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OZET

Alzheimer hastaligi (AH), patolojik olarak beynin i¢inde senil amiloid plaklar (SP) ve
norofibriler yumaklar (NFY) birikimi ile karakterize, belirli beyin bolgelerindeki bazi
ndron tiirlerinin dejenerasyona ugramasi ve siddetli ndronal kaybi ile sonuglanan,
ilerleyici ve oliimciil bir ndrodejeneratif bozukluktur. Alzheimer hastalig1 (AH), en sik
goriilen norodejeneratif hastaliktir ve demans vakalarin yaklasik 9%60-80‘ni
karsilamaktadir. Ileri yaslarda siklikla AH'na yol acan nedenler hala belirsizligini
korumaktadir. Artan kanitlar, AH'nin beyin insiilin duyarliligi, glikoz kullanimi ve artan
oksidatif stres, ndroinflamasyon ve insiilin direncinin kétiilesmesine yol acan
bozulmalarin aracilik ettigi metabolik bir hastalik oldugu kavramini desteklemektedir.
Ayrica Alzheimer hastaligi son yillarda Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) ile
iliskilendirilmekte olup , AH ile T2DM'nin altinda yatan ndropatoloji arasinda cesitli
baglantilar oldugu ve Alzheimer hastaliginin gelisme riskinin 6zellikle tip 2 diyabet olan
diyabetli kisilerde daha yiiksek oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmektedir. Insiilin
reseptoriiniin sinyallesmesindeki bozulma, Tip 2 diabetes mellituslu yashi hastalarda
Alzheimer demans ve biligsel bozukluk gibi yasla iliskili beyin dejenerasyonu ile iligkili
gorinmektedir. Caligmamizi Alzheimer hastaliginin Tip 2 diyabet hastaligi ile olan
iligkisi lizerinden tasarladik. Farkli popiilasyonlardaki genom taramasi caligmalar
kromozom 12q24 bolgesini Tip 2 diyabetle iliskilendirmistir. Bu bolge iginde, insiilin
iretiminin bir transkripsiyonel koaktivatoriinii kodlayan PSMD 9 (proteazom modiilatorii
9) geni bulunmaktadir. PSMD?9 insiilin geninin transkripsiyonel bir diizenleyicisidir ve
yapilan birgok ¢alisma PSMD9 varyantlarinin f-hiicre fonksiyon bozukluguna neden
olarak insiilin transkripsiyonunu bozabildigini ve Tip 2 diyabet hastaligina katkida
bulunabilecegini gostermistir. Ayrica PSMD9 ubikuitin-proteazomal yolagm bir
parcasidir ve proteazomun farmakolojik olarak inhibisyonu, néron dejenerasyonunu ve
apoptozisini uyarabilecegi gosterilmistir. Alzheimer hastaliginda (AH) meydana gelen
néron dejenerasyonunda ve apoptozisinde proteazom inhibisyonunun olasi bir rolii
diistiniilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda PSMD9 geni E197G (rs14259)
polimorfizminin AH‘na olan etkisi arastirilmistir. Calismaya 29 Alzheimer Hastas1 ve 25
saglikli kontrol dahil edilmistir. Alzheimer hastalarindan ve saglikli kisilerden daha

onceden alinmig kan koleksiyon materyalleriyle ¢alisilmistir. Koleksiyon materyali tam



kan 6rneginden genomik DNA izole edilmis ve PSMD9 geninin rs14259 SNP kitleri ile
kan 6rneklerinden izole edilen DNA iizerinde Roche DNA Master HyProbe ile gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak erime egrisi analizi incelenmistir.
Alzheimer hasta grubuna klinik demans degerlendirme testi (CDR) ve mini mental durum
testi (MMDT) uygulanmis ve genotipleme calismasi yapildiktan sonra genom
dagilimiyla test sonuglar1 karsilastirilmistir. AH ve kontrol grubunda PSMD9 gen
polimorfizmi bakimindan istatiksel acidan anlamhi bir fark bulunamamistir.
Calismamizda PSMD9 geni E197G (rs14259) varyantinin Tiirk popiilasyonunda
Alzheimer hastalig1 i¢in genetik risk faktorii olusturmadigi saptanmistir. Calismamiz
PSMD9 geni ve Alzheimer hastaligi arasindaki iliskiyi arastiran ilk calismadir. Daha
biiyiik bir 6rneklem grubuyla Alzheimer hastaliginda PSMD9 geninin hastalia katkisini

arastiracak yeni c¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer , PSMD9, polimorfizm, rs14259



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a progressive and fatal neurodegenerative disorder that
resulting in degeneration of certain neuronal species in certain brain regions and severe
neuronal loss, characterized by the accumulation of senile amyloid plaques (SP) and
neurofibrillary tangles (NFT) within the brain pathologically. Alzheimer's disease (AD)
is the most common neurodegenerative disease and dementia accounts for approximately
60-80% of cases. The causes that lead to AD in advanced ages are still unclear. Increased
evidence supports the notion that AD is a metabolic disease mediated by impairments in
brain insulin sensitivity, glucose utilization and increased oxidative stress,
neuroinflammation and deterioration of insulin resistance. In addition, Alzheimer's
disease has been associated with Type 2 diabetes mellitus (T2DM) in recent years, and it
has been shown that there are various connections between the underlying
neuropathology of AD and T2DM, and the risk of developing Alzheimer's disease is
higher in people with diabetes, especially those with Type 2 diabetes. The deterioration
in the signaling of the insulin receptor appears to be related to age-related brain
degeneration, such as Alzheimer's dementia and cognitive impairment, in elderly patients
with Type 2 diabetes mellitus. We designed our study from on the relationship between
Alzheimer's disease and Type 2 diabetes. Genome screening studies in different
populations had linked the chromosome 12g24 region to Type 2 diabetes. Within this
region there is the PSMD9 (proteasome modulator 9) gene encoding a transcriptional
coactivator of insulin production. PSMD? is a transcriptional regulator of the insulin
gene, and many studies have shown that PSMD9 variants can cause p-cell dysfunction,
disrupt insulin transcription and contribute to Type 2 diabetes. In addition, PSMD9 is part
of the ubiquitin-proteasomal pathway and pharmacological inhibition of the proteasome
has shown that it can induce neuronal degeneration and apoptosis. A possible role of
proteasome inhibition in neuronal degeneration and apoptosis in Alzheimer's disease
(AD) is contemplated. In the light of this information, the effect of PSMD9 gene E197G
(rs14259) polymorphism on AD was investigated. 29 Alzheimer's patients and 25 healthy
controls were included in the study. In this study used blood collection materials that
already taken from Alzheimer's patients and healthy subjects. Genomic DNA was isolated

from the whole blood sample of the collection material. The melt curve analysis was



performed by using real-time polymerase chain reaction with Roche DNA Master
HyProbe on DNA isolated from blood samples with rs14259 SNP kits of PSMD9 gene.
Clinical dementia assessment test (CDR) and Mini mental status test (MMSE) were
applied to the Alzheimer patient group and according to the genome distribution was
compared with the test results. There was no statistically significant difference in the
PSMD9 gene polymorphism between AD and control group. In our study, it was
determined that the variant of PSMD9 gene E197G (rs14259) did not cause genetic risk
factor for Alzheimer's disease in Turkish population. Our study was the first to investigate
the relationship between PSMD9 gene and Alzheimer's disease. There are needed a larger
sample group investigate the contribution of the PSMD9 gene to Alzheimer's disease in

further studies.

Keywords: Alzheimer, PSMD?9, polymorphism, rs14259
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1.GIRIS

Bilinmeyen etiyolojide ilerleyici bir norodejeneratif hastalik olan ve ilerleyen
zamanlarda agir is gormezlik ve Oliime yol acan Alzheimer Hastaligi, 21. yiizyilin
pandemigi olarak tanimlanmaktadir (Jellinger, 2006). AH patolojik olarak beynin belirli
bolgelerinde senil plaklar (SP) ve norofibriller yumaklar (NFY) ile karakterize olan ek
olarak beyinde bazi ndron tiirlerinin dejenerasyona ugramasi ile siddetli néronal kayip ile
sonuglanan bir hastaliktir. Beynin normal organizasyonu ve fonksiyonunun bozulmasi
sonucunda yakin ge¢mis zamanin unutulmasi ile baglayan; hastaligin ilerlemesiyle diger
kognitif fonksiyonlarda da bozulmayla karakterize edilen demanslarin en sik formudur
(Terry ve ark., 1991).

Alzheimer Hastaligi’nda yapilan calismalar hastaligin arka planinda tek bir faktdriin
etkili olmadigin1 gosterirken, hastaliga neden olabilecek birgok risk faktorii tanimlamustir.
Genetik ve ¢evresel faktorlerin birbiriyle etkilesimi AH’na zemin hazirlamaktadir. Cok
sayida epidemiyolojik ¢alisma diabetes mellitus’u (6zellikle Tip 2) Alzheimer hastalig
igin risk faktorii olarak tanimlamis ve iliskilendirmistir (Haan, 2006). Tip2 diyabetus
mellitus (T2DM) en sik goriilen metabolik bozukluklardan biridir ve prevalansi yasla
birlikte artmaktadir. Ayn1 zamanda AH’ nin da prevalansi yasla birlikte artmaktadir ve yas
AH i¢in bir risk faktorii olarak degerlendirilmektedir. Bazi ¢calismalar T2DM ve AH
arasinda benzerliklerin oldugunu ve her iki hastaliginda ortak fizyolojik siireclere sahip
oldugunu gostermistir (Li ve Holscher, 2007). Son yapilan g¢alismalar metabolik
bozukluklarin AH nin yapisal, fonksiyonel, molekiiler ve biyokimyasal anormalliklerine
dogrudan katkida bulundugunu gostermektedir. Postmortem c¢alismalar, AH'daki
molekiiler, biyokimyasal ve sinyal iletim anormalliklerinin Tip 1 ve Tip 2 diyabet ile
hemen hemen ayni oldugunu gostermektedir. Benzerligi gosteren giiclii kanitlar
olmasindan dolayr son zamanlarda AH i¢in Tip 3 diabetes mellitus isimlendirilmesi
kullanilmaya baslanmistir (de la Monte, 2014).

Insiilin sinyalindeki bozulmalarm AH'daki bilissel gerilemeden kismen sorumlu
olduguna dair kanitlar da artmaktadir (de la Monte ve Wands, 2005). Insiilin sinyalindeki

bozukluklarin, hiicre biiylimesini ve farklilasmasini, hiicresel onarim

mekanizmalarini, enerji metabolizmasini ve glukoz kullanimini etkiledigi gosterilmistir.
Insiilin kan sekeri seviyelerini diizenlemenin yanisira, merkezi sinir sistemindeki néronlar
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dahil tiim hiicrelerde biiyiime faktorii olarak islev gdrmektedir. Insiilin sinyalindeki
bozulma sadece kan glukoz seviyelerini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda birgok
dejeneratif isleme neden olur (Li ve Holcsher, 2007). Yapilan galismalarda glukoz
metabolizmasindaki insiilin direnci / yetersizligi ile iliskili bozukluklarin beyin enerji
dengesini bozabilecegi, oksidatif stresi ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iretimini
arttirabileceg@i, DNA hasarina neden olabilecegi ve mitokondriyal disfonksiyonu
bozabilecegi; apoptoz, proinflamatuar ve pro-APPP-Af basamaklarini etkileyecegi
gosterilmistir (de la Monte ve ark., 2009; de la Monte ve Wands, 2005). Son arastirmalar,
insiilin reseptorlerinin  (IR) noronal biiylime, sinaptik gelisim ve ndrotransmitter
salinimmnin dogrudan kontroliinde birgok Onemli roliinii ortaya ¢ikarmistir (Li ve
Holcsher, 2007). Buna bagli olarak, beyin insiilin reseptorii ekspresyonu ve
fonksiyonunun baskilandig1 ¢aligmalarda, beyinde biligsel bozulma ve AH'da goriilen
molekiiler ve biyokimyasal anormalliklerle sonug¢lanmistir (de la Monte ve ark., 2011).

AH'da, merkezi sinir sistemindeki insiilin direncinin, insiilin reseptorii
hassasiyetindeki degisiklikler nedeniyle gelistigi gozlemlenmistir. Bu, A ve tau
proteininin ekspresyonunu ve metabolizmasm etkiler (Watson ve Craft, 2004). Insiilin
reseptorleri, hafiza olusumu, bilgi isleme ve bilissel siireglerde etkili olan nd&ronal
transmisyonun (LTP) modiilasyonunda 6nemli bir rol tistlenmektedir. LTP uzun vadeli
kuvvetlendirmesinin indiiklenmesi igin gerekli olan sinaptik membran depolarizasyonunu
uyarmaktadir (Zhao ve ark, 2000). Ayrica diyabet hayvan modellerinde, insiilin
enjeksiyonun hafiza olusumunun bozulmasii 6nleyebilecegi gosterilmistir (Gispen ve
Biessels, 2000). T2DM ve AH arasinda belirgin farkliliklar olsa da, her iki hastalikta da
bozulmus protein ekspresyonu, insiilin sinyallerinde bozulma ve sitotoksik siireclerdeki
benzerlikler ve ortak molekiiler dejenerasyon mekanizmalart bulunmaktadir (Li ve
Holscher, 2007).

Calismamizt T2DM’un Alzheimer hastaligr icin risk faktorii olusturdugu bilgisi
dahilinde iki hastaliginda genetik siire¢lerindeki benzerligini ortaya ¢ikarabilmek lizerine
tasarladik. T2DM hastalig1 ile iligskisi gosterilmis olan kromozom 1224 lokusunda
bulunan PSMD9 geni polimorfizminin AH’1 i¢in bir risk faktérii olusturup
olusturmayacagimi arastirdik (Gragnoli ve Cronsell, 2007). PSMD9, insiilin geni
transkripsiyonunu bozan bir transkripsiyonel regiilatordiir ve beta-hiicre fonksiyon

bozukluguna neden olarak Tip 2 diyabete katkida bulundugu gosterilmistir (Thomas ve



ark., 1999). Kromozom 12924 lokusunun ayrica T2DM ile ilgili mikrovaskiiler ve
makravaskiiler patoloji, diyabetik ve diyabet ile iligkili olmayan retinopati,
hiperkolesterolemi, diyabetik noropati, diyabetik nefropati, hipertansiyon, depresyon,
anksiyete , uykusuzluk ve karpal tiinel sendromuyla iliskili oldugu gosterilmistir (Hao ve
ark., 2015). Ayrica PSMD9 geni ubuquitin proteazom sisteminin (UPS) bir pargasidir.
UPS hiicre i¢i proteinlerin pargalanmasi igin ana yoldur (Olzmann ve ark., 2008).
Bununla birlikte, hasar gérmiis ve toksik yanlis katlanmis proteinlerin bir¢ok
norodejeneratif hastalikla iligkili oldugu gosterilmistir (de Nazareth, 2017). PSMD9
varyantlarinin ndrodejeneratif hastaliklardaki etkileri bilinmemektedir. Proteozamol
fonksiyonel bozuklugunun Alzheimer hastaliginda nérodejeneratif siirece katkisi
olabilecegi diisiiniilerek PSMD9 rs14259 varyantinin etkisi incelenmek istenmistir.
Alzheimer hastaliginin T2DM ile iligkisini destekleyen c¢alismalar géz Oniine
alindiginda, ortak hastalik yollarinin bu hastaliklarin patogenezindeki roliinii anlamak, iki
hastalik arasindaki iliskinin mekanik temellerini ¢6zmek ve yeni tani ve tedavi yontemleri
gelistirmek icin 6nemlidir. Yapacagimiz bu ¢alisma ile PSMD9 geni ve AH ile iliskisini

aydinlatip ilgili caligmalara katki saglamay1 umuyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Alzheimer Hastahgi

Alzheimer Hastalig: ilerleyici nérodejeneratif hastaliklarin en sik goriilen tipi olup
yaslanan niifusta 6nde gelen morbidite ve mortalite nedenlerinden biridir (Keene ve ark.,
2018). Alzheimer hastaligi (AH), ileri yasta en sik goriilen demans tiirii olarak, genetik
ve c¢evresel faktorlere gore karmasik etiyolojiye sahip multifaktoriyel bir hastaliktir
(Guillermo ve ark., 2015). En belirgin klinik semptomu giincel hafizanin kaybolmasi ve
gorsel-mekansal karigikliktir (Wells ve ark., 1992). Bellek yetkinliginin kaybolmasina;
karar verme, gorsel algilamada bozukluk, lisan fonksiyonlarinda bozulma, akil yiiriitme
becerileri ve giinliik isleri yapmada giicliik ve diger bilissel islev kayiplart eslik
etmektedir (Oddo, 2008). Patolojik olarak AH ile iliskili beyin dokusu, 6grenme ve
hafiza i¢in kritik olan temporal ve parietal loblar, frontal korteks , singulat gyrus
bolgeleriyle simirli olan belirgin atrofi, ciddi néron ve sinaps kaybiyla karakterizedir
(Price ve ark., 1991).

