabul
gobrmek Uzere, hasta ve kontrol ekspresyon seviyeleri arasindaki iliskinin analizi igin
scater plot yapildi (Sekil 17a). Kat degisimi ve p degerleri kullanilarak volcano plot analizi

gercgeklestirildi (Sekil 17b).
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UP ve DOWN regiile prob sayilan
(FC>= 1.5 & 2.0 olmak Uzere)
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Prob sayisi

Sekil 16 Hasta Grubu Orneklerinde 1,5 ve 2 Kat Ekspresyon Degisimi Saptanan Prob Sayilari

a) Hasta & Konlrol arasinda ekspresyon seviyesinin Plot grafigi b) Volcano Plot grafigi
raw.p vs. fold-change
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Sekil 17a) Hasta/Kontrol Gruplarn Arasindaki Ekspresyon Degisiminin Scatter Plot ile Gosterilmesi
b) Hasta/Kontrol Gruplarinin Kat Degisimlerinin Volcano Plot ile Gosterilmesi
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Agilent SurePrint G3 Human 8x60k v3 Array platformunda gergeklestirilen dizi
analizini takiben biyoinformatik analizi sonucu kontrol grubu o6rneklerine kiyasla
Alzheimer hasta grubu drneklerindeki IncRNA’larin kat degisimleri hesaplandi. Ornekler
arasindaki korelasyon kullanilarak, hasta ve kontrol orneklerindeki ekspresyon
degisiklikleri hiyerarsik kimeleme (heat-map) analizi ile gosterildi (Sekil 18) (Satirlar
farkli ekspresyona sahip IncRNA'lari, sutunlar hasta ve kontrol orneklerini temsil

etmektedir. Renk skalasi IncRNA ekspresyonunu gésterir; sari renk upreglilasyonu ve
mavi renk downreglilasyonu ifade etmektedir).

Hiyerarsik Kimeleme

Z-=core

| [T

Kontrol |
Hasta |

j

|

n

|

Hasta 1
Hasta 2
Hasta 3
Hasta 4
Kontrol 2
Kontrol 3
Kontrol 4

Kentrol 1 H’

Sekil 18 PBMClerde Farkli Olarak Eksprese Edilen IncRNA'larin Hiyerargik Kiimeleme (heat map)
Analizi ile Gosterilmesi
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4.3 Mikrodizin Analizi

Calismamizda, mikrodizin analizi sonucunda IncRNA’larin artan ve azalan
ekspresyon degisimlerini belirlemek icin alt sinir -1,5 ve Gst sinir 1,5 kat olarak belirlendi.
Filtreleme asamasinda ekspresyon degisimleri Dbelirlenirken, mikrodizin analizi
gerceklestirilen 4 hastanin her birinin en az bu alt ve Ust sinir kat degerlerini kargilamasi
g0z 6nunde bulunduruldu. Bu filtreleme kriterlerine uygun olarak Alzheimer hastalarinda
31 downregtile ve 41 upregule IncRNA saptandi. Bu IncRNA’lar ve kat degisimleri tablo
13 ve tablo 14 'te g0sterildi.

Tablo 13. Mikrodizin Analiz Sonucu Kontrollere Gére Hasta Gruplarinda downregiile Bulunan
IncRNA’lar

ﬁigﬁ'::‘l’ﬂe Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3 Hasta 4

LOC728763 -4,124044 -1,706916 -2,648953 -1,713614
Inc-CSTB-1 -2,199816 -2,803456 -2,623407 -1,544451
CYP1B1-AS1 -1,648828 -4,310289 -1,654920 -1,607806
LINCO01503 -2,133323 -1,752339 -1,604933 -1,614025
LOC101928932 -1,599950 -2,631527 -1,940211 -3,184056
LINCO00968 -2,559330 -2,411954 -1,923300 -3,347504
Inc-KDM4C-3 -2,017872 -1,517820 -1,691459 -1,714362
LOC100506159 -7,535634 -6,028379 -10,958518 -1,856939
Inc-DDX51-5 -1,932987 -2,632823 -2,311075 -1,632773
Inc-CD300C-2 -1,519293 -2,178222 -1,943471 -1,664227
Inc-ETS2-4 -1,980361 -1,863993 -1,874066 -1,907603
XLOC_12_001496 -1,700257 -1,859798 -1,763060 -1,610596
XLOC_12_010724 -1,794043 -2,320527 -1,522560 -1,829467
LOC100507639 -1,547104 -1,630571 -1,808850 -5,670074
LINC01504 -1,877001 -2,214707 -1,771857 -1,883687
LINC01272 -1,648111 -1,955071 -2,604753 -1,881108
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LOC102724156
Inc-C170rf63-3
LOC100996425
Inc-LBR-1
Inc-PAPLN-1
LINCO0877
LOC101929911
LOC102723894
Inc-RNF149-2
LOC101929756
Inc-FOXI2-1
LOC400743
LOC644090
LOC100996405
LOC101927768