AH tanist koymak icin standart bir yontem bulunmamaktadir ve klinikte
Alzheimer tanis1 koymak, demansa neden olabilecek diger hastaliklarin diglanmasi ile
miimkiindiir. Kesin Alzheimer Hastalig1 tanis1 postmortem doénemde ndropatolojik
inceleme yapilarak konulabilmektedir. Alzheimer hastalarinda postmortem donemdeki
beyin incelenmesinde; beyinde sinaptik kayip, noroinflamasyon, ndronal hiicre 6liimii,
kortikal atrofi, norofibril yumaklar (NFY) ve senil plaklarin(SP) varligi tan1 koydurur
(Braak ve Braak, 1997). Sinaptik kayip ve biligsel gerileme arasindaki anlamli
korelesyon, AH patolojisinde sinaptik disfonksiyonun primer olay oldugunu
gostermektedir. Noronal 6liim ve norofibriler yumaklar ve senil plaklarinin olusumu
hastaligin sonraki asamalarinda ortaya ¢ikar. Amigdala, hipokampus ve neokortekste
goriilen senil plaklar(SP) hastaligin en 6nemli belirtilerindendir (Probst ve ark., 1987).
Hiperfosforile edilmis tau proteinin mikrotiibiillere baglanma yetenegi bozulur ve bunlar
ilerleyen zamanda hiicre i¢inde NFY’lara doniisiirler. NFY’ler aksonal transportu bozup
hiicre 6liimiine neden olur. Senil plaklarin ana bileseni B-amiloid (Ap) proteindir ve AB
hiicre disinda birikmesi sonucunda olusmaktadir. Kanitlar AP’nin  sinaps

dejenerasyonuna neden olarak biligsel islev bozukluguna yol acgabilecegini



gostermektedir (Kimura, 2016). AH tek bir faktérden kaynaklanmamakta, bunun yerine
birden fazla etkilesimli sebeple uzun yillar icerisinde gelismektedir.

AH smiflandirmasin1 ailede birinci derece yakinlarda demans Oykiisii olup
olmamasina gore; ailesel ve sporadik olarak yapabiliriz. Ayrica hastaligin baglangic
yasina gore 65 yas alt1 ise erken baglangilit AH , 65 yas iistii ise ge¢ baslangicli AH olarak
siiflandirabiliriz (Tysoe ve ark. 1997). Bazi gen mutasyonlar1 ailesel AH’na neden
olsada; AH vakalarinin %90’ mindan fazlas1 sporadik 6zelliktedir. Buda yaslanmanin
AH’1 i¢in biyiik bir risk faktori oldugu fikrini desteklemektedir (Kimura, 2016).

2.2 Alzheimer Hastaligi Epidemiyolojisi

AH‘nin ortaya ¢ikisi, yas ile giiclii bir korelasyon gostermektedir. AH yaslanma ile
birlikte orantili olarak artan bir ilerleyise sahiptir. Bu nedenle, yas AH igin prevalans
faktorii olarak kabul edilmektedir (Braak ve Braak, 1997). Epidemiyolojik olarak AH’1
65 yas ve lzerindeki bireylerin (%5)’ini etkilerken, 80 yas ve lizerindeki bireylerin
(%20)’sini etkilemektedir. Bu bize AH nin prevelans oraninin 60 yasindan sonra her 5
yilda bir 2 katina ¢iktigini ifade etmektedir (Prince ve ark., 2014). Bir arastirma grubunun
2005 yilinda yaptigi ¢alismada, mevcut epidemiyolojik verilere dayanarak, 24.3 milyon
insanin demans oldugunu ve her yil 4.6 milyon yeni demans vakasi oldugunu belirtmistir.
Demans vakalarinin ¢cogu gelismekte olan {ilkelerde ortaya ¢iktig1 sdylenmektedir. Bu
demans vakalariin %70 ‘inin AH’na bagli olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir. Diinya
genelinde, demansin kiiresel prevalansinin 60 yas {istii insanlarda (%3.9), bolgesel
prevalansin Afrika'da (%1.6), Cin ve Bat1 Pasifik bolgelerinde (%4.0), Latin Amerika'da
(%4.6), Bat1 Avrupa'da (%5.4) ve Kuzey Amerika'da (%6.4) oldugu tahmin edilmektedir
(Ferri ve ark., 2005). Diinya genelinde yaslanan niifusun artmasi nedeniyle, risk altindaki
bireylerin sayisi da artmaktadir.

2015 yilinda yapilan tahminler, diinya genelinde demanstan yaklasik 46.8 milyon
insanin etkilendigini gostermistir. Ayrica yapilan tahminler, 2030 yilinda AH vakalarinin
74.7 milyon kisiye ve 2050 yilinda 131.5 milyona ulasacagi yoniindedir (Dos Santos
Picanco ve ark., 2018). 2015 yilinda yayimlanan Diinya Alzheimer Raporu tahminlerine
gore, Dogu Asya ve Afrika en fazla sayida AH vakasi bulunan bolgelerdir. En yiiksek
insidans oranlar1 sahip bolgeler Asya (%49), Avrupa (%25) ve Amerika (%18) olarak
rapor edilmistir. Diinya Alzheimer Raporu’na gore, Avrupa ve Amerika'da en yiiksek AH



goriilme sikligimin 80-89 yaslar1 arasinda, Asya'da 75-84 yas ve 65-74 yaslari arasinda
oldugu ifade edilmistir. Baska bir calismada Amerika Birlesik Devletleri'nde, 2050 yilina
kadar yaklasik 14 milyon insanin AH’dan muzdarip olacagi tahmin edilmektedir (Hebert
ve ark., 2013).

Ayrica, Erken baslangicli AH vakalar1 goriilme sikligi daha az olmakla birlikte
vakalarin  %]1-5’ini  olusturmaktadir. Ge¢ baslangich AH, vakalarin  %95’ini
kapsamaktadir. Klinikte iki grubu birbirinden ayirmak zordur ama erken baslangich AH

hizli Klinik seyir izlemektedir (Reitz ve Mayeux, 2014).
2.3 Alzheimer Hastaligi Tamsi

Alzheimer Hastaligi’nin kesin tanisi histopatolojik incelemede beynin AH’1 ile
iligkili bolgelerinde néron hiicre kaybini, norofibril yumaklarin ve senil plaklarin
varligimi gerektirmektedir. Postmortem donemde noropatolojik incelemeyle kesin AH
tanis1 konulabilir. AHin ¢ogu epidemiyolojik ¢alismasi olgular1 tanimlamak i¢in klinik
kriterlere dayanmaktadir. Alzheimer hastaligi klinik tanisin1 koyabilmek i¢in genel olarak
sinsi baslangig, bellekte ve diger kognitif fonksiyonlarda ilerleyici bozulma kriterlerini
icermektedir( Terry ve ark., 1991)

Klinik degerlendirme de AH hastaligi tanist dogrulugunu ve giivenilirligini arttirmak
icin klinikte kullanilan ilk kabul edilebilecek kriterler; Amerikan Psikiyatri Birligi
tarafindan yayimlanan Zihinsel Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kitabi (DSM
IIT) kriterleridir. Bu ilk girisimden sonra 1984 yilinda Alzheimer hastaliginin klinik
tanisin1 tanimlamak i¢in Ulusal Nérolojik ve Iletisimsel Bozukluklar ve Inme (NINCDS)
ve Alzheimer Hastalig1 ve Iligkili Hastaliklar Dernegi (ADRDA) tarafindan bir ¢alisma
grubu olusturulmustur. Bu ¢alisma ekibi tibbi 6ykii, klintk muayene, ndropsikolojik
testler ve laboratuvar degerlendirmeleri Konularini da ele alarak Temmuz 1984'te
yayinlanan bir rapor hazirlamistir. Genelde NINCDS-ADRDA kriterleri olarak
adlandirilan bu rapordaki kriterler, 27 yildan uzun siiredir basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (McKhann ve ark., 1984). Bu kriterler olas1t AH tanisi i¢in giivenilirdir
ve bircok klinik patolojik c¢alismada %81 duyarlilik ve %70 o6zgilligi oldugu
gosterilmistir (Knopman ve ark., 2001). Bunlar klinik calismalarda ve klinik
aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica noropsikolojik testler ve

psikometrik testler, cesitli alanlarda hastalarin biligsel islevlerini analiz etmektedir. Ek



olarak kan testleri, yapisal ndrogoriintiileme, molekiiler ve fonksiyonel nérogoriintiileme,
beyin omurilik sivist analizi, elektroensefalogram (EEG) ve genetik testler hastaligin
daha eksiksiz bir tanisim1 ortaya koyabilecek onemli tamamlayici testler olarak
kullanilmaktadir. Muhtemel AH tanisi igin klinik kriterler zaman i¢inde degismistir. AH
tanisi i¢in DSM-III kriterleri genisletilerek DSM-IV kriterleri olarak yaymlamis daha
sonrada AH i¢in tani kriterleri 2013 yilinda revize edilmistir. Muhtemel AH'nin DSM-
5 kriterlerine gore tanimi; biligsel alanlar, 6grenme ve bellek, dil, yiirliitme islevi,
karmagik dikkat, algisal-motor ve sosyal bilisi icerecek sekilde yeniden adlandirilmistir.
Onceki kriterler ise bellek, afazi, apraksi, agnozi ve yiiriitme fonksiyonu olmak iizere bes
alanda tanimlanmustir. Onceki versiyonlarda oldugu gibi son yayimlanan kriterlerde, en az
bir baska biligsel alandaki hem hafiza bozuklugunu hem de bilissel islevlerdeki azalmay1
icermektedir. Bu kriterlere yeni eklenen, muhtemel AH'nin teshisini destekledigi
biliniyorsa, genetik test sonuglarininda degerlendirilerek tanimlanmasidir (Darrel ve ark.,

2013)



Tablo 1: Demanslarin DSM-IV’e gore tam kriterleri

A.Asagidakilerden her ikisinin bulunmasi ile belirli cogul kognitif defisitin gelismesi

1) Bellek bozuklugu (yeni bilgiler 6grenme ya da daha 6nceden 6grenilmis bilgileri animsama
yetisinde bozulma

2) Asagidaki kognitif bozuklardan birinin ( ya da daha fazlasinin) bulunmasi:

a) Afazi (dil bozuklugu)
b) Apraksi (motor islevlerde bozukluk olmamasina karsin motor etkinlikleri yerine getirme
yetisinde bozulma)
c) Agnozi (duyu islevlerinde bozukluk olmamasina karsin nesneleri tantyamama ya da
tanimlayamama)
d) Yonetsel islevlerde bozukluk (yani,tasarlama, organize etme, siraya koyma, soyutlama)
B. Al ve A2 Tam Olgiitlerinde sozii edilen kognitif bozukluklarin her biri toplumsal ya da mesleki
islevsellikte belirgin bir bozuklugu neden olur ve 6nceki islevsellik diizeyinde belirgin bir diigme
olur.
C. Asama asama baglar ve siirekli kognitif bir diigme goriiliir.
D. Al ve A2 Tam Olgiitlerinde sozii edilen kognitif bozukluklar asagidakilerden herhangi birine
bagh degildir.

1) Bellekte ve biliste ilerleyici bozukluklara neden olan merkezi sinir sistemini ilgilendiren diger
durumlar (6rn. Serebrovaskiiler hastalik, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, subdural
hematom, normal basingli hidrosefali, beyin timdrii)

2) Demansa neden oldugu bilinen sistemik durumlar (6rn. Hipotiroidizm, vitamin B12 ya da
folik asit eksikligi, niasin eksikligi, hiperkalsemi, norosifiliz, HIV infeksiyonu)

3) Madde kullanimimin yol agtigi durumlar

E. Bu bozukluklar sadece deliriumun gidisi sirasinda ortaya ¢ikmamaktadir.
F. Bu bozukluk baska bir Eksen I bozukluguyla daha iyi agiklanamaz. (6rn. Major Depresif Bozukluk,
Sizofreni)
Hastaligin seyri oldukca fazla degiskenlik gosterir. Hastaligin baglangicindan itibaren 6liime kadar
gegen siire 8-10 senedir. AH nin seyri biligsel bozukluklarin, fonksiyonel kayiplarin veya temel
ozelliklerinin izlenmesi ile dlciilebilir. Ilerlemeye etki eden diger faktorler arasinda ekstrapiramidal
faktorler, psikoz ve lisan bozukluklaridir. Oliim siklikla pndmoni, pulmoner emboli, {irosepsis ve
dekdibitus iilserleri ve beslenememe sonucu olur.

(Eker, 2008)

NINCDS-ADRDA kriterleride Muhtemel AH demans tanisi i¢in, Ulusal Yaslanma
Enstitiisii ve Alzheimer Dernegi tarafindan en son 2011 yilinda giincellenmistir.
NINCDS-ADRDA kriterlerine gore AH demansi, isyerinde veya giinliik yasam
aktivitelerinde fonksiyonel becerinin etkilenmesi, Onceki isleyis diizeyleriyle
karsilastirildiginda islevsellik ve performansta bir bozulma ve mevcut durumun deliryum
ya da major psikiyatrik bozuklukla agiklanamamasi 6zellikleriyle tanimlanan bir demans
tiirlinii tamimlamaktadir. Kognitif bozukluk; kisinin kendisinden ve yakinindan alinan
anamnez, objektif biligsel degerlendirme, mental durum testi (MDT) ve gerekli goriildigii
hallerde objektif noropsikiyatrik testlerde eklenerek degerlendirilmekte ve teshis
edilmektedir. Noropsikolojik testler; rutin 6ykii ve mental durum testi ile emin bir tani
koydurtamadiginda yapilmalidir. Degerlendirme sonucu saptanan  kognitif veya

davranigsal yetersizlik asagida belirtilen gruplardan en az iki tanesini igermelidir.