-1,734757
-1,552261
-1,995707
-1,993192
-1,563311
-1,681314
-1,573140
-1,651684
-2,370857
-1,918087
-3,392823
-1,912760
-2,705299
-2,861737

-2,735709

-1,968293
-2,011806
-2,069916
-1,624549
-1,523394
-1,833690
-2,927420
-4,447477
-1,684194
-2,605279
-1,763558
-1,694373
-2,006360
-2,351553

-1,908118

-1,909193
-1,644822
-2,293556
-1,572362
-1,615155
-2,857008
-1,633190
-1,840507
-2,152664
-1,984846
-2,096741
-2,166438
-2,365269
-2,096245

-1,875548

-1,835638
-1,533907
-1,727994
-1,876527
-1,577252
-2,055121
-1,753980
-1,533644
-1,945090
-3,061001
-1,663189
-2,444045
-1,577683
-1,520180

-1,544190
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Tablo 14. Mikrodizin Analizi Sonucu Kontrollere Gére Hasta Gruplarinda upregiile Bulunan

IncRNA'lar

Upregule Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3 Hasta 4
IncRNA’lar
Inc-AL445989.1-2 1,899418 2,980903 2,966024 2,736300
LINCO01420 2,106312 2,530561 2,830919 2,580135
TTC39C-AS1 4,020479 2,925936 3,232243 1,554500
LOC102725166 1,782349 1,751051 1,895494 1,763387
XLOC_12_010558 1,698557 2,161129 1,714862 1,883672
Inc-SNURF-1 1,735363 1,640118 1,569597 1,915025
SNORD108 1,511523 2,254205 1,956978 2,863473
SNORDG60 1,719888 2,163990 1,537654 2,106722
Inc-MTR-1 1,566835 1,873405 1,593019 3,887331
LOC101927156 1,780491 2,049043 1,899844 1,684023
Inc-CLVS1-1 1,765153 1,557479 1,996175 2,559009
Inc-RBM12B-2 1,969160 2,255140 1,725664 1,687938
LINC01049 1,607336 2,294057 1,581994 1,822581
LOC100506499 1,540731 1,582771 1,551501 1,616868
LOC102723354 1,671409 1,811790 1,625981 1,816384
Inc-ZNF793-1 1,911618 2,108661 2,627936 2,358020
LOC101928399 1,835564 2,533202 1,819268 1,644246
XLOC_12_004640 1,669484 1,698467 2,017200 1,589584
LINC00342 1,733982 1,995401 1,869864 1,808917
LOC100507387 1,509215 1,663005 2,140356 4,662463
XLOC 12 013056 2,730731 2,828431 1,602074 2,219941
Inc-TMEM18-12 1,909622 2,613329 2,010383 2,565591
LOC101928152 1,174264 2,005505 2,653685 1,677986
Inc-BID-2 1,949123 1,858211 2,046906 2,143737
Inc-C160rf13-3 1,658962 1,685956 1,631290 2,354010

1,835078 2,425836 1,596882 1,671087

HOXB-AS1
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Inc-CCDC68-2
LOC100996286
Inc-FLYWCH2-1
LINC00243
Inc-RASA1-3
Inc-RCL1-1
Inc-SLC36A4-1
LOC101929294
Inc-TC2N-1
LOC101927156
Inc-ZNF91-2
Inc-ZC3H12D-4
STX17-AS1
LOC642947
NPCDR1

1,578280
3,201994
1,696204
1,961134
1,599820
2,057889
1,500812
1,955399
1,647061
1,805189
2,762767
1,526741
1,787034
1,765217

1,932223

2,176819
1,651166
2,144776
1,757680
1,536655
1,741359
1,591112
1,865970
1,676810
1,905664
2,103664
1,868128
1,934072
1,944902

1,586733

1,061341
1,591989
1,887407
2,099182
1,653864
1,581068
1,535415
1,680882
1,921979
1,986462
2,556493
1,514271
1,515405
1,534571

2,403640

1,797811
1,981482
2,972147
2,679422
3,050247
1,786605
2,176396
2,081096
1,614854
1,809370
2,611204
1,946948
2,599613
1,610167

7,046130
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4.3 Ekspresyon Degisimi Saptanan IncRNA’larin qRT-PCR Yoéntemi ile

Validasyonu

Mikrodizin analizi sonucu ekspresyon degisimi saptanan IncRNA’lardan
bazilarinin validasyonu gRT-PCR yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Bu asamada
artmis ekspresyon gosteren Inc-AL445989.1-2, LINC01420, TTC39C-AS1 ile azalmis
ekspresyon gosteren Inc-CSTB1 ve LOC728763 IncRNA’larina 0zgln primerler
tasarlanarak qRT-PCR yontemi ile ekspresyon degisimleri kontrol edildi. Mikrodizin
analizi ile uyumlu sekilde; hasta o6rneklerinde Inc-AL445989.1-2, TTC39C-AS1 ve
LINC01420 IncRNA’larinda artmig ekspresyon ve Inc-CSTB1 ve LOC728763’de azalmis
ekspresyon saptandi. Ekspresyon degisimlerine ait grafikler sekil 19, sekil 20, sekil 21
sekil 22 ve sekil 23 'te verildi.