1.Yeni bilgileri edinme ve hatirlama becerilerinde bozulma: Belirtiler arasinda;
tekrarlayan sorular veya konusmalar, kisisel esyalarin yanlis yerlestirilmesi, olaylari
veya randevular1 unutmak, tanidik bir rotada kaybolmak olabilir.

2.Bozuk muhakeme yetenegi ve karmasik gorevlerin ele alinmasindaki karar verme
stirecinde bozulmalar: Semptomlar sunlardir: giivenlik risklerinin yeterince
anlasilmasinda zayiflik, parasal durumlarin yonetilememesi, karar alma
kabiliyetinin yetersiz olmasi, karmasik veya ardisik faaliyetlerin planlanamamas.
3.Gorsel ve uzamsal yeteneklerde bozulma: Semptomlar sunlardir; yiizleri ya da
bilindik nesneleri tanimada yetersizlik ya da ¢evredeki basit goriiniisleri objeleri
bulamama viicuda kiyafetleri yonlendirmede ve giyinmede problemler

4.Bozulmus dil islevleri (konusma, okuma, yazma pronlemleri): Semptomlar
sunlar icerir: konugma sirasinda ortak sozciikleri diistinme zorlugu, tereddiitler;
konusma, yazim ve yazma hatalart.

5.Kisilik ve davraniglarda degisiklikler: Belirtiler sunlari igerir; ajitasyon,
motivasyon bozuklugu, girisimde bulunmada istek azligi, ilgisizlik, sosyal geri
¢ekilme, onceki faaliyetlere olan ilginin azalmasi, empati kaybi, zorlayici ya da
takintil davraniglar gibi sosyal olmayan ruhsal dalgalanmalar, sosyal olarak kabul

edilemez davranislar (McKhan ve ark., 2011).

NINCDS-ARDA Alzheimer hastaliginin neden oldugu demansi olan bireyleri (1)
Muhtemel AH demanst, (2) Olast AH demans1 ve (3) AH patofizyolojik siirecinin kanit
ile muhtemel veya olast AH demansi olarak smiflandirmaktadir. Tk ikisi tiim klinik
ortamlarda kullanilmak iizere tasarlanmistir. Uciinciisii su anda arastirma amagch
kullanilmaktadir

Muhtemel AH demansinin  temel klinik kriterleri yukarida agiklanan demans
kriterlerini karsilar ve ek olarak, asagidaki 6zellikleride icermektedir.

A. Semptomlar aylar ya da yillar boyunca kademeli olarak ortaya ¢ikmali yani sinsi
baslangicli olmali baglangi¢c zamaninda belirti vermemelidir.

B. Bilis durumunun kétiilesmesinin baglangiginin ve ilerlemesinin durumu rapor ya da
gozlem yoluyla bildirilmelidir (Guy ve ark., 2011)

C. Asagidaki kategorilerde belirtilen kognitif eksikliklerin biri incelemede ortaya

konulmalidir.



a.Amnestik form: AH demansinin en sik goriilen sendrom seklidir. Defisitler,

yeni 0grenilen bilgilerin 6grenilmesi ve geri cagrilmasini engeller. Ayrica metinde

daha Once tanimlandigi gibi, en az bir baska bilissel alandaki biligsel islev

bozuklugunun kanit1 da olmalidir.

b.Nonamnestik form: Dil formu: En belirgin problem kelime bulmadadir, ancak

diger bilissel alanlardaki eksiklikler de mevcut olmalidir.

c.Visosospazal form: En belirgin defisit, nesne agnosisi, bozulmus yiiz tanima,

simiiltanagnosia ve alexia dahil olmak {izere mekansal bilistir. Diger bilissel

alanlardaki problemler de mevcut olmalidir.

d.Yiritme disfonksiyonu: En belirgin defisitler bozulmus akil yiiriitme,

yargilama ve problem ¢ozmededir. Diger biligsel alanlardaki problemler mevcut

olmalidir.
D. Muhtemel AD demansi tanisi i¢in kognitif bozuklugun baslangici veya kotiilesmesi
ile gegici olarak iliskili bir inme 6ykiisii, bagka serebrovaskiiler hastalik, ¢ok sayida veya
genis kapsamli enfarktiis, ciddi beyaz madde hiperintensitesi yiikiiniin varligi, Lewy
cisimcikli demans1 mevcutsa, davranigsal degisken frontotemporal demansin belirgin
ozellikleri mevcutsa, semantik varyant primer progresif afazinin, baska aktif norolojik
hastalik veya norolojik olmayan tibbi komorbidite veya bilis lizerine 6énemli bir etkisi
olabilecek ilaglarin kullanimi diglanmalidir (Mckhan ve ark., 2011).

Muhtemel AH demans i¢in temel klinik kriterleri karsilayan kisilerde, nedensel bir
genetik mutasyonun kanit1 (APP, PSEN1 veya PSEN2'de), kognitif yikimin MDT veya
noropsikiyatrik testlerle desteklenmesi taniyt kuvvetlendirmektedir. Bunu kesinlik
seviyesi yiiksek muhtemel AH demansi olarak isimlendirebiliriz (Guy ve ark., 2011).
2.4 Alzheimer Hastaligindaki Patolojik Degisiklikler

Yiiz yildan fazla bir ge¢mise sahip olsa bile, AH patogenezi ile ilgili tam bir agikliga
sahip degildir ve iyilesmeye neden olan bir tedavi bulunamamistir. Alzheimer hastaligi
ile iligkili beyin dokusunda g6zlenen ndropatolojik biyobelirtegler, norofibriler yumaklar
(NFY) ve senil plaklardir. Noronlarin hiicre dis1 yiizeyinde B-amiloid (ApB) peptitler
birikmekte ve hiperfosforile edilmis Tau proteininin hiicre i¢i birikiminden kaynaklanan
norofibriler yumaklar (NFY) olusmaktadir. Bu patolojilere ek olarak, yaygin néron ve
sinaps kaybi goriilmektedir. AH’da yasa bagli olarak artis gdsteren hipokampiis ve

serebral korteks atrofisi mevcuttur (Serrano Pazo ve ark., 2011). AH'nin erken evresinde,
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sinapslarin yogunlugunda % 25-35 oraninda bir azalma meydana gelmektedir ve hastalik
ilerledikge sinaptik kayip; plaklar ve fibriller ile daha giiglii bir sekilde iliski
gostermektedir (Terry ve ark., 1991).

Norofibriler yumaklar (NFY) sadece AH 6zgii degildir. Norodejeneratif hastaliklarin
hemen hemen her smifinda hatta normal yaslanan beyindede bulunurlar. Yapilan
caligmalar baz1 kosullar altinda norofibriler yumaklarin nérodejeneratif degisikliklerle
dogrudan baglantili olabilecegini gostermistir. Ayrica NFY olusumu ile biligsel
bozulmanin korelasyonunu gosteren ¢aligmlar mevcuttur. NFY’lerin miktar ve
dagiliminin demansin ciddiyeti ve siiresi ile korele oldugunu ortaya koyan birgok ¢alisma
vardir (Serrano Pazo ve ark., 2011). NFY’ler zamanla fonksiyonel bozukluga ve néronal
Olime yol agmaktadir. AH noropatolojisinde norofibriler yumaklarin yogunlugu ve
noroanatomik yerlesimi 6nemlidir (Nelson ve ark., 2012). NFY'ler, sitoskeletal yap1 ve
fonksiyonun diizenlenmesi de dahil olmak {iizere, birka¢ hiicresel fonksiyona sahip
mikrotiibiil baglayici bir protein olan tau'dan olusmaktadir (Ballatore ve ark., 2007).
NFY’ler Tau proteinin anormal hiperfosforilasyonu ve anormal sekilde yanlis katlanmasi
sonucu meydana gelmektedir. Tau proteini, 17. kromozomda bulunan bir gen tarafinda
kodlanmaktadir, insan yetiskin beyninde eksprese edilen alti farkli izoformu
bulunmaktadir ve mikrotiiblil stabilitesini saglayan bir tiir tiibiilin diizenegini
desteklemektedir. Tau proteini mikrotiibiilleri baglayarak ve stabilize ederek aksonal
tasinmay1 fizyolojik olarak kolaylastirmaktadir (Serrano Pazo ve ark., 2011). Tau
aktivitesi, iki belirgin kinaz tarafindan modiile edilen fosforilasyon durumuyla kontrol
edilir: sikline bagimli kinaz 5 (CDKD5) ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3) (Buee ve ark.,
2000). AH’da hiperaktif kinazlar ve/veya hipoaktif fosfatazlar tau proteinin
hiperfosforilizasyonuna yol agmaktadir. AH’da Tau hiperfosforilasyonuna neden olan
kilit kinaz aktivitesi tam olarak aydinlatilamamistir fakat GSK-3f’nin tau
fosforilazasyonundaki énemli oldugu diisiilmektedir. Ayrica CDKS5’in hiperaktivitesinin
Tau hiperfosforilasyonuna ve ndrodejeneratif stirece katkis1 oldugu 6ne siiriilmektedir.
Tau proteininin hiperfosforile olmasi, mikrotiibiillere baglanma yetenegini azaltarak ,
hiicre iskelet yapisin1 bozmaktadir. Noron hiicresi igindeki noronal fibriller birikimler,
baglanmamis fosforile tau’nun ¢oziilemeyen ¢ift sarmalli filamanlara polimerize olmasi
sonucu yogunlagsmasiyla olugmaktadir. Biriken NFY’ler noronal sitoskeletal aglar1 ve

aksonal taginmay1 bozar, sinaptik baglantinin kopmasina ve ilerleyici ndrodejenerasyona
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yol agar (Igbal ve ark., 2010). Geg¢ evrede NFY sonunda hiicre iskeletinin biitiinligiinii
ve aksonal transportu bozarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Hiicre 6liimii sonucunda
ortaya ¢ikan ekstraseliiler NFY’lara ‘hayalet yumak’ adi1 verilmektedir. AH ‘da patolojik
degisiklikler goriilmektedir. NFY’ler hastaligin erken donemlerinde limbik bolgelerde
yaygin olarak goriilmeye baslar sonrasinda beynin AH ile iliskili neokorteks,
hipokampus, amigdala , bazal nukleuslar , anterior talamus, beyin sapinda monoaminerjik
niikleus beyin bolgelerindede ortaya ¢ikmaktadir (Braak ve Braak, 1991).

AH néropatolojik degisiminin diger ana bileseni olan senil plaklar, Ap peptidlerinin
hiicre dist birikintileridir, senil plaklar farkli morfolojik yapida olabilirler ancak ana
bileseni amiloid beta peptidtir. Calismalar AH genetigi ve amiloid plak olusumu arasinda
gliclii bir iliski oldugunu gostermektedir. Amiloid birikintiler, dogal proteinlerin yanlis
katlanmasinin  sonucudur, yani amiloid Oncli proteininin (APP) degistirilmis
boliinmesinden sonra olusur. APP, 19. kromozomda kodlanan; merkezi sinir sistemi
noronlar1 dahil olmak tizere birkag hiicre tarafindan eksprese edilen yaklasik 770 amino
asitli bir transmembran glikoproteinidir. Amiloid prekiirsér proteini (APP) hem bir
parakrin sinyal peptidi hem de bir zara bagli reseptor proteini olarak islev goriir (Meziane
ve ark.,, 1998). Fizyolojik rolii tartismali olmasina ragmen sinaptik aktivitenin
modiilasyonu ile iliskilidir (Serrano Pazo ve ark., 2011). APP'nin boliinmesi, a-, B- ve y-
sekretaz enzimleri vasitasiyla meydana gelirken, amiloid yolu, APP, B-sekretaz ile
boliindiigii zaman kastedilmekte, boylece 39 ila 43 fragmana sahip ¢oziinmeyen peptitler
olusmaktadir. Senil plaklar, amiloid-p peptidinin; amiloid metabolizmasinin iki yan
tirtinii olan AP 40 veya 42 izoformunun (AB40 ve AB42) anormal hiicre dis1 birikmesi
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Fibrilizasyon ve c¢oziinmezlik oraninin yiiksek olmasi
nedeniyle AB42 senil plaklarda AB40'tan daha fazla miktarda bulunur (Serrano Pazo ve
ark., 2011). AB-42 izoformu lipidik disregiilasyona bagli olarak kalsiyum homeostazini
etkileyerek noronal hiicrelerde toksik olan veya olmayan oksiradikallerin olusumunu
kolaylastirarak norodejenerayon siirecinde sitotoksik etkilere neden olur ve AH
histopatolojik olarak ndronal hiicre 6liimiine yol acan senil plaklarin olusmasina neden
olur. Bulgular, AB'nin AH patogenezinde, 6zellikle de sinaptik dejenerasyonda ¢ok
o6nemli bir rol oynadigimi gostermektedir (Kimura, 2016). AP’nin ilk birikimi
neokortekste baslamaktdir ve gevsek plaklar halinde birikmektedir. Senil plaklarin

onemli bir alt tipi olan noritik plaklar bilissel bozulmayla iliskilendirilmektedir. Noritik
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plaklar, AB’nin diffiiz plaklar halinde agrege olmasi sonucunda olugsmaktadir. Noritik
plaklarin en ¢ok néronal yaralanma ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Aslinda, noritik
plaklar, distrofik noritlerin ortaya g¢ikmasi, daha biiyiik lokal sinaps kaybi ve glial
aktivasyon ile karakterize edilmektedir. Noritik plaklar, AH i¢in mevcut tanisal kriterlerin
bir isaretidir ve yalnizca demansli bireylerin beyin dokusunda gézlenmektedir.

Ayrica yapilan ¢alismalar AH’ nin inflamatuar siireglerle yakindan baglantili bir
hastalik oldugunu gostermektedir. Birka¢ ¢alisma, Tau patolojilerinin, akut ve kronik
inflamatuar siireclerin ortaya ¢ikmasi sirasinda biiyiik 6lgiide siddetlendigini gostermistir.
Bu inflamatuar siirecler, AP plaklarmin en yogun bolgelerinin etrafindaki mikroglial
kiimeler, yiiksek seviyelerde proinflamatuar sitokinler ve noérofibriler yumaklarin
olusumundan Once gelen mikroglial aktivasyon tarafindan yonlendirilmekte veya
uyartlmaktadir (Yin ve ark., 2000). Anti-inflamatuar tedavi yaklagimlarinin, AH’da
aktive olmus mikroglia sayisini azaltarak kismen yararli oldugu gosterilmistir. Elde
edilen veriler inflamatuar siireglerin AH’inin ilerlemesine ve patogenezine katkida
bulunabilcegini gostermektedir (Akiyama ve ark., 2000).

Arastirmalar  oksidatif stresinde AH patogenezinde rol oynayabilecegini
savunmaktadir. Beyin yiiksek enerjili aktiviteye sahip bir organdir, bu yiiksek metabolik
ihtiyaglar1 mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ile saglanmaktadir. Bu islem yiiksek
reaktif oksijen tiirlerinin olugmasina yol acabilir; oksidatif stres bu tiirlerin asir1
tiretiminin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Yin ve ark., 2000). Beyin, yiiksek lipit
icerigi ve yiiksek enerji talepleri nedeniyle oksidatif hasara karsi olduk¢a hassastir. Bu
durumda, koruyucu mekanizmalar tehlikeye girer, reaktif oksijen tiirleri birikmeye baslar
ve noronlar eksitotoksik lezyona duyarli hale gelir. Yapilan ¢alismlar AB birikiminin
sadece protein doniigiimiinii engellemekle kalmadigini, ayn1 zamanda Alzheimer hastaligi
patolojisinde yaygin olan oksidatif hasarin kronik yiikselmesine de katkida bulundugunu
gostermektedir (Reddy, 2005). AB birikiminin indiikledigi oksidatif stresin, genel olarak
norodejeneratif hastaliklarin 6zelligi olan inflamatuar siireglerin hem nedeni hem de
sonucu olarak mevcut oldugu patogenezi ve ilerlemesi i¢in ¢ok 6nemli olduguna dair
giiclii kanitlar oldugunu gostermektedir. Ek olarak, Alzheimer hastaligi beyinlerinin
postmortem ¢alismalari, hem niikleer kaynakli hem de mitokondriyal kodlanmis oksidatif
fosforilasyon enzimlerinin enzimatik aktivitesinde disiis oldugunu gostermektedir

(Gibson ve ark., 1998). Ayrica AH son yillarda mitokondriyal disfonksiyon ile
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iliskilendirilmistir. AP fragmanlarmin ve patolojik Tau proteininin birikmesinin,
Ozellikle mitokondriyal oksidatif metabolizmanin bozulmasiyla ilgili olarak beyin
hiicrelerinde mitokondriyal fonksiyonu etkiledigine inanilmaktadir. AP peptitlerinin
mevcudiyeti ile ilgili caligmalar, daha spesifik olarak, bu peptitlerin néronal mitokondriye
dogrudan toksik olabilecegi sonucuna varmasint saglamistir. Son caligsmalar,
mitokondriyal membranlarda AB birikiminin, mitokondriyal dis membran translokazi
tarafindan niikleer kodlanmis proteinlerin mitokondriyal ithalatin1 dogrudan engelledigini
bulmustur (Sirk ve ark., 2007). Genel olarak, mitokondriyal disfonksiyon, degismis
hiicresel metabolizma ile karakterize Alzheimer hastaligi patolojisinin temel bir
ozelligidir (Bonet-Costa ve ark., 2016).

AH patogenizde bahsetmemiz gereken ve patogenezle ilgili olan bir diger durum
kolinerjik kayiptir. Genel olarak, AH tasiyicilarinin beyni, daha once tarif edilen
histopatolojik belirteglere ek olarak, merkezi ndrotransmisyonda atrofi, sinaptik kayip ve
eksikligi sunmaktadir. Bazal 6n beyin noéronlarinin genel dejenerasyonu mevcuttur.
Hastaligin baslangicinda bazal ¢ekirdegin ve neokorteksin i¢indeki kolinerjik néronlarin
kayb1 olur, ancak AH'nin ileri asamasinda, bazal ¢ekirdegin kolinerjik néronlarinin %
90'indan fazlas1 kaybedilir (Bartus ve Emerich, 1999). Bazal 6n beyinde kolinerjik
noronlarin kaybr hipokampiis ve neokortekste presinaptik kolinerjik terminallerde
bozukluga yol agmaktadir ve asetilkolin tretiminde ilerleyici bir diisiise neden
olmaktadir. Asetilkolin(Ach) hipokampusu serebral kortekse baglayan; bellek ve dikkat
ile yakindan iliskisi olan ayrica AH’da en ¢ok diislis gdsteren bir ndrotransmitterdir
(Smith, 1978). Postsinaptik nikotinik ve muskarinik tip 1 kolinerjik reseptorlerde azalma,
dikkat unsurlarindaki bozukluk ve yeni bilginin depolanmasindaki bozukluklarla
iliskilendirilmektedir. Kolinerjik kaybin AH’da A olusumuna katkida bulunabilecegi ve
AP olusumunun artmasida kolinerjik kayib1 artirabilecegi iki durumun birbiriyle kisir
dongii icerisinde birbirini etkiledigi sdylenmektedir. Kolinerjik sistemin anormal veya
bozulmus isleyisinin, AH'ma benzer sekilde hayvan modellerinde hafiza eksikligini
indiikleyebildigi yoniindeki kanitlari isaret etmektedir. Bazal 6n beyinlerdeki kolinerjik
noronlarin inhibisyonu ve merkezi kolinerjik geg¢isin kaybt AH’da biligsel ve biligsel
olmayan semptomlarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Ek olarak Meynert bazal
cekirdegindeki kolinerjik noronlarin kaybi nedeniyle korteks ve hipokampusta

asetilkolinin sentezinden sorumlu asetil transferaz konsantrasyonunda belirgin bir azalma
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ile karakterize edildigi gozlenmistir. AH’da Tau hiperfosforilazasyonunun ilk goriildiigii

alanlardan biri Meynert ¢ekirdegidir.
2.5 Alzheimer Hastaliginda Genetik Faktorler

AH vakasi1 olusumlarinin biiylik cogunlugu sporadiktir, yani baskin genetik bir neden
yoktur. Ancak ailesel AH’da hastaliga neden olabilecek genetik mutasyonlar ¢alismalarla
gosterilmistir. Tiim Alzheimer vakalarinin %1’inden azi otozomal dominant gecis
gostererek kalitsal olma 6zelligine sahiptir. Amiloid B (AB) peptid metabolizmasina bagl
olan amiloid prekiirsor protein (APP) ve presenilinl ve presenilin 2 (PSEN1 ve PSEN2)
genlerindeki mutasyonlar otozomal dominant gegis 6zelligi gostererek erken baglangigh
AH’na neden olabilecegi gosterilmistir.(Blennow ve ark. 2006) APP geni 21.
kromozonda, PSEN1 geni 14. kromozomda ve PSEN2 geni 1. kromozomda lokalizedir.
PSEN1 genindeki mutasyonlar, EBAH vakalarin % 18 ila % 50'sini olusturmaktadir ve
ailesel AH’1 vakalarinin biiyiilk kisminin nedeni bu gendeki mutasyonlar sonucunda
olugmaktadir. Ailesel AH vakalarinin ¢ok az bir kisminin nedeni APP genindeki
mutasyonlardir. Presenilin ile APP boéliinmesinin kontrolii arasindaki korelasyon
mekanizmasi henliz tam olarak aciklanamamigtir. Ancak ortak patofizyolojik
mekanizmasinin - AB42 birikimini arttirmak oldugu kanitlanmis olup EBAH
patofizyolojisinde daha 6nemli bir rol oynamaktadir. PSEN1’in roli tam olarak
anlasilamamakla birlikte beyin ve diger dokularda iiretimi gergeklestirilen APP’nin
islenme siirecinde; baska enzimlerle birlikte calisarak APP’yi daha kiigiik peptidlere
bolmek i¢in galistigr ileri siiriilmektedir. Bu peptidlerden bir tanesi ¢oziinebilir amiloid
beta peptit iken (SAPP-AB-40), bir digeri amiloid beta (Ap-42)’dir. PSENZ2'deki
(kromozom 1) mutasyonlar nadir olarak bildirilmistir ve c¢ogunlukla Afrika
popiilasyonlarinda ve Avrupa iilkelerinde saptanmistir (Yates ve ark., 2008).

Ancak yapilan calismalarda sporadik AH’nin gelisim siirecinde apolipoprotein E
(ApOE) ‘nin alel e4’iinii hedef alan nadir mutasyonlarin giiglii ve tek genetik risk faktorii
olabilecegi gosterilmistir. APOE kolesteroliin taginmasinda gorev alan bir enzimdir ve 3
farkli alel formu tanimlanmustir: €2, €3 ve €4. Normal popiilasyonda €4’iin goriilme sikligi
%20 olmasina karsin AH’da bu ikiye katlanarak %40°’a ulasmaktadir. ApoE'nin varligin
AH ile iliskilendiren mekanizmalar heniiz iyi anlagilmamistir, ancak bu gibi durumlarda

beyinde AP'nin klirensinde bir diisiis oldugu o6ne siiriilmektedir. ApoE'nin AH
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gelismesine sagladigr destek, bu bireylerin hastalik vakalarinin yaklasik %65'ini
olusturdugu ve ApoE tasiyicilarinin AH’n1 gelistirme riskini ti¢ kat arttig1 gosterilmistir.
APOE &4 aleli tasiyicilarinda hastalik baglangi¢ yasiin diistiigii gosterilmistir. €4 alelinin
AH patogenezindeki rolii tam anlamiyla ortaya konamamistir; ancak patolojik senil plak
olusumuna ve norofibriler yumak olusumuna katki sagladigina dair kanitlar vardir
(Scheuner ve ark., 1996).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla AH’1 i¢in risk faktorii olusturabilecek baska gen
polimorfizmleride tanimlanmistir. 12. Kromozomda bulunan a2-makroglobulin geninin
sporadik AH’da bir risk faktorii olusturabilecegi soylenmistir. AP klirensini
etkileyebilecegi diisliniilen bir protein olma 6zelligindedir. Risk faktorii olabilecegi 6ne
stiriilen diger genlerin biiylik cogunlugu benzer ¢aligmalarla desteklenemedigi i¢in suan
icin genetik risk faktorii olarak baska genlerden bahsedilememektedir (Oztiirk ve Karan,
2009).

2.6 Alzheimer Hastahg ve Tip2 Diabetes Mellitus iliskisi

Alzheimer hastaligi (AH) ve tip 2 diabetes mellitus (T2DM), sanayilesmis iilkelerde
cok sayida insani etkileyen durumlardir. Giinimiizde her iki hastaligin da goriilme siklig
artmakta ve bunlar tedavi etmek veya dnlemek i¢in yeni tedaviler bulmak arastirmada
onemli bir amag haline gelmektedir (Li ve Holscher, 2007). Cok sayida epidemiyolojik
calisma, T2DM'yi AH gelisme riski ile iliskilendirmistir. Niifus temelli bir ¢alismanin
sonuglara gore, T2DM tanisi olan poplilasyonda AH siklig1 2 ila 5 kat daha fazla
gosterilmektedir (Luchsinger ve ark., 2005). Diger epidemiyolojik ¢alismalar da benzer
sonuglar gdstermistir. 7 y1l boyunca takip edilen 1455 T2DM vakas1 ¢alismasinda, 101
AH vakasi da dahil olmak tizere 101 demans vakasi gelismistir. Bu calismaya gore
T2DM'li kisilerde demans gelisme riski anlamli derecede artmistir (Leibson ve ark.,
1997). 5.5 yil boyunca takip edilen baska bir ¢alismada, 55 yasin {izerinde olan 824
katilimecinin 127'sine T2DM tanis1 konulmustur ve 151 olguda AH’1 geligmistir. T2DM'li
kisiler yas, cinsiyet ve egitim seviyesine gore ayarlandiktan sonra, AH gelisme riski %65
oraninda artis gostermistir (Arvanitakis ve ark., 2004). Cok sayida epidemiyolojik
calisma tarafindan sunulan kanitlar T2DM ile artmis AH gelisme riski arasinda agik bir
iliski oldugunu gostermektedir. AH ve T2DM, dejeneratif gelismelerin altinda yatan;
cesitli benzer molekiiler, biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri paylagsmaktadir.
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AH'n1 T2DM ile baglayan 6nemli bir husus, insiilin reseptdrlerinin periferik sistemde
eksprese edilmesinin yani sira, merkezi sinir sistemi noronlarinda da bulunmasidir
(Havrankova ve ark., 1981). insiilin reseptorleri sadece kan sekeri seviyelerini
diizenlemekle kalmaz ayn1 zamanda biiytime faktorii 6zelliklerine de sahiptir ve noronal
farklilagsmay1, kok hiicre ve progenitdr hiicre ¢ogalmasini, dendritik filizlenmeyi ve
hiicresel onarim mekanizmalarini da diizenlemektedir. insiilin ayrica, ndrotransmiterlerin
salinimin1 ve yeniden alimimi etkiler ve yapilan calismalarla 6grenme ve hafizayi
iyilestirdigi gosterilmistir (Li ve Holcsher, 2007). Hipotalamusta bulunan insiilin ve
insiilin reseptorleri (IR), viicut enerji homeostazinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Hipokampus ve serebral kortekste bulunan insiilin ve IR'nin de beyin biligsel islevlerinde
yer aldig1 gosterilmistir. Insiilin, uyarici ve inhibe edici reseptérlerin aktivitelerini modiile
edebilir ve uzun siireli hafiza konsolidasyonuna yol acan sinyal iletim basamaklarini
tetikleyebilir. Ayrica, insiilin sinyallesmesinin sinaptik plastisitede bir rol oynadigi
gosterilmistir. Noronal aktivite sirasinda insiilin salinir ve insiilin alic1 yolunu uyararak,
gen ekspresyonunu aktive eder. Eksprese edilen genler, hiicre biiyiimesi, sinaps biiylimesi
ve hiicre onarimi ve bakimi i¢in gerekli proteinleri igerir. Ayrica hiicrelerin oksidatif stres
gibi zararl etkilere karsi onarilmasi ve korunmasi i¢in de gereklidir (Biessels ve ark.,
2006). Insiilin reseptdrii sinyallerinin bozulmasi, T2DM hastalarinda AH gibi yaslanma
ile iligkili beyin dejenerasyonunda ve biligsel bozulmada rol oynar. Buna paralel olarak,
beyin insiilin reseptorii ekspresyon ve fonksiyonunun deneysel olarak baskilanmasi,
bilissel bozulmaya ve AH'da goriilen molekiiler ve biyokimyasal anormalliklere neden
olur (de la Monte ve ark., 2011). Asagidaki sekilde anormal insiilin sinyalinin
norodejenerasyona ve AH’na olabilecek katkist ve mekanizmasi sematize edilmistir

(Sekil 2).
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Sekil 1. Anormal insiilin sinyali ile kognitif disfonksiyon arasindaki iliski
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(Kimura, 2016)

Birka¢ ¢alisma sadece insiilinin degil, aym zamanda IGF-1'in (Insiilin benzeri
biiylime faktorii-1) AH'nin molekiiler ve hiicresel mekanizmalari tizerindeki etkilerini
gostermistir (Gasparini ve Xu, 2003). insiilin ve IGF-1 kan-beyin bariyerini gegebilir ve
ayrica beyinde iiretilir. Insiilin ve IGF'ler, ligand-reseptor baglanmast ve intrinsik reseptor
tirozin kinazlarin aktivasyonu yoluyla ¢ok ¢esitli néronal fonksiyonlar1 diizenlemektedir.
IGF-1 ve reseptdrleri ayrica noronal aktiviteyi modiile etmektedir. Insiilin ve IGF sinyali,
hem homeostaz hem de hiicresel fonksiyonlarin dinamik modiilasyonu i¢in gerekli olan
glikoz kullanimini, metabolizmay1 ve ATP sentezini diizenlemektedir (Frolich ve ark.,
1998). Insiilin / IGF yollari, ndronal bilyiimeyi, ndronal sagkalimi, farklilasmayi, goc,
enerji metabolizmasi, gen ekspresyonu, protein sentezi, hiicre iskeleti yapilagsmasini,
sinaps olusumu, norotransmitter fonksiyonu ve plastisiteyi etkilemekte ve
desteklemektedir (de la Monte ve ark., 2009). Ayrica, AH ilerledik¢e, beyin glukoz

kullanimi, insiilin sinyalleme tepkileri ve insiiline cevap veren genlerin ekspresyonu
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azalir (Rivera ve ark., 2005). Calismalarda Insiilin / IGF sinyalinin inhibisyonundan
kaynaklanan enerji metabolizmasindaki eksiklikler oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyon ve proinflamatuar sitokin aktivasyonunu arttirdigi gosterilmistir (de la
Monte ve ark., 2002). Yapilan birkag¢ ¢alismada beyindeki AP seviyelerinin, dolagimda
diisiik doz IGF-1'e sahip farelerde erken yaslarda yiikseldigi bulunmustur. IGF-1 ve
insiilin, AB'yi kan beyin bariyeri boyunca tasiyan bir tasiyict sistemi aktive eder. Bu
mekanizma ile IGF-1, AP tasiyicist olarak hareket eden proteinlerin tasinmasini tesvik
ederek veya AP'yi dogrudan tasiyarak beyin dokusundan AP'nin temizlenmesini
destekleyebilir. Insiilin ve IGF-1 ayrica AP metabolizmasini dogrudan diizenleyebilir.
Insiilinin hiicre ici AB’y1 azaltti1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Carro ve Torres-
Aleman, 2004). Ayrica T2DM ve AH arasindaki baglantiyr gosteren diger bir iliski; Tau
fosforilasyonunun, insiilin ve IGF-1 ile gdzlemlenen modiilasyonudur. Insiilin ve IGF-
1'in, noronal hiicre kiiltiirlerinde ve in vivo ¢alismalarda tau fosforilasyonunu diizenledigi
bulunmustur (Schubert ve ark., 2004). Spesifik olarak, insiilin ve IGF-1, tau protein
fosforilasyonunu azaltir ve tau proteininin, insan néronal kiiltiirlerinde mikrotiibiillere
baglanmasim desteklemektedir. Insiilin ve IGF-1 ayrica tau fosforilasyonunu dolaysiz
olarak AP iizerindeki etkileri ile de etkileyebilir. Azalmis insiilin ve / veya IGF-1
seviyeleri, hiicresel A yiikiinii arttirabilir ve dolayisi ile AH patolojisini dolayli olarak
arttirarak etkileyebilir. AP ve tau proteini lizerindeki dogrudan etkiye ek olarak, IGF-1 ve
insiilin néroprotektif etkilere sahiptir ve beyin dokusunda nérogenezi, sinaps olusumunu
ve glikoz kullanimin1 destekleyebilir (Mohanty ve ark., 2005).