Inc-AL445989.1-2

Kat degisimi
N w H (9] (<)) ~N

[

offffff.lff_ff...

-2
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20

Hastalar

Sekil 19 gRT-PCR ile belirlenen Inc-AL445989.1-2 ekspresyonu



LINC01420

6

5

g

2 3

Sl I I I

X

f_ARRRnnnnnei k0
N

-1
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10H11H12H13 H14 H15H16 H17 H18 H19 H20

Hastalar

Sekil 20 gRT-PCR ile belirlenen LINC01420 ekspresyonu

TTC39C-AS1

3,5
3
2,5
2

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10H11H12H13H14H15H16H17H18H19H20
Hastalar

Kat degisimi
o L
o Ul = U

1
1 p
= U

Sekil 21 gRT-PCRile belirlenen TTC39C-AS1 ekspresyonu
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Inc-CSTB1

0,8
0,6
0,4
0,2

0,4

-0,6
-0,8

Kat degisimi
o

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 HY9 H10H11H12H13H14H15H16H17H18H19H20
Hastalar

Sekil 22 gRT-PCR ile belirlenen Inc-CSTB1 ekspresyonu

LOC728763

Kat degisimi
& o r N w
Ul O U1 = LT N T W U

'
[y

~ 1
Ul =

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10H11H12H13H14H15H16H17H18H19H20
Hastalar

Sekil 23 gRT-PCRile belirlenen LOC728763 ekspresyonu
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4.4 Gen Ontoloji ve Kyoto Encylopedia of Genes and Genomes (KEGG) Yolak

Analizleri

Calismamizda farkli ekspresyon gosteren IncRNA’larin rol aldigi hucresel,
biyolojik ve molektler agidan fonksiyonel suregleri ortaya ¢ikarmak amaciyla Macrogen

firmasi tarafindan yapilan Gen Ontoloji (GO) analizi igin http://geneontology.org/

veritabani kullanildi. Herbir analiz icin hasta ve kontrol gruplari karsilastirilarak en
anlamh farklilik gosteren 10 sireg¢ belirlendi. Tum analizlerde kiimelerin hedeflerinin
yuksek iligkili oldugu surecler p<0.05 degeri dikkate alinarak belirlendi.

Sekil 24'te gosterildigi Uzere GO terimleri agisindan degerlendirildiginde biyolojik
sureglere gore yapilan siniflandirmada hicresel ve metabolik; hiicresel bilesenlere gore
yapilan siniflandirmada hiicre, organel, hiicreler arasi, hiicre membrani gibi bilesenler;
ve molekiler fonksiyona gore yapilan siniflandirmada ise protein, iyon, organik bilesen

baglanmasi, katalitik aktivite islevleri gibi strecler anlamli bulundu.


http://geneontology.org/

Biyolojik Siiregler
GO Analizi Sonucu En Anlamli Bulunan 10 Siireg
p Deferi <0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 {***)

Hiicresel Siiregler

Tek-organizmal Siiregler
Tek-organizmal Hiicresel Siiregler
Biyolojik Regiilasyon

Biyolojik Siireglerin Regiilasyonu
Hiicresel Siireglerin Reglilasyonu
Metabolik Stiregler

Uyaranlara Yanit

Organik Maddelerin Metabolik Stireci

Biyolojik Siireglerin Pozitif Regiilasyonu

o loo Zoo 300 400 500 500

Sayl

Hiicresel Bilegenler

GO Analizi Sonucu En Anlamli Bulunan 10 Sireg
p Degeri <0.05 {*), 0.01 (**), 0.001 {***)

Hiicre kisimlan

Hiicre

Organel

Hicreler Arasi

Hicreler Arasi Kisim
Membranla Cevrili Organel
Sitoplazma

Hiicreler Arasi Organel

Membran

Hiicreler Arasi Membranla Cevrili Organel

o 100 200 300 400 Soo G500 FO0

Sayl
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Molekiiler Fonksiyon

GO Analizi Sonucu En Anlaml Bulunan 10 Siireg
p Dederi <0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 {***)

ok e

Baglanma

Protein Baglanmasi

iyon Baglanmasi

Katalitik Aktivite

Organik Siklik Bilesen Baglanmasi
Heterosiklik Bilesen Baglanmasi
Anyon Baglanmasi

Kiigik Molekiil Baglanmasi
Karbonhidrat Tirevleri Baglanmasi

Katyon Baglanmasi

@ 100 200 jece] 400 5008 [=]=10]

Sayl

Sekil 24 Gen Ontoloji Analizi Sonucu En Cok Anlamlilik Gésteren 10 Siire¢ (p<0.05)

Ekspresyon farkliigi gdsteren IncRNA’larin birbirleri ile olan iligki durumlarini

incelemek Uzere, http://www.kegg.jp/kega/pathway.html veritabani kullanilarak yapilan

KEGG yolak analizinde ise herbir analiz i¢in hasta ve kontrol gruplar kargilastiriidi. Tim

analizlerin degerlendirmesinde p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

KEGG analizi sonucuna goére metabolizma, hicresel ve gevresel sureclerle insan

hastaliklari ile iligkili anlamlilik gdsteren baslica yolaklar Sekil 25'te verildi.


http://www.kegg.jp/kegg/pathway.html

I Metabolizma
Genetik Bilginin Islenmesi
Cevresel Bilginin Islenmesi
Hiicresel Surecler
Organizmal Sistemler
Insan Hastaliklar

p-degeri

pe=0.001 p<=0.01 p<=005 p=0.05

Metabolik Yolaklar

Ras Sinyal Yolagdi

Rap1 Sinyal Yolag!
Lizozom

Hematopoietik Hicre Hatti
Osteoklast Farkhilagmasi
Kanser Yolaklari
Kanserde Transkripsiyonel Deregllasyon
HTLV-I infeksiyonu
Karbon Metabolizmasi
MAPK Sinyal Yolag!

Hucre Adezvon Moleklleri
Sitokin-sitokin Reseptor Etkilegimleri
Tight Junction

PI3K-Akt Sinyal Yolagdi

Dilate Kardiyomiyopati (DCM)

Th1 ve Th2 Hicre Farklilagmasi
T-hiicre Sinyal Yolag!

Hippo Sinyal Yolag

Oksitosin Sinyal Yolagi

Sekil 25 KEGG Yolak Analizi Sonucunda Anlamlilik Gosteren Baslica Yolaklar
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5.TARTISMA

Alzheimer hastaliginda IncRNA’larin tanimlari, iglevleri ve etki mekanizmalari ile
ilgili calismalar az sayidadir. LncRNA’ larin epigenetik, transkripsiyonel, post-
transkripsiyonel ve gen ekspresyonunu dizenlemek gibi temel hiicresel sireclere dahil
olmalari; onlarin hiicre homeostazindaki merkezi rollerinin altini gizmistir (Wu vd 2013).
Periferik kandaki mononukleer hlcrelerin bazi nérodejeneratif hastaliklardaki patogenezi
yansittigi ve LncRNA’larin doku spesifik ekspresyonlari bilinmektedir. inflamatuar
surecin yanisira, metabolizma dlzeyinde de ndrodejeneratif hastaliklarda PBMC’lerin
kullanimi 6nerilmistir (Mandas vd 2012). Kullanilabilecek bir baska olasi belirte¢
serebrospinal sivi (CSF) dir. Bu sivinin AH icin 6zellikle AB konsantrasyonunu ve tau
proteinlerinin modifikasyonlarini saptamada duyarli oldugu bulunmustur. Son ¢alismalar
da AH beyinlerindeki patogenezi yuksek spesifite ile yansittigini géstermistir. Ancak
invaziv bir yontem olan belden CSF alimi (lumbar puncture) ve korunmasi gugtur;

oldukga pahali bir yontemdir ve rutin tani icin uygun degildir (Anoop vd 2010).

Literatlr taramasinda, Alzheimer hastaliginda PBMC’lerde IncRNA’larI arastiran
herhangi bir galismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada, PBMC’de profili belirlenen yeni
31 adet downregiile, 41 adet upreglile INncRNA'’ larin gelecekteki arastirmalara énemli
katki saglayacagi kanisindayiz. Zhou ve Xu (2015), farkli dokularda AH ile iligkili
IncRNA’lar1 mikrodizin analizi ile belirlemeyi amacladiklari ¢alismalarinda postmortem
beyin dokusuna spesifik ve ¢ogu intergenik olmak Uzere 24 upregiile ve 84 downregdile
IncRNA tespit etmiglerdir. Calismalarinda cgesitli dokularda AH'de en ¢ok downregiile
bulunan IncRNA’larin diger dokulara oranla beyinde daha yiksek oranda eksprese
edildigini belirtmiglerdir. Zhou ve Xu (2015) tarafindan kullanilan dokular arasinda PBMC
bulunmamasi ve belirlenen IncRNA'lardan herhangi birinin bu c¢alismada anlamh

olmamasi bakimindan bulgularimiz dikkat ¢ekicidir.