AH, tau proteininin anormal sekilde hiperfosforile edilmis bir formunu igeren esas
olarak hiicre i¢i norofibriler yumaklar (NFY) ile karakterize edilmektedir. AH'da, merkezi
sinir sisteminde insiilin direncinin, insiilin reseptorii hassasiyetindeki degisiklikler
nedeniyle gelistigi gozlemlenmistir. Bu, Ap ve tau proteininin ekspresyonunu ve
metabolizmasinit etkiler. Ubikuitin-proteazom sisteminin islevsizligi ile birlestirilen
hiperfosforile edilmis tau ubiklesmesi, ¢6ziinmeyen fibriller tau, oksidatif stres ve ROS
olusumunda birikmelere neden olarak, AH'da artmis ndronal apoptoz, mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu ve nekrozu ile sonuglanir (Mandelkow ve ark., 2003). Artan
kanitlar, AH ndrodejenerasyonunun yukarida belirtilen hiicresel yonlerinin ¢oguna, beyin
insiilini / IGF direncinin aracilik edebilecegini gostermektedir. Tau ekspresyonu ve

fosforilasyonu, insiilin ve IGF ile diizenlenir (Schubert ve ark., 2004). AH'da, beyin
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insiilini ve IGF direnci, fosfoinositol-3-kinaz (PI3K), Akt ve Wnt / B-katenin yoluyla
sinyal iletimini azaltir ve GSK-3P aktivasyonunu arttirir. GSK-3f asir1 aktiflestirme
kismen tau yanlhs katlanmasmi ve fibril toplanmasini  destekleyen tau
hiperfosforilasyonundan sorumludur (Bhat ve ark., 2003). AH tau patolojisine, azaltilmig
insiilin ve IGF sinyallemesi nedeniyle tau gen ekspresyonu aracilik eder (de la Monte ve
ark., 2003).

AH'min patolojik 6zelliklerinin her ikisi de T2DM'de bulunur. Her iki durumda da
ortak olan bir baska 6zellik, hiicrelerin kayb1 ve buna bagl dejeneratif degisikliklerdir.
AH, yaygin noron kaybi olan en yaygin ndrodejeneratif hastaliktir. T2DM ayrica
pankreas B hiicrelerinin ve iligkili néropatilerin se¢ici yikimindan kaynaklanan dejeneratif
bir hastaliktir. Calismalar, prediyabet ve daha erken T2DM'de daha yiiksek serum insiilin
seviyesinin bozulmus bilissel islev ile iliskili oldugunu gostermistir. Mekanik olarak, bu,
AP seviyelerinin yiikselmesinin, artmis serum insiilin igerigi ile iligkili oldugunu gosterir
(Li ve Holscher, 2007). AH ve T2DM arasindaki ana fizyolojik baglanti, her iki kosulun
da periferik ve merkezi insiilin sinyal anormallikleri ile iligkili olmasidir. Bunlar daha
sonra norodejeneratif siireclere ve biligsel bozulmalara yol agmaktadir.

Insiilin, kolesterol ve AH arasindaki karmasik iliski birgok arastirmaya konu
olmustur. Insiilin, kolesterol biyosentezinde hiz simirlayic1 enzim aktivitesini uyararak
Kolesterol biyosentezini diizenler (Nelson ve Alkon, 2005). Ayrica AH'da kolestrol
seviyeleri onemli bir rol oynar ve yiiksek seviyeler bir risk faktorii olarak kabul edilir.
Hiperkolestrolemi ayni zamanda T2DM'in bilinen bir risk faktoridiir. Kolesterol
seviyelerinin B-amiloid sentezini modiile ettiginden amiloid prekiirsor protein (APP)
metabolizmasinin etkilendigi gosterilmistir (Cole ve ark., 2005).

AP birikiminin, AH'da meydana gelen nérodejenerasyonun nedeni oldugunu gosteren
onemli kanitlar bulunmaktadir. Benzer sekilde, T2DM'de pankreastaki [ hiicrelerinin
kaybr kismen adaciklardaki amiloid birikintilerine baglanmaktadir. AP, dnciil proteini
APP'nin boliinmesinden elde edilen bir {iriindiir. Benzer sekilde, adacik amiloidi adacik
amiloid polipeptitinden (IAPP) tiiretilir. APP ve IAPP arasindaki % 90 yapisal benzerlik,
AH ve T2DM arasindaki bagi giiclendirmekte ve benzer fizyolojik rolleri oldugunu
sOylemektedir (Janson ve ark., 2004). AH, AP'dan olusan senil plaklarin olusumu ile
karakterizedir. Bu plaklar toksik ozelliklere sahiptir ve muhtemelen ndrotoksisiteye

neden olan inflamatuar siireclerin indiikklenmesiyle baglantilidir (Yan ve ark., 2003).
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IAPP agregatlart diyabetik hastalarin pankreas adaciklarinda yaygin olarak
gozlenmektedir. T2DM'deki Langerhans adaciklari 3 hiicre kaybiyla karakterize edilir ve
amiloid birikintileri bu gelismeye katkida bulunur. IAPP'nin etkileri ayrica renal
filtrasyonun, kalsiyum homeostazinin ve vazodilatasyonun diizenlenmesini igerir. IAPP,
T2DM'deki adacik hiicresi islev bozuklugunun patogenezinde rol oynamaktadir (Li ve
Holscher, 2007). Fizyolojik kosullar altinda IAPP, insiilin hiicresinden insiilin ile birlikte
sentezlenir, islenir , salgilanir ve amiloid fibriller olarak birikmektedir. Patojenik ve
yapisal benzerlikler g6z oniine alindiginda AH’da instilin direnci, insiilin asir1 duyarlilig
olusumu ve T2DM agisindan yatkinlik sasirtict olmamalidir. T2DM hastalarinda demans
gelisimi olasilig1 daha yiiksektir. AH, ayrica ndrotoksik ABPP-AP oligomerik fibrillerin
veya ¢Oziinmeyen daha biiylik toplanmig fibrillerin (plaklar) birikimiyle sonuc¢lanan,
amiloid prekiirsor proteininin (ABPP) diizensiz ekspresyonu ve islenmesi ile iligkilidir.
Artmig ABPP gen ekspresyonu, degistirilmis proteoliz ile birlikte, toplanabilen 40 veya
42 amino asit uzunlugunda APPP-AP peptidlerinin birikmesine neden olur (Li ve
Holsher, 2007). ABPP-AP birikiminin nedenleri tam olarak anlagilmamistir. Bununla
birlikte, son kanitlar hem nedensel hem de sonugta ortaya c¢ikan faktorler olarak beyin
insiilini / IGF direncine isaret etmektedir (de la Monte ve ark., 2014). insiilin ABPP-
AP’nin hiicre i¢i birikimini ve insiilin diisiirlicii enzim tarafindan bozunmasini engeller
(Gasparini ve ark., 2001). APP-A birikimi, insiilinin kendi reseptoriine baglanma
afinitesini azaltarak, insiilin direncinin etkilerini kotiilestirerek insiilin sinyallesmesini de
tehlikeye atar (Ling ve ark., 2002). Ayrica, APP-Ap oligomerleri, insiilin reseptorlerinin
yiizey ekspresyonunu duyarsizlastirarak ve azaltarak insiilin uyarilmis sinyallerin ndronal
transmisyonunu inhibe eder. Son olarak, hiicre i¢i ABPP-AB, Akt'in PI3 kinaz
aktivasyonuna dogrudan miidahale eder, noronal sagkalimi bozar ve tau GSK-38
aktivasyonunu ve hiperfosforilasyonunu arttirir (de la Monte ve ark., 2014).

Ayrica yapilan calismlar APOE geninin AH’na olan katkisina ek olarak , aymi
zamanda insiilin aktivitesini de etkileyecegini gostermistir. APOE &4 aleli olmayan
hastalar daha diisiik insiilin duyarliligina sahiptir. En az bir APOE &4 alleli olan
hastalarda, bu durum tam tersidir. APOE €4, T2DM hastalarinda AH riskini biiyiik 6lgiide
arttirmaktadir. Insiilin sinyalindeki bozukluklar beyindeki ABPP islemesini ve ABPP-Ap
klirensini bozmaktadir (Zhao ve ark., 2004). APP-Ap birikimi, insiilinin kendi
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reseptoriine baglanma afinitesini de azaltarak, insiilin direncinin etkilerini kotiilestirerek
insiilin sinyallesmesini de tehlikeye atmaktadir (Ling ve ark., 2002).

Her iki hastalik durumunda da donisim biliyiime faktori grubu (TGF) da
etkilenmektedir ve hastaligin molekiiler mekanizmasina katkida bulunmaktadir. TGF ve
reseptorii; epiteyal, endotel, hematopoetik, noronal ve bag dokusu hiicreleri dahil olmak
tizere viicuttaki hemen hemen her hiicrede bulunmaktadir. Giinlimiizde yapisal ve islevsel
olarak birbirine benzeyen ti¢ TGF izoformu (TGF-, 1, 2 ve 3) tamimlanmustir (Fujii ve
ark., 1986). Bazi hastaliklarda veya hayvan hastalik modellerinde plazma TGF-f1
diizeylerinin yiikseldigi bildirilmistir .Bunlar arasinda bozulmus insiilin duyarliligina
sahip obezite ve hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabet bulunmaktadir. Hipergliseminin, TGF-
B1 ekspresyonu i¢in ana tetikleyicilerden biri oldugu ve diyabet hastalarinin saglikli
insanlardan daha yiiksek TGF-B1 diizeylerine sahip oldugu bilinmektedir(Yener ve ark.,
2007). Hayvan modellerinde yapilan baz1 ¢alismalar, sadece diyabetik bobrekte TGF-f3
ekspresyonunun arttigini degil ayn1 zamanda biyolojik olarak aktif formda mevcut
oldugunu belgelemistir (Gilbert ve ark., 1998). Yapilan galismalar, TGF-B1 {iretiminin
indiiksiyonunun ve / veya arttirilmasinin, kronik inflamatuar ve otoimmiin hastaliklar
tizerinde garpict bir inhibe edici etki yarattigini gostermistir. TGF-f'nin anti-inflamatuar
etkileri beyinde de 6nemli rol oynar. Noronlar tarafindan ifade edilen TGF, MSS
iltihaplanmasindan ve yaralanmasindan koruyabilir (Liu ve ark., 2006). Ayrica noronal
gelisimi ve hayatta kalmay1 diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Farelerde néronal TGF- 3
sinyalini azaltmak, yasa bagli nérodejenerasyona neden olmus ve AH'min bir fare
modelinde AP birikimini ve dendritik kaybimi1 desteklemistir. Azalan néronal TGF-3
sinyali yasa bagli ndrodejenerasyonu ve AH benzeri semptomlart arttirdigi gésterilmistir
(L1 ve Holscher, 2007).

Yukarida anlatilan tiim mekanizmalar AH ve T2DM hastaligi arasindaki iligki
desteklemekte ayrica AH nin metabolik bir hastalik oldugu kavramini giliglendirmektedir
(de La Monte, 2014). AH'nin saf haliyle, diabetes mellitus'un bir beyin bigimini temsil

ettigine dair gii¢lii calismalar mevcuttur.
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2.7 PSMD9 geni ve polimorfizmi

PSMD9 (26S Proteazom ATPaz Diizenleyici Alt Birim 9) geni 12924.31-q24.32
kromozomunda bulunmaktadir. PSMD9 geninin alt1 ekzonu 29.3 kb'nin {izerinde uzanir
PSMD9 geni tarafindan kodlanan bir 25kDa agirliginda protein eksprese edilir ve bu
PSMD9 proteini yiiksek oranda korunmus 223 aminoasit biiyiikliigiindedir. Insanlarda
ayrica p27 ailesinin proteazom alt birimine aittir. PSMD9, her zaman memeli hiicre
tiplerinde eksprese edilir ve beyin, lenfatik, endokrin, bobrek ve cilt epidermis
dokularinda yiiksek seviyelerde eksprese edildigi goriinmektedir (Hopper ve ark., 2015).
Sekil 2: PSMD9 geninin genomik lokasyonu
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PSMD9, ilk 6nce 19S proteasomal regiilatoriiniin bir bileseni olarak tanimlandr ve
19S’in, aktif 26S proteazomu olusturmak icin katalitik 20S proteasomal cekirdek ile
iliskisini uyararak PSMC3 ve PSMCE6 ile stabil bir alt kompleks olusturup 20S ve 19S
partikiillerinin birlestirilmesine yardimci olarak bir saperon gorevi gormektedir (Sahu ve
ark., 2014). Bu gen, 19S regiilatoriiniin ATPaz olmayan bir alt birimini kodlar. Bu gen
icin iki farkli izoformu kodlayan {i¢ transkript varyant: bulunmustur.

Bir proteozomal birlestirici saperonu oldugu bilinen PSMD?9; yapisal olarak, 88 amino
asit uzunlugunda (108-195) karakterize edilmemis PDZ benzeri bir alan igermektedir
(Sangith ve ark., 2014). Protein igeren bircok PDZ alani, hiicrelerin sinyalleme, aracilik
yapict Ozelliklerine aracilik etme ve iyon tagimada islev yapmalarina izin veren
supramolekiiler diizenekler olusturmak i¢in yap1 iskeleleri gérevi gortir.

Bu proteazomal roliine ek olarak, PSMD9'un bir transkripsiyonel ortak diizenleyici
olarak ayr1 bir rolii oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur. PSMD9, PDZ alanim
PDX-1, E12 ve E47 transkripsiyon faktorlerine baglayarak spesifik hedef genlerin gen
ekspresyonunu diizenlemektedir. PSMD9'un, PDZ alan1 araciligiyla temel helix-loop-
helix (BHLH) transkripsiyon faktorleri E12 ve E47 ile etkilesime girdigini ve insiilin
promotori igindeki glikoz yanit arttiricilarinin aktivasyonunu arttirdigr gosterilmistir
(Thomas ve ark., 1999). Sicanlarda PSMD9 homologu olan Ké&prii-l'in, PDZ domain

benzeri alaninin E12 ve histon asetil transferaz, p300 transkripsiyon faktorleri ile
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etkilesimi yoluyla bir insiilin gen transkripsiyonunun bir koaktivatorii olarak gorev
yaptigi gosterilmistir. Koprii-1'in asir1 ekspresyonu, instilin eksprese eden f hiicrelerinin
sayisinda azalma ile insiilin eksikligi ve diyabete yol agarak pankreas apoptozisini
artirmaktadir (Hopper ve ark., 2015). Ayrica PSMD9, E12'nin transkripsiyonu
sonlandirmak i¢in proteasomal pargalanmasinda diizenleyici bir rol oynayabilecegi

sOylenmektedir (Sangith ve ark., 2014)(Sekil 3).

Sekil 3. E12 ve PSMD?9 etkilesimi
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(Sangith ve ark., 2014)

Yapilan bir calismada S14 ribozomal proteinin PSMD9 ile etkilesimde olabilecegi,
bu ortakligin p53’iin stabilite ve fonksiyonlarini etkileyebilecegi ongodriilmektedir. S14'lin
MDM2'ye baglandig1 bilinmektedir. Bu baglanma E3 ligazinin p53'ii ubikinatize etme
kabiliyetini  Onler, bdylece p53'lin proteasomal bozunmasim1i Onler, p53'in
stabilizasyonuna ve aktivasyonuna yol acar. S14'lin ayrica proteazomun pargalanmasi
icin MDM2'yi alan bir mekik reseptorii gibi c¢alisabilecegi tahmin edilmektedir.
Proteasom ile iliskili PSMD9, MDM2'nin proteazom tarafindan pargalanmasini

kolaylastirmak i¢in S14'i baglayabilecegi soylenmektedir (Sekil 4).
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Sekil 4. S14 ve PSMD?9 etkilesimi
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(Sangith ve ark., 2014)

PSMD9'un NF-«kB sinyallesmesinin diizenlenmesine yol acan IkBa'nin spesifik
proteasomal bozulmasina aracilik ettigi bildirilmistir. NF-xB inflamatuar, antiapoptik ve
immiin yanitlarda rol oynayan g¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenleyen bir
transkripsiyon faktorleri ailesindendirdir. RNA metabolizmasinda rol oynayan bir RNA
baglayici protein olan hnRNPA 1, PSMD9'un yeni bir etkilesimli ortagi olarak gésterilmis
olup bu etkilesimin IkBa'nin proteasomal bozulmasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir.
hnRNPA1, proteazomal yikim i¢in IkBa'yrt alan bir mekik reseptorii oldugu ve
PSMD9’unda bir alt birim alicist olarak davrandigi gosterilmistir. PSMD9'un asir1
ekspresyonu, hem bazal hem de TNF-a aracili IkBa’ nin bozulmasini hizlandirir (Sekil
5).

Sekil 5. IkBa-hnRNPA1 kompleksi ve PSMD?9 etkilesimi
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(Sangith ve ark., 2014)

diizenleme, hormon ve reseptor aktivitesi ve protein translasyonundaki roliinii
gostermektedir (Sangith ve ark., 2014). Ozetle PSMD9’un biiyiik veya birlestirici rolii,
sinyal veya transkripsiyonel programlarin kalite kontroliinii saglamak ve biiyiikligiini

belirlemek olarak soylenebilir. Elimizdeki bu bilgilere ragmen PSMD9'un hem
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proteasomal aktivite hem de transkripsiyon iizerindeki diizenleyici etkisi belirsizligini
korumaktadir. Ubiquitin / proteasom yolu, hiicre i¢i protein yikimi i¢in ana lizozomal
olmayan yoldur. Okaryotik bir organizmanin biyolojisi ve homeostaziyla ilgili hemen
hemen her hiicresel yol Ubiquitin Proteazom Sistemi (UPS) tarafindan diizenlenir. UPS
bilesenlerinin islevindeki bozulma, hiicresel strese ve apoptoza yol agan proteinlerin
birikmesine neden olmaktadir. Ayrica modifiye edilmis bir proteazomun,
immiinoproteasomun temel bir islevi de smif I MHC peptidlerinin islenmesidir.
Proteazomun normal biyoloji ve hastaliktaki rolii geregi ve iyi ¢alisilmis olsa da, kesin
mekanizma, sekans ve substrat tanima i¢in yapisal gereklilikler, bir substrati proteazoma
almak icin gereken dogrudan ve dolayli protein-protein etkilesimleri belirsizligini
korumaktadir. Cesitli 19S alt birimlerinin yap1 ve alan fonksiyonlar1 ve bunlarin
proteazom bagimli ve bagimsiz fonksiyonlardaki rolii belirsizdir (Sangith ve ark., 2014).
Proteazom diizenegindeki roliine ragmen, PSMD9 ekspresyonundaki degisikliklerin
genel proteasomal aktivite lizerinde etkili olup olmadigi bilinmemektedir.

Yukarida da anlatildigi gibi PSMD9, insiilin geni transkripsiyonunun bir
koaktivatorii oldugundan (Thomas ve ark. 1999), PSMD9 varyantlari, insiilin
transkripsiyonunu bozabilir, beta-hiicre fonksiyon bozukluguna neden olabilir ve T2D'ye
katkida bulunabilir. Insan PSMD9 geni NIDDM2 (insiiline bagimli olmayan diyabet,
lokus 2) lokusu i¢inde bulunmaktadir. Farkli popiilasyondaki ¢oklu genom capindaki
taramalar, NIDDM2 kromozom 12q24 bolgesini Tip2 diabetus mellitus hastaligiyla
iliskilendirmistir. NIDDM2 iginde, insiilin tiretiminin bir PDZ-alan1 transkripsiyonel
koaktivatorii kodlayan PSMD9 (proteasome modiilator 9 / Koprii-1) geninin
polimorfizmine italyan bireylerde Tip 2 diyabet i¢in potansiyel bir katkisini tespit etmek
i¢in bakilmustir. 237 italyan T2D hastasinda dogrudan sekanslama gerceklestirilmis olup
PSMD 9 polimorfizm incelemesinde S143G, N166S ve G > A , IVS3+nt102
varyantlarnin, Italyan bireylerde ge¢ baslangich T2DM’ a katkida bulunabilecegi
gosterilmistir (Gragnoli ve Cronsell, 2007). Baska bir ¢alismada 201 T2DM olan italyan
bireylerde kardes/aile taramasi yapilmis IVS3-+nt460A(rs74421874),
IVS3+nt437T(rs3825172), E197G(rs14259)  varyantlarmin PSMD9’da belirtilen
degiskenler icin A / T / G haplotipinin, resesif alel model yoluyla Italyanlarda T2DM ile
baglantili oldugu gosterilmistir (Gragnoli, 2009). Ayrica ayni genler igin yine Italyan
ailelerde geng baslangich seker hastaligi olan bireylere (MODY3) bakilmis olup , aym
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varyantlarin gen¢ baglangicli seker hastaligina katkida bulundugu gosterilmistir
(Gragnoli, 2010). Yukarida bahsedilen c¢alismalart 6zetlemek gerekirse PSMD9
SNP'lerin rs74421874, rs3825172 ve rs1043307 / rs14259'un T2DM ile baglantis Italyan
ailelerde tamimlanmistir (Joanne ve ark., 2015). Bu PSMD9 SNP'leri ayrica, T2D
noropatisi, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler patoloji ve hipertansiyon dahil olmak {izere,
bu hastaligin belirli patolojik 6zellikleri ile 6nemli 6l¢iide baglantili oldugu gosterilmistir
(Joanne ve ark., 2015). 12924 lokusu kromozomu dislipidemi ve hiperkolesterolemi ile
baglantili oldugu bilinmektedir. Insiilin, bir lipit-sentetik hormondur, bu nedenle insiilin
gen transkripsiyonunu diizenleyen bir gende degisiklik, lipit metabolizmasini da
degistirebilir ve hiperkolesterolemiye katkida bulunabilir. Ayrica, PSMD9'un homologu
olan koaktivator Bridge-1'in transgenik farelerinde asir1 ekspresyonu, transgenik olmayan
kontrol farelerine kiyasla ciddi anlamda trigliserit seviyelerinin yiikselmesine neden
olmustur (Volinic ve ark., 2006). Bu bilgilerden yola ¢ikarak 200 Italyan T2DM ailesinde
hiperkolesterolemi ile baglantisina bakilmis olup ayn1 PSMD9 SNP'lerinin
hiperkolesterolemi ile baglantis1 gosterilmistir (Gragnoli, 2011). Yine 200 T2DM’lu
Italyan ailelerde tip 2 diyabetin uzun siireli bir komplikasyonu olan diyabetik noropatiye,
diyabetik retinopatiye ve diyabetik olmayan retinopatiye ve diyabetik nefropatiye
bakilmis olup, T2D noéropatili 1talyan ailelerde PSMD9 SNP'lerin IVS3 + nt460A / G,
IVS3 + nt437C / T ve E197G baglantisi rapor edilmistir (Gragnoli, 2011). PSMD9'un
T2D'nin makrovaskiiler patolojisi ile baglantili olup olmadigini belirleme amaciyla
+Nnt460A/G, + nt437C/T ve ekson E197G A/ G tek niikleotid polimorfizmleri 200 T2DM
kardes / aileyi taranmustir ve T2D’nin makrovaskiiler patolojisiye iliskilendirilmistir
(Gragnoli , 2011). Diger proteazom modulator 9 (PSMD9) gen SNP calismalarinda,
karpal tiinel sendromu, hipertansiyon, obezite, bel gevresi yaglanmasi, depresyon,
anksiyete ve uykusuzluk ile iligkisi gosterilmistir (Hao ve ark., 2015).

Tiim bu arastirmalar degerlendirildiginde basta PSMD9 geninin T2DM hastaligina ve
beraberinde getirdigi komplikasyonlara olan katkisindan yola ¢ikilarak calismamizda
Alzheimer hastaligi ve T2DM hastalig1 arasindaki iliski géz oniinde bulundurularak

PSMD9 geninde rs14259 varyantinin AH’na olan katkisina  bakilmistir.
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2.8 Ubiquitin-proteazom sistemi(UPS) ve Alzheimer Hastahg iliskisi

Ubiquitin, tim oOkaryotik hiicrelerde bulunan ve proteazomu hedef alan proteinlere
baglanan kiigiik, yiiksek oranda korunmus bir peptittir (Ciechanover ve ark., 1994).
Substrat proteinlerinin pargalanmasi, aktive edici (E1), konjiigasyon (E2) ve ligasyon
(E3) enzimlerinden olusan bir enzimatik kaskadin aracilik ettigi ubikuitinin kovalent eki
ile hedeflenir (Sudarshan ve Ashok, 2007). Ubiquitin molekiilleri, protein hedefine segici
olarak baglanir. Ubiquitin molekiilleri biiyiik ubiquitin zinciri olusturur. Ubiquitin
zinciriyle etiketlenen proteinler 26S proteazomlar1 tarafindan pargalanma i¢in taninir. Son
olarak proteazom bozunmasindan sonra ubiquitin monomerleri serbest birakilir, protein
parcalanma islemi gerceklestirilmis olunur (Chau V ve ark., 1989). Ozet olarak
proteazomun pargalanmasi, ¢oklu ubikuitin parcalarinin bir substrat ile birlestirilmesi ve
etiketli proteinin 26S proteazom kompleksi tarafindan pargalanmasi ile gergeklesir
(Muchowski ve Wacker, 2005).

26S proteazom olarak bilinen proteazom, 2 kompleks, 20S ¢ekirdegi ve 19S
regiilatoriinden olusan oldukg¢a diizenli bir yapiya sahip multikatalitik bir proteinaz
kompleksidir. Okaryotik 20S proteazom ¢ekirdek kompleksi, ayni olmayan 28 alt-birimin
4 halkasindan olusur; Di1s halkalar, substrat girisi ve iiriin salimi i¢in gegit islevine sahip
2 halka 7 alfa tipi alt birimler igerirken, 2 halka da 7 beta alt birimleri peptid hidrolize
edici aktivite sergilemektedir. 19S diizenleyici kompleks, 20S katalitik ¢ekirdege esnek
bir sekilde baglanir ve ¢ekirdegin girisinde bir halka olusturan ve saperon benzeri bir
aktivite uygulayan 6 ATPaz altbirimden ve 2 ATPaz dis1 altbirim igeren bir tabandan ve

en fazla 10 ATPaz olmayan alt birim igeren bir kapaktan olusur (Zouambia ve ark., 2008).
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Sekil 6: 26S Proteazom par¢a ve PSMD 9

~— 198 Diizenleyici Parga

J\

~ 208 Cekirdek Parga

— 198 Diizenleyici Par¢a

(Hopper ve ark., 2015)

Ubikiutin proteazom sistem (UPS), hiicre i¢i proteinlerin par¢alanmasi igin ana
yoldur. Total proteinlerin, protein pargalanmasinin % 80-90'1 UPS yoluyla, % 10 - 20'si
lizozomal proteoliz yoluyla gergeklesir (Olzmann ve ark., 2008). UPS sistemi hiicresel
islemlerin birgoguna dahil olmaktadir. Hiicre dongiisiiniin diizenlemesini, hiicresel
farklilasmayi, anormal ve yanlis katlanmis hiicre i¢i proteinlerin ¢ikarilmasini ve
antijenik peptitlerin iiretilmesi gibi bir¢ok isleme dahil olmaktadir (Gomes, 2013).
Hiicresel diizeyde, hiicre i¢i proteinlerin siirekli bir doniisiimii, homeostazin siirdiiriilmesi
ve ¢oklu hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesi i¢in gereklidir (Riederer ve ark., 2011).
Ayrica, UPS'in sinaptik plastisitedeki roliinii destekleyen 6nemli kanitlar vardir. UPS'in
sinaptik plastisitedeki rolii ilk once uzun vadeli kolaylastirma olarak adlandirilan uzun

vadeli hafizanin omurgasiz hiicresel modelinde gézlenmistir (Hegde ve ark., 1993). UPS
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bilesenlerinin islevindeki bozulma, hiicresel strese ve apoptoza neden olan proteinlerin
birikmesine neden olabilmektedir (Sangith ve ark., 2014).