GUnumuzde, PBMC’lerde IncRNA’lar ilgili yapilan diger calismalarda; kronik
obstriktif akciger hastaliginda birka¢ yeni INcRNA tanimlanmis (Qu vd 2018); sistemik
lupus eritematozda IncRNA MALAT in inflamatuar bir regulatér olabilecegi 6ne surdlmus

(Yang vd 2017), Dengue hastaliginda ise IncRNA NEAT?'in downregiile oldugu
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saptanmistir (Pandey vd 2017). Ayrica Chen vd’ nin 2016 yilinda, sizofreni hastalarinin
PBMC’lerinde diferansiyel olarak ifade edilen IncRNA'larin sistematik olarak
belirlenmesini kapsayan c¢alismalarinda INcRNA NONHSAT089447, NONHSAT021545
ve NONHSATO041499'un sizofrenide belirgin sekilde downregiile oldugunu ve
NONHSAT089447 ve NONHSAT041499'un da upregiile oldugunu saptamiglardir.

AH ile ilgili gen ekspresyon c¢alismalarinda ise, Schipper vd (2007), ekspresyonu
artan miRNA’larin, hem AH beyinlerinde hem de periferik dokularda spesifik mMRNA
turlerinin baskilanmasindan sorumlu olabilecegini varsayarak yaptiklari calismada, hafif
sporadik AH ve yasla uyumlu saglikh kontrollerden elde edilen mononukleer hiicrelerde,
462 insan miRNA'sIni (let-7 ailesinden miR-663'e) taramiglar ve sonug olarak sporadik
AH'de mononukleer hicrelerin miRNA' larinin deregtlasyonlarinin, AH patogenezine
Isik tutabilecedini ve muhtemel tanisal /prognostik biyobelirtecleri olabilecegini
ongormuglerdir. Bulgulara gore, Alzheimer hastalarinin PBMC’lerinde degisen miRNA
ekspresyon profillerinin, klinik fenotip ile iligkilerinin ve hlcresel patogenezdeki
potansiyel rollerinin oldugu sonucu ¢ikmaktadir (Ren vd 2016). Baska bir calismada ise
Alzheimer hastaligina sahip bireylerin PBMC’lerinde pCREB ekspresyonunun azaldigini
ve ek olarak, PBMC' deki pCREB seviyelerinin AH’ li kigilerin postmortem beyinlerindeki
pCREB ekspresyonu ile pozitif iligkili oldugunu gdstermislerdir. Bu sonuglar, PBMC' deki
pCREB ekspresyonunun ayni zamanda beyindeki ekspresyonunun da gostergesi
olabilecegini ve dolayisiyla AH'de kognitif fonksiyon ve hastalik progresyonunun bir

biyobelirteci olarak pCREB’in kullanilabilecegini isaret etmektedir (Bartolotti vd 2016).

Alzheimer hastaliginda nérofibriler yumaklar ve amiloid plaklarin yani sira
beyinde merkezi ve periferik sistemlerde inflamatuar bir stire¢ s6z konusudur. Periferik
kan monontukleer htcreleri (PBMCs) normal bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak
merkezi sinir sistemi (CNS)'e ulasabilmektedir. Son gelismeler, noérodejeneratif
hastaliklarda CNS hasarinin onariminda PBMC'lerin kullanilabilecegini gostermektedir
(Togo vd 2002, Julian vd 2015). Pani vd (2009) ise, Alzheimer hastalarindan ve birinci
derece akrabalarindan alinan plazma ve PBMC’lerde lipid metabolizmasini analiz
etmigler; PBMC' lerde kolesterol ester metabolizmasinin ex vivo olarak degerlendirmigler
ve PBMC'’leri kolay ve hizli bir sekilde gerceklestirilebilen givenilir bir analiz ile AH
teshisine destek olabilecek faydall bir biyokimyasal ara¢ olarak tanimlamiglardir. Diger
arastirmalara bakildiginda; Alzheimer hastalarindan elde edilen kultire edilmis G¢
boyutlu (3D) néronlarin ve postmortem beyin dokularinin proteomik analizi igin
olusturduklari platformda indiklenmis pluripotent kok hiicre hatlari olusturabilmek igin

Periferik kan mononukleer hicreleri (PBMC) kullaniimigtir (Chen vd 2018). Julian vd
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(2015)" nin, plazma ve periferal kan mononukleer hicrelerde (PBMC) periferik
inflamatuar parametre dizeylerinin, AH tanisi sirasinda biligssel durumla iligkili olup
olmadigini belirlemeyi amagladiklari ¢alismalarinda, AH patogenezinde rol alan

sitokinleri PBMC’lerde de saptamiglardir.

Simdiye kadar AH da postmortem beyin dokusu ile yapilan ¢alismalarda ise kesin
olmamakla birlikte hastalikla iliskili birkag IncRNA tanimlanmistir (Faghihi vd 2008,
Airavaara vd 2011, Magistri vd 2015, Zhang vd 2017). Gu vd ‘nin (2018) yaptigi bir
calismada IncRNA EBF3-AS’nin, APP/PS1 transgenik fare modellerinde beynin
hipokampus bolgesinde upregiile oldugu bulunmus, SH-SY5Y noéroblastoma hicre
hatlari ile olusturulan in vitro modelde ise bu INncRNA’nin upregiile oldugu dogrulanmig
ve noronal apoptozu indukledigi sonucuna variimistir. PBMC’lere ile ilgili literattr
taramasinda EBF3-AS ait bir calismaya rastlanmadi ve ¢alismamizda EBF3-AS ile ilgili
dramatik bir degisim de saptanmadi. Magistri vd (2015) tarafindan EBF3-AS beynin farkl
bdlgelerde ekspresyonu degisen transkriptlerden biri olarak tanimlanarak qRT-PCR ile
ekspresyonu dogrulanmis ve LOAD ile iligkilendirilmistir. Cosentino vd, 2009 yilinda
yaptiklari bir arastirmada saglikl bireylerden ve Alzheimer hastalarindan PBMC' de bazi
apoptotik proteinlerin (Bcl-2, Bax ve kaspaz-3) ekspresyonunu arastirmiglar, AH olan
kisilerde apoptoza bagl proteinlerin PBMC’lerdeki ekspresyonu agisindan saglikli
kontrollerden farkli olabilecegi konusunda bir kanit bulunamamistir. Ancak yine de
Ozellikle apoptoz yolaklarinin AH néronlarindaki gibi bir sirecte aktive olduklarini

genellemek icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

ilk kez Mandas vd (2012), Alzheimer hastalarindan elde edilen PBMC'lerde
kolesterol ve amiloidojenik yolak ile iligkili genlerin degisen ekspresyon profillerini rapor
etmis ve ileri calismalar icin PBMC'de kolesterol homeostazi ve APP sireci ile iligkili
genlerin ekspresyonlarini, AH riskini degerlendirmek igin olasi biyobelirtecler olarak
onermiglerdir. Bu ¢alismada, PBMC’lerden AH icin inceledigimiz IncRNA profillerinin
KEGG analizi ile degerlendiriimesi sonucu Mandas ve arkadaslarinin (2012) sonucuyla

uyumlu olarak Alzheimer hastalarinda metabolik yolaklarla anlamli iligkisini saptadik.

Homosistein, sulfir igeren bir amino asittir ve metionin yolunun bir metabolitidir.
Metionin, purin ve timidilat donguleri arasindaki iligskiler; DNA, nodrotransmitterler,
fosfolipitler ve miyelin sentezinde kritik rol oynayan karbon metabolizmasini olugturur.
Alzheimer hastaligl ile yapilan deneysel modeller ile ilgili caligmalarda, farelerde
metiyonin takviyesinin, beyinde norotoksisite, artmig tau fosforilasyon seviyeleri,
¢ogalmis amiloid-f peptidleri ve hafiza kaybina neden oldugunu gdstermistir (Dayon vd
2017).
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Calismamizda metabolik yolaklar arasinda karbon metabolizmasi basta olmak
Uzere aminoasit biyosentezi, glukoz, mannoz, galaktoz degredasyonu ve sulfur
metabolizmasina iligkin yolaklar belirgin sekilde anlaml bulundu. Bir galismada (Fuso ve
Scarpa 2011) Alzheimer hastaliginin multifaktoriyel olan ge¢ baslangicli formlarinda,
toksik homosisteinin etkiledigi olasi yolaklar olarak, oksidatif stres ve norotoksisite,
kolesterol ve lipitlerdeki degisimler, metilasyon ile protein fonksiyonunun bozulmasi ve
DNA metilasyonu ile gen ekspresyonunun deregulasyonu gibi mekanizmalarin rol aldigi
bildiriimistir. Ayrica LOAD stresi ve epigenetik arasindaki baglantilarin, karbon
metabolizmasi degisikligine bagll olarak metilasyon homeostazinin bozulmasinda ana
faktor olduguna deginilmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak, ¢alismamizda anlamli bulunan
karbon ve aminoasit metabolizmasi ile iligkili yolaklarin literatiri destekledigini

dusuinmekteyiz.