Proteinlerin birikmesi Alzheimer Hastali§i (AH) olmak iizere bir¢ok norodejeneratif
hastalikta tekrarlayan bir olaydir. Protein birikiminin ubikiutin proteazom sisteminde
islev bozuklugundan kaynaklanabilecegini gosteren ¢aligsmalar bulunmaktadir. Son
arastirmalar, UPS'in bilesenlerinin, AH'nin erken evresi ile iliskilendirilen sinaptik islev
bozuklugu ile ve hastaligin ge¢ donemlerinde karakterize edilen norodejenerasyon ile
baglantili olabilecegini gostermistir (Sudarshan ve ark., 2007). UPS ayrica hasarli veya
yanlis katlanmig proteinler i¢in dnemli bir kalite kontrol sistemi gibi caligmaktadir. Segici
protein oksidasyonu protein hasarina neden olabilmektedir ya da meydana gelen protein
mutasyonlar1 proteazomun bir islev bozukluguna neden olabilmektedir. Bu tiir olaylar
sonunda hiicre 6liim yollar1 aktifleserek ubikotine edilmis proteinlerin belirgin yapilara
dahil edilmesiyle anormal bir toplanma ya da birlesmeye neden olabilmektedir (Riederer
ve ark., 2011). AH ile iliskili beyinlerde degismis proteazom aktivitesinin dogrudan
kanitlar1 gosterilmistir. AH’da stres durumlari, inflamasyon, reaktif gliyoz ve oksidatif
hasar, protein hasarina neden olabilir; bunlarla iligkili olarak, protein onarimi veya
bozunmasi ve UPS'in ve / veya anormal protein toplanmasinin aktivasyonu gibi bir doku
reaksiyonu ile sonuglanabilir (Riederer ve ark., 2011). Norodejeneratif hastaliklarda 20S
Proteazom'un roliine iliskin ilk calismalar proteazom aktivitesinin inhibisyonunun
noronal 6liimi hizlandirmak igin yeterli oldugunu buldu. Erken in vitro ¢aligmalar, AB'nin
noronal hiicrelere dogrudan uygulanmasinin proteazom inhibisyonunu tetikledigini
gostermistir (Reinheckel ve ark., 1998). Proteazomun farmakolojik inhibitorlerinin
uygulanmasinin, néronal toksisiteyi ve nihai 6liimii indiikledigi ayr1 ayr1 gosterilmistir
(Qui ve ark., 2000). Yapilan bir ¢alismada AH vakalarinin 6zellikle belirli beyin
bolgelerinde proteazom aktivitesinde segici bir azalma gosterilmistir. Ilgi cekici olan
hipokampus gibi AH patolojisine daha duyarli olan beyin bolgelerinde, proteazom
aktivitesinin azaldigi, buna karsin serebellum gibi diger daha az duyarli olan beyin
bolgelerinde, AH ve kontroller arasindaki proteazom aktivitesi karsilastirildiginda higbir
degisiklik olmadigi gosterilmistir (Keller ve ark., 2000). Artan kanitlar proteazom sistemi
ve AP arasindaki etkilesimi desteklemektedir. AH’nin ayirt edici yapilarindan Af
fibrillerinin  ubiquitin kaynakli protein pargalama kusuruyla ilgisi olabilecegi

kesfedilmistir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda, AB40°1n peptit kanali boyunca proteazomun
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icine dogrudan baglandigini ve 20S proteazomunun kimotripsin benzeri aktivitesini segici
olarak inhibe ettigini gostermistir (Gregori ve ark., 1997). Ayn1 zamanda yeni ¢aligmalar
AB42 ‘nin proteazom aktivitesini bozdugunu gdostermektedir. AP42’nin bilinen bir
proteazom inhibitorii kadar proteazom fonksiyonunu inhibe edebilecegi gosterilmistir
(Oh ve ark., 2005). Bir ¢calismada yazarlar bir ubikuitin-konjuge enzim olan, E2-25K /
HIP2, APP mutasyonlar1 igeren bir hayvan modelinde A aracili norotoksisitenin ve
proteazom inhibisyonunun bir araci olarak tanimlamislardir. Bir ubikuitin mutanti olan
UBB + 1'in (AH’1 beyinlerinde g6zlenen giiglii bir proteazom inhibitdrii), E2-25K / HIP-
2 aracili ndrotoksisite ile fonksiyonel olarak etkilesime girdigi bulunmustur (Song ve ark.,
2003). In vitro deneylerde, Ap'nin proteazomu baglayabildigi ve inhibe edebilecegi,
bdylece ubikuitin ile konjlige edilmis proteinlerin bozulmasini bloke ettigi gdzlenmistir
(Gregori ve ark., 1997). Baska bir ¢calismada proteazom eksikligi, A immiinoterapisi ile
geri alinmistir buda AP birikiminin proteazom fonksiyonunu inhibe ettigi hipotezini
desteklemektedir. AP birikimi, A tiretimi ile bozulmasi arasindaki dengeye baglidir. 20S
pretozomunun AB40 ve AB42’yi bozdugu hiicre icermeyen deneyde gosterilmistir. In
vitro c¢alismalarla uyumlu olarak, proteazom inhibisyonunun intranéronal AP
seviyelerinde anlamli bir artisa yol agtigin1 gosterilmistir (Tseng ve ark., 2008). Veriler
degerlendirildiginde, AP'min spesifik proteazlar disinda proteazom tarafindan da
parcalandigin1 géstermistir. Yaslanma siirecindeki proteazom fonksiyonunda ki diisiis
g0z Oniine alindiginda yasa bagh proteazom disfonksiyonunun AH ile iligkili beyinlerde
AP birikimine katilabilecegi s6ylenebilir (Breusing ve Grune, 2008). Amiloid prekiirsor
proteininin (APP) y-sekretaz (AP {ireten) boliinmesini pozitif olarak diizenleyen
presenilinler, Ubuquitin-proteazom sisteminin substratlaridir. Bu nedenle, 26S
proteasomlarinin Ub+1- baslikl1 zincirler tarafindan ilerleyici, yasa bagli inhibisyonunun,
presenilin seviyeleri {izerindeki etkilerle AH patogenezine katkida bulunabilmesi
miimkiindiir ( Lam ve ark., 2000). Bu fikri giiglendiren diger kanitlar, hem PS1 hem de
PS2'nin proteazom tarafindan bozuldugunu gostermis, bu nedenle proteazom
aktivitesindeki bir azalma muhtemelen y-sekretaz aktivitesini ve A iiretimini artiracagi
gostermistir.  AB'min  proteazomla fiziksel olarak nasil etkilesime girdigi agiklik
getirilmesi gereken konulardan biridir ve halen net degilidir (Checler ve ark., 2000).
AH'da, kaspazla boliinmiis tau birikimi, NFY olusumunda erken bir olay gibi

goriinmekte ve tau proteinleri, diger norodejeneratif hastaliklarda da goriildiigii gibi, bir
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a-siniiklein ile birlikte birikebilmektedir (Newman ve ark., 2005). Noropatolojik
lezyonlarda ubikuitin-protein konjugatlarinin birikimi ilk olarak insan beyninden izole
edilen NFY'larda tespit edilmistir (Perry ve ark., 1987). Tau agregatlar1 ve protcazom
aktivitesi arasinda inhibe edici bir etkilesim oldugu ortaya koyulmustur. Bunu
desteklemek igin, in vitro olarak, insan AH ile iliskili beyin dokusundan izole edilen tau
agregatlarinin, proteazomu inhibe edebildigini gosterilmistir. Ayni zamanda eldeki
veriler, AP birikiminin proteazom fonksiyonunu bozabilecegini ve bdylece tau birikimini
kolaylastirdigint  gdstermistir.  Ayrica, toplanmis tau’nun proteazom tarafindan
parcalanmadigini1 ve gergekten onu inhibe ettigini gosteren veriler elde edilmistir (Keck
ve ark., 2003).

Ayrica Saperonlar, UPS ile bir isbirligi yaparak protein katlanma siirecine dahil
olurlar, fakat AH’da islevleri bozulmaktadir (Oddo, 2008). Saperonlar yanlis katlanmis
proteinleri hedef alir ve tiim hiicre tiplerinde protein birikmesini Onlerler. Molekiiler
saperonlar (hsp70 ve hsp40) yanlis katlanmis, toplanmaya egilimli proteinlere karsi ilk
savunma hattin1 saglar; ikinci savunma sistemi ise Ubiqutin proteazom sistemidir.
Molekiiler saperonlar insan hastaliinin hayvan modelleri i¢in bilinen en giiclii
norodejenerasyon baskilayicilari arasindadir. Bununla birlikte, bu sistemin islevsizligi bir
birikmeye ve ubiklestirilmis proteinlerin toplanmasina yol agabilir (Gao ve Hu, 2008).

Yukarida bahsedilen tiim c¢aligmalarda Ubiquitin proteazom sistem ve Alzheimer
hastalig1 arasindaki iligkiden bahsedilmistir. PSMD9 geni UPS sisteminin 19S
regiilatoriiniin  ATPaz olmayan bir alt birimidir ve proteazomal birlestirici bir
saperonudur. Bundan dolayr norodejenerasyon siirecine ve Alzheimer hastaligina

olabilecek katkis1 bu ¢alismamizda arastirilmistir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Klinik Degerlendirme

Arastirmamizda koleksiyon kan materyali kullanilmigtir. Koleksiyon kan materyali;
daha 6nce etik kurul onay1 alinmis ve goniillii onam formu imzalatilmis farkli bir ¢alisma
i¢in Umraniye Egitim ve Arastirma hastanesine basvuran NINCDS-ADRDA kriterlerine
gore Alzheimer Hastaligi tanis1 almus kisilerden elde edilmistir. Ayn1 hastaneye bagvuran
65 yas iistii herhangi bir norolojik, onkolojik ve romatolojik hastaligi olmayan saglikli
bireylerden kontrol kanlari elde edilmistir. Alzheimer hastalar1 deneyimli ndrolog
tarafindan degerlendirilmis, hastanin klinik durumunu belirlemek ve kognitif fonksiyon
kaybin1 derecelendirmek i¢in néropsikolojik testler yapilmistir. Alzheimer hastalarinda
mini mental durum testi (MMDT), Klinik demans skalas1 (CDR) testleri yapilmuistir.

MMDT, 1975 yilinda Folstein ve arkadaslar tarafindan yaymlanmistir ve klinikte
yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Bilissel performansi objektif ve hizli bir
sekilde degerlendirebilmek amaciyla olusturulmustur. Bilissel bozukluklarin saptanmast,
Klinikteki seyrinin takibi, uygulanan tedavilerin yararliliginin degerlendirilmesi agisindan
pratikte kullanilan popiiler bir testtir. Test; kayit hafizasi, oryantasyon, dikkat ve
hesaplama,lisan ve hatirlama olmak {izere bes ana baslik altinda toplanms 11 maddeden
olusmakta ve toplam puan olan 30 {iizerinden degerlendirilmektedir. Tamamlanmasi
yaklagik 10 dakika stirmektedir. MMDT ‘de esik deger 23-24 puan arasindadir. 24-30
puan arasi normal, 20-23 puan arasi hafif evre, 10-19 puan aras1 orta evre ve 0-9 puan
arast ileri evre demansla uyumludur (Folstein ve ark., 1975).

Alzheimer hastalarina uygulanan bir diger noropsikolojik test ise Klinik demans
derecelendirme skalasi (CDR)’dir. CDR, pratikte siklikla kullanilan global evrelendirme
skalalarindan birisidir (Hughes ve ark., 1982). Bellek, oryantasyon, muhakeme etme ve
problem ¢6zme, sosyal hayat, ev ve hobiler, kisisel bakim olmak iizere 6 kategoride
degerlendirilir. Hastalar1 kognitif durumlarina gore 5 evreye ayirmaktadir. CDR testi;
AH’m1 0-kognitif yeterlilik, 0.5 hafif kognitif bozukluk, 1- hafif demans, 2- orta demans,

3-siddetli demans seklinde kategorize etmektedir.
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Tablo 2. Mini Mental Durum Testi (MMDT)

MINI MENTAL DURUM TESTI
Mini Mental State Examination(MMSE)

Hastanin Adi, Soyadi: Tarih: __ /| [

Puani:

Oryantasyon ( Her soru 1 puan, toplam 10 puan)

Hangi iilkede yastyoruz?
Su an hangi sehirde bulunmaktasiniz?
Su an bulundugunuz semt neresidir?

Hangi yil icerisindeyiz?
Hangi mevsimdeyiz?

Hangi aydayiz?
Bu giin ayim kag1? Su an bulundugunuz bina neresidir?
Hangi giindeyiz? Su an bu binanin kaginci katindasiniz?

Kayit Hafizas1 ( Toplam 3 puan)

Size birazdan soyleyecegim ti¢ ismi dikkatlice dinleyip, ben bitirdikten sonra tekrarlayiniz:
Masa,bayrak,elbise.(20 sn siire taninir.) Her dogru isim 1 puan.

Dikkat ve Hesap Yapma ( Toplam 5 puan)

100’den geriye dogru 7 ¢ikartarak gidiniz. Dur deyinceye kadar devam ediniz.
100, 93, 86, 79, 72, 65. Her dogru islem 1 puan.

Hatirlama ( Toplam 3 puan)

Biraz once tekrar ettiginiz isimleri sdyleyin.
Masa, bayrak, elbise. Her dogru isim 1 puan.

Lisan ( Toplam 9 puan)
* Bu gordiigiiniiz nesneleri isimleri nedir?
Kol saati, kalem. (20 sn siire taninir.) Her yanit 1 puan, toplam 2 puan

* Simdi size sdyleyecegim climleyi dikkatle dinleyin. Ben bitirdikten sonra tekrar edin.
Eger ve fakat istemiyorum. (10 sn siire taninir.) Dogru yanit 1 puan

* Simdi sizden bir sey yapmanizi isteyecegim, beni dikkatle dinleyin ve sdyledigimi yapin.
"Masada duran kagidi elinizle alin, iki elinizle ikiye katlayin ve yere birakin liitfen"

(20 sn siire taninir.) Her islem 1 puan, toplam 3 puan.

* Simdi size bir climle gdsterecegim. Okuyun ve yazida sylenen seyi yapin.
Bir kagida "GOZLERINIZI KAPATIN" yazip hastaya gosterin. Dogru yanit 1 puan

* Simdi verecegim kagida akliniza gelen anlamli bir ciimleyi yazin. Dogru yanit 1 puan

* Size gosterecegim seklin aynisini ¢izin;( Asagidaki sekil arka sayfaya ¢izilecek.) 1 puan

Toplam Puan :
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Sekil 7: Klinik Demans Derecelendirme Skalasi (CDR)

KLINIK DEMANS DERECELENDIRME (CDR)

KLINIK DEMANS
DERECELENDIRME 0 0.5 1 2 3
(CDR):
Bozukluk
Yok Supheli Hafif Orta Ciddi
0 05 1 2 3

Bellek kaybi yok ya da hafif,

belirsiz unutkanlik

Hafif agikar unutkanlik;
claylann kismen

Orta derecede unutkanlik;
yakin donem olaylan igin

Ciddi unutkanlik; yalnizea
cok iyi odrenilmis materyal

Ciddi unutkanlik;
‘Yalmzea pargalar kalir

digarida cografi
dezoryantasyonu olabilir

dezoryante

Bellek hatirlanabilmesi; “selim” daha belirgin; unutkanlik kalmig; yeni materyal hizla
unutkanlik ginlik faaliyetleri engellivor kayboluyor
Timiyle oryante Zaman iligkilerindeki hafif Zaman iligkilerinde orta Zamanla iligkilerinde ciddi ‘Yalmzca kigilere oryante
giclik disinda timiyle derecede giclik; muayene qguclik; genellikle zamana,
Oryantasyon oryante werini tanryor; fakat siklikla da mekana

Yargilama & Sorun
gozme

Gundelik sorunlan ¢oziyor
ve ise ve paraya iliskin
iglerin iyi bir sekilde
ustesinden geliyor; gegmis
performansi ile iligkili
yargilamalar iyi

Sorunlar ¢ozmede,
benzerliklerde ve
farkhliklarda hafif bozukluk

Sorunlar ele almada,
benzerikleri ve farklliklan
kavramada orta dizeyde
bozukluk; toplumsal
yargilama genellikle
karunmugtur

Sorunlan ele almada,
benzediklen ve farklinklan
kavramada ciddi diizeyde
bozukluk; toplumsal
yargilama genellikle bozuk

Yargilama yapamiyor ve
sorun cozemiyor

Ev Disi Faaliyetler

Iste, aligveriste, géniilli ve
sosyal gruplarda her
zamanki dilzeyde bagimsiz
islavsellik

Bu faaliyetlerde hafif
bozulma

Bu faaliyetlerin bir kismini
halen surdirse de bagimsiz
iglev géremiyor; yuzeysel bir
bakigla normal garinlyar

Evin diginda badimsiz

Alle evinin digindaki

islevini timiyle yitirmis

Alle evinin disindaki

y gotlrilebil
kadar iyi gdraniayor

faaliyetlere gotlriimeyecek
kadar hasta gériinyor

Ev yagami, hobiler ve
entelektiel ilgiler iyi

Ev yagami, hobiler ve
entelektiiel ilgilerde hafif

Evdeki iglevierde hafif fakat
agikar bozukluk; gl ev

Yalnizea basit ev iglen
devam ediyor; ilgiler son

Evde dnemii bir islevi yok

yardima ihtiyac duyuyor

Evve Hobiler Korunmus bozulma isleri, daha karmasik hobiler | derece sinirii, zayif bigimde
ve ilgiler terkedilmig siirlyor
Kendine bakimda tam yeterlik Gayrele getirilmesi gerekiyor | Elbise giyme, hilven, kisisel | Kisisel bakim icin ¢ok fazla
Kigisel Bakim egyalann bakimi icin yardima ihtiyag duyuyor, sik

idrar ve digkl kaginyor

3.2 Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Farkl1 bir ¢aligma igin toplanan ve -80°C’de saklanan kan 6rnekleri, aragtirmamiz igin

¢Ozdiirlilmiis ve arastirmaya uygun analizler ger¢eklestirilmistir. EDTA’1 tiip igerisinde

bekleyen koleksiyon kan orneklerinden DNA analizi i¢gin RTA Laboratuvarlar1 RTA

kandan genomik DNA izolasyon kiti kullanilmigtir. Kitten ¢ikan malzemeler Tablo 3’te

gdsterilmistir. Kitten ¢ikan soliisyonlar, protokolde yazildig1 sekilde diliie edilmistir. Ilk

kullanimdan 6nce Proteinaz K tiipiine 100 test sayis1 olacak sekilde 2.2 ml dH2O (Thermo

Scientific Smart 2 Pure 3 Distile Su Cihazi, ABD) eklenmis ve vorteks yapilarak iyice

¢dzdiiriilmiistiir. Kitin icerisnden cikan soliisyon W1 ve soliisyon W2 konsantredir. ilk

kullanimdan 6nce 100 test olacak sekilde soliisyon W1’e 38 ml ve soliisyon W2’ye 100

test olacak sekilde 19 ml (%96-100) Etanol eklenmistir. Bekleyen kan 6rne§i donmus

oldugu icin 37°C su banyosunda (SNH130 Su Banyosu, Block Heater, Ingiltere)

¢ozdiirdiiliikten sonra DNA izolasyonu i¢in sirasiyla agagidaki basamaklar izlenmistir.

1. 1.5 mI’lik bir mikrosantrifijj tlipiiniin dibine 20 ul Proteinaz K eklenmistir ve

tizerine 200 pl kan 6rnegi eklenmistir.
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10.
11.

12.
13.
14.

. 200 pl Soliisyon B eklenmis ve 20 saniye vurum vorteks( Biosan V-1 plus

Vorteks) yapilarak karigtirilmistir.

Kisa santrifiij yapildiktan sonra her 3 dakikada bir karistirilarak 65°C de 15
dakika inkiibe edilmistir.

260 ul etanol (%96-100) eklenip, 20 saniye vurum-vorteks yapilarak
karigtirilmastir.

Kisa santrifiijden (Microfuge 16 Mikrosantrifiij, Beckman Coulter, ABD) sonra
karisim, toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmis spin kolona aktarilmistir.

5,000 x g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Stvi igeren alttaki tlip atilmis ve
kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

700 pl soliisyon W1 eklenmistir. 5,000 x g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.
Toplama tiipiindeki s1vi atilmig ve yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

700 ul soliisyon W2 eklenmistir. 16,000 x g ‘de 1 dakika santrifiij yapilmistir.
Toplama tiipiindeki s1v1 atilmis ve kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirlmistir.
16,000 x g’ de 3 dakika santrifiij yapilmistir.

Spin kolon, steril 1.5 ml’lik bir mikrosantrifiij tiipline transfer edilmistir.

200 pul 70°C’ ye 1sitilmig soliisyon E eklenmistir, kolonun kapagi kapatilmis ve 3
dakika oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilmistir.

5,000 x g ‘de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

16,000 x g’ de 30 saniye daha santrifiij yapilmistir.

Spin kolon atilmigtir. Kalan mikrosantrifiij tiipiiniin i¢indeki eliisyon

tamponunda genomik DNA elde edilmistir.
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Tablo 3: RTA kandan genomik DNA izolasyon kitinin icerisinden ¢ikan malzemeler

Saglanan Malzeme 50 Test 100 Test
Proteinaz K 1 Viyal 2 Viyal
Soliisyon B 11 ml 22 mi
Soliisyon W1 19 ml 38 ml
Soliisyon W2 28.5 ml 57 ml
Soliisyon E 11 ml 22 mi
Spin Kolonlar (2 ml tiip i¢inde) 50 100
Toplama tiipleri (2 ml) 150 300
Toplama tiipleri (1.5 ml) 50 100
Kullanim kilavuzu 1 1

Resim 1: RTA kandan genomik DNA izolasyon kitinin i¢cinden ¢ikan soliisyonlar

Add EtOH

Resim 2: RTA kandan genomik DNA izolasyon Kitinin i¢inden ¢ikan tiipler
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3.3 DNA izolasyonu yapilmis orneklerin Agaroz Jel Elektroforezi ile

Goriintiilenmesi

DNA izolasyon islemi sonucunda elde edilen DNA iiriinii %2 lik agaroz jelde kontrol
edilmistir.

Agaroz dogrusal bir polisakkarittir ve kirmizi1 bir alg tiirii olan ‘Agar agar’ ‘dan izole
edilmektedir. Yiiksek sicakliklarda suda ¢oziinmesi ve sogutuldugunda bu polimerde
capraz baglarin olusmasi sonucu jel yapisi olusur ve bu olay geri doniisiimliidiir. Agaroz
orta biylklikte ve biliyik DNA molekiillerini elektroforezle ayirmak icin
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan en temel yontemlerden biridir. En ¢ok 50 kb’a
kadar olan niikleik asitler agaroz jel elektroforezi ile ayristirilabilir. Elektroforez boyunca,
DNA elektriksel ylik sayesinde, jelin porlarindan ge¢meye zorlanir. Agaroz
konsantrasyonu ayarlanarak molekiillerin hareket ettigi porlarin cap1 degistirilebilir. Jelin
konsantrasyonu arttikga porlarin ¢apt kiigiilmektedir. DNA molekiiler agirliginin
logaritmast ile ters orantili olarak go¢ eder ve kiigiik DNA molekiilleri biiyiiklere kiyasla
daha hizl1 hareket etmektedir. DNA molekiilleri elektriksel gii¢ altinda negatif elektrottan
, pozitif elektroda dogru hareket eder. DNA molekiilleri jelde tek basina goriiniir degildir.
Bu ylizden Agaroz jeller genellikle floresan bir boya olan etidyum bromdir ile boyanir ve
UV 15181 altinda DNA parcalar1 goriintiilenebilir. Etidyum bromiir DNA’nin iki zinciri
arasina girerek 300 veya 360 nm dalga boyundaki 15181 sogurmasi sonucu floresan etki
gosterdigi i¢in ancak UV 15181 yardimiyla goriilebilir. Bunun sonucunda DNA
molekiiliniin jelde bir gorintisiinii elde ederiz. DNA iriinlerinin agaroz jelde
gorlintiilenmesinde asagidaki basamaklar izlenmistir. %2’lik agaroz jel hazirlanmistir.

Asagida verilen miktarlar 10X10 cm? boyutundaki 35 mL’lik tanklara goredir.

e 0,7 gtoz agaroz Olgiiliip 500 mL’lik flaska aktarilmistir, icerisine 35 mL
TBE(Tris-Borat-EDTA) tamponu eklenmistir.

e Mikrodalga da agaroz ¢ozeltisi renksiz olana kadar kaynatilmistir.

e (Ceker ocagin altinda 2ul EtBr ekledikten sonra ¢6zeltinin 55-60°C ye kadar
sogumasi beklenmistir.

e Taraklar jel kasedine yerlestirildikten sonra jelin 2-3 mm iizerine gelecek

sekilde , TBE tamponu eklenmistir.

38



e Jele yiikleme i¢in 2ul 6X 6rnek yiikleme boyasi , 10ul DNA ile karistirilip, elde
edilen 6rnek ve boya karisimindan 10pul her kuyuya eklenmistir.

e Ayrica her jel igin en az 1 tane olacak sekilde 4ul DNA ladder eklenmistir.

e Elektrodlar pozitif ve negatif kablolarin dogrulugu kontrol edilerek baglanmis ve
giic kaynagi 100 volt (400 mA) ‘a ayarlanmistir. Yiiriime islemi yaklagik 30 dk
surmiistiir.

e Kontrol amagli olarak 100 b¢’lik marker kullanilmistir.

e Son olarak jel UV transilliiminatdrde 300 nm dalga boyuna ayarlanarak
goriintiilenmistir.

Resim 3: Elde edilen DNA iiriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile goriintiilenmesi
Marker 15 2 & 4 o5l GaEe
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Genomik DNA izolasyonu yapilan hasta grubunun agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda
elde edilen agaroz jel goriintiisiinde hastalarin DNA konsantrasyonlar1 Resim 3 te

gosterilmektedir.

3.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Belli bir DNA dizisini 6zgiin olarak ¢ogaltmak i¢in kullanilan yontemlerden biri olan
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) Kary Mullis tarafindan 1980’lerin ortalarinda
kesfedilmistir. PZR, genomdan 6zgiin bir DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasini ¢ikarma
olanagi saglar yani tamamen in vitro kosullarda DNA sentezi gergeklestirilir. PZR, tek

iplikli DNA’y1 kalip alan ve deoksiriboniikleotitleri substrat olarak kullanan DNA
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polimeraz enzimi ile gergeklestirilir. Kullanilan oligoniikleotitler (primerler), enzimin
senteze baslamasi i¢in bu 3’-OH grubunu saglamaktadir. PZR, primerlerin hedef dizilere
primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Kalip DNA, DNA polimeraz,
deoksiriboniikleotitler ve oligoniikleotitlerin bulundugu bir karigim, uygun kosullar
saglandiginda, primerler kalip DNA {izerinde kendilerine tamamlayict olan bdlgelerle
esleserek enzimin senteze baslamasi i¢in baslatici gorevi yaparlar. Daha sonra DNA
polimeraz, primerlerin ucuna serbest deoksiriboniikleotitleri ekleyerek tamamlayict DNA
ipligini sentezler. Uygun kosullar1 saglamak ve enzimin verimli ¢aligmasi amactyla bu
karisim tampon bir ¢ozeltide genellikle 20-100ul hacimde hazirlanir. PZR reaksiyonu
birbirini takip eden 3 basamaktan olusur; denatiirasyon, birlesme (annealing), uzama
(extension). Denatlirasyon basamagi; ¢ift iplikli kalip DNA molekiiliiniin yiiksek
sicaklikta ayrilmasini igerir. Birlesme basamaginda; oligoniikleotit primerlerinin kalip
DNA birlesmesi vardir. Primer baglanmasi, primerin erime sicakligina (melting
temp)/Tm) baghdir. Uzama basamaginda, DNA polimeraz iki primer dogrultusunda
uzamayi saglar. DNA sentezinde kullanilan enzim, kaplica sularinda yasayan ‘Thermus
aquaticus’ bakterisinden izole edilen yiliksek sicakliklarda uzun siire kararli olan Taq
DNA polimerazdir. PZR da DNA 06rneginin ¢ogaltilmasi genellikle 25-40 dongiiden
olusur. Bir dongii sonucu sentezlenen {iriin ard1 ardina olan dongiide diger primerler i¢in
kalip gorevi gordiiglinden dolaytr DNA fragmantasyonlar: iissel olarak artig gosterir.
Calismamizda PSMD9 rs14259 polimorfizmi igin TIB MALBIOL LightCycler®
FastStart DNA Master HybProbe PZR kiti kullanilmistir. PZR i¢in kullanilan karisim
kitin i¢inden ¢ikan talimatlara gére hazirlanmistir. PZR karigimi elde etmek i¢in izlenilen

basamaklar asagida siralanmistir.

e Kitin icerisinden ¢ikan Reagent karisimi Snp (primer) tiipiine 100 ml PZR suyu
eklenerek allel spesifik primerleri sulandirilarak olugturulmustur. Master
karigimint olusturmak i¢in enzim kutusuna 60 ml reaksiyon karigimi

eklenmistir. PZR karisimini elde etmek i¢in gerekli ara stoklar elde edilmistir.

e PZR karisimini elde etmek i¢in tablodaki tiriinler sirasiyla karistirtlmistir. PZR

asagida belirtilen kosullarda yapilmistir.
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Tablo 4: PZR karisiminin elde edilmesi i¢in gerekli bilesenlerin miktar:

PZR Karisim Bilesenleri 1X10ul
Steril distile H O(PZR suyu) 1,7 ul
MgCl> 0,8 ul
Reagent Karisim(spesifik primerler) 0,5 ul
Master Karisim( Taq DNA Polimeraz) 1,0 pl
Kalip DNA 6,0 ul
Toplam hacim 10,0 pl

Resim 4: PSMD9 polimorfizmi i¢cin PZR primeri
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Tablo 5: PZR protokolii

Program Denaturation Cycling Melting Cooling
Analiz modu Hold 3 Step Amplification Melting Hold
Déngii 1 45 1 1
Sicaklik °C 95 95 60 72 40 75 40
Zaman 600" 100 10’ 15’ 120" 120’ 30°
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PSMD9 geni rs14259 bolgesini ¢cogaltmak i¢cin PZR program protokolii Tablo 5°te
verilen siraya gore yapilmistir.

LightCycler Software 4.0 programi kullanilarak 6rnekler icin erime egrisi analizi
yapildi. Erime egrisi analizi sonucunda DNA f{iriinlerinin genotipleme c¢aligmasi erime
egrisi grafigine gore yapilmistir. Asagida popiilasyonda gozlenen AA, GG, AG

genotipine sahip bireylerin grafikleri siralanmistir.

Sekil 8: AA genotipine sahip bireylerin erime egrisi grafigi

dridT

AA genotipine sahip bireylerde tek bir erime tepe noktasi bulunmaktadir