Calismamizda anlamh bulunan diger yolaklar arasinda Ras, Rap1, MAPK, GSK
yolaklari bulunmaktadir. Kirouac vd’nin 2017°’de vyaptiklari bir calismada, APP
ekspresyonunun ve oligomerik AB -42'yve noéronal maruziyetin, Ras/ERK sinyallesme
kaskad ile glikojen sintaz kinaz-3 (GSK-3) aktivasyonunu arttirdigini géstermektedir.
Sitoplazmik alanda treonin aminoasidindeki APP fosforilasyonunun, Alzheimer
hastaliginda toksik yol olan B-sekretaz ile proteolizi arttirdi§i gésterilmistir. GSK-3, JNK,
ERK, CDK5, CDK4 ve CDC2 gibi kinazlarin APP Uzerindeki bu bélgeyi fosforile ettiginin
gosterilmesi calismamizi desteklemektedir. Mora vd (2013) yaptiklari bir arastirmada
RTK/Ras/MAPK kaskadini, APP geninin transkripsiyon regulatéru olarak guglu bir adayi
olarak belirtmislerdir. Ancak, bu kaskadin Alzheimer hastaligi ile iligkisi spekulatiftir.
Alzheimer hastaliginin patojenik kdkeninin, oligomer agregatlarinda 3-amiloid birikimi ile
olusturulan noérotoksik bir ortam oldugu dusunulurse, bu yolagin APP genini etkilemesi
oldukgca Onemlidir. Calismamizda anlamli olan Ras/MAPK yolagini hedef alan
IncRNA’lar1 belirleyecek ileri bir calismanin literatire oldukca katki saglayabilecegini

distunmekteyiz.

Lizozomal sistem, beyin hastalarinin postmortem 6rneklerinde yapilan énceki
deneylerin de gosterdigi gibi Alzheimer hastalarinin beyninde oldukga aktiftir. Emiliani
vd’'nin 2013 yilinda yaptig! bir galismada, sporadik veya ailesel formlardan etkilenen
Alzheimerli hastalardan alinan deri fibroblastlarinda lizozomal glikozhidrolazlarin (a-D-
mannosidaz,  B-D-heksosaminidaz ve  [B-D-galaktosidaz) upregilasyonunun
gerceklestigine dair kanitlar sunulmaktadir. Calismada onkogen Ras'in enzimatik
aktivitenin dizenlenmesinde rol oynadigi ve AH fibroblastlarinda MAPK aktivasyonunun
artisi olmaksizin Ras transkriptlerinin ve Ras proteininin artis1 saptanmistir. Normal veya

AH fibroblastlarinda yapisal olarak aktif olan Ras formunun yiksek seviyelerinin,
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glikohidrolazlari upregulasyonuna neden oldugu belirtiimigtir. Ayrica arastiricilar
glikozhidrolazlarin upregulasyonunun yani sira Ras upregulasyonunu, AH'nin erken
belirtecleri olarak tanimlamiglar, periferik dizeyde tespit edilebildi§i ve tanisal amaglarla
kullaniimasi igin iyi adaylarin oldugu da belirtmislerdir. Yapmis oldugumuz calismada
Ras yolaginin yanisira katabolizma ile iligkili yolaklarda lizozomal, fagozomal yolaklar

anlamli bulundu.

Calismamizda mikrodizin analizi sonucunda anlamli sekilde upreglile bulunan
Inc-SNURF1 ile ilgili literatlr taradigimizda, bir calismada (Zhao vd 2015), tumor nekroz
faktor (TNF) aracili sinyal yolagini regile ederek prostat kanserlerinde gucli bir sekilde
iliskili oldugu saptanmistir. Bu g¢alismayla uyumlu olarak olarak Inc-SNURFL1 ile TNF
sinyal yolagi arasindaki baglanti, yapmis oldugumuz kat degisimi analizi ve KEGG
analizimizde istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bu bakimdan, Inc-SNURF’in AH

PBMC’lerinde de TNF yolagini etkileyerek patogeneze katilabilecegini distinmekteyiz.

Bu calismada, LINC01503 downreglile ve PI3K/AKT yolagi da KEGG analizinde
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01). Kiyaslama vyapildiginda Alzheimer
hastaliginin; P53, &strojen, norotrofinler ve TNF alfa, PISBK/AKT/MTOR yolaklari gibi
bircok acidan kanserler ile zit bir iliskiye sahiptir. PISBK/AKT/mTOR yoladinin asiri
aktivasyonunun Alzheimer’de néroprotektif aktiviteye sahipken birgok kanser tirinde
koti prognoza neden oldugu bilinmektedir (Shafi 2016). Calismamizda mikrodizin
analizinde anlamli sekilde downregule bulunan LINC01503’nin; Xie vd ‘nin (2018) yaptidi
bir calismada, skuamoz hulcre karsinomlarinda overeksprese olarak kanser
proliferasyonunda hayati 6nem tasiyan PI3K/AKT ve ERK yolaklarini regtile ettigi ve bu
yolla kanser gelisimine katkida bulundugu gdésterilmistir. Tim bu galismalar bulgularimizi
dogrular niteliktedir. Ancak yeni arastirmalarla IncRNA LINC01503’in ekspresyonu
dogrulanarak PI3K/AKT yolaginda etkisinin olup olmadigdi arastirilabilir.

Calismamizda TRAF3IP2-AS1 anlamli bir sekilde upregiile bulundu. TRAF3IP2-
ASL1 (tumor necrosis factor receptor-associated factor 3-interacting protein 2- antisense
transcript 1) TRAF3IP2 geninin bir komplementidir ve nilkleer lokalizasyona sahiptir.
Kokain bagimlilari ve kontrol érneklerinin postmortem orta beyin dokulari ile yapilan bir
¢alismada (Bannon vd 2015), TRAF3IP2-AS1 transkriptinin TRAF3IP2 gen ekspresyonu
Uzerindeki epigenetik bir etkisi oldugu belirtiimistir. Bu transkriptin bipolar bozukluk ve
sizofreni gibi néropsikiyatrik hastaliklar ile iligkili genlerde regulatér islevi oldugunun
gosterilmesi (Morelli 2000, Fabbri ve Serretti 2016) ve bizim ¢alismamizda KEGG analizi
sonucu IncRNA’larin sinir sisteminde glutamerjik, dopaminerjik, kolinerjik sinapslar;

GABA ve nérotrofin sinyal yolaklari ile belirgin sekilde iligkili oldugunun saptanmasi, bu
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IncRNA’nIn tek bagina daha ileri arastirmalar yapilarak AH'de yol gosterici olabilecegini

disUndirmektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Alzheimer hastaligi hizla ve dramatik bir gsekilde artmaktadir ve etkili bir tedavisi
hentz yoktur. Gunumuzde IncRNA’larin; epigenetik, transkripsiyonel, post-
transkripsiyonel ve gen ekspresyonunun dizenlemesi gibi temel hicresel sureglerdeki
o6nemi vurgulanmaktadir. Periferik kandaki mononukleer hiicrelerde doku spesifik bazi
INcRNA ekspresyonlari nérodejeneratif hastaliklardaki patogenezi yansitabilir, tedavi ve

taniya yardimci olabilir.

Alzheimer hastaliinda PBMC’lerinde IncRNA profillerini arastiran bu calismada;

e PBMC’de yeni 31 adet downreglile, 41 adet upregiile IncRNA’ larin profili
belirlendi.

e Mikrodizin analizinde belirlenen Inc-AL445989.1-2, LINC01420, TTC39C-AS1,
Inc-CSTB1 ve LOC728763 gen ekspresyonlari qRT-PCR ile dogrulandi.

o PBMC’lere ile ilgili literatir taramasinda EBF3-AS ait bir calismaya rastlanmadi.
Calismamizda EBF3-AS ile ilgili bir degisim de saptanmadi.

e AH PBMC IncRNA profilleri KEGG analizi ile degerlendirildiginde; AH IncRNA
profillerinin metabolik yolaklarla anlamli iligkisi belirlendi.

e Inc-SNURF1 ile TNF sinyal yolag! arasindaki baglanti, yapmis oldugumuz kat
degisimi analizi ve KEGG analizimizde istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bu
bakimdan, Inc-SNURF’in AH PBMC’lerinde de TNF yoladini etkileyerek
patogeneze katilabilecedi dusunuldd.

e LINC01503 downregiile ve PI3K/AKT yoladi da KEGG analizinde istatistiksel
olarak anlamli bulundu. PI3K/AKT/mTOR yolaginin asiri aktivasyonunun
Alzheimer'de noroprotektif aktiviteye sahipken birgcok kanser tlrinde kotl
prognoza neden oldugu bilinmektedir. Yeni arastirmalarla IncRNA LINC01503'’in
ekspresyonu dogrulanarak; PI3K/AKT yolaginda etkisinin olup olmadiginin
arastirilmasi 6nem tasimaktadir.

o TRAF3IP2-AS1 transkriptinin TRAF3IP2 gen ekspresyonu lzerindeki epigenetik
bir etkisi oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, KEGG analizi sonucu IncRNA’larin

sinir sisteminde glutamerjik, dopaminerjik, kolinerjik sinapslar; GABA ve
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norotrofin sinyal yolaklar ile belirgin sekilde iligkili oldugu saptandi. Bu konuda
TRAF3IP2-AS1 IncRNA ile yapilacak farkli arastirmalarin AH'de yol gosterici
olabilecegdi duguncesindeyiz.

Ayrica AH Ozellikle apoptoz yolaklari ile ilgili sureglerin de aktive olup

olmadiklarini belirlemek icin daha fazla galismaya ihtiyag vardir.
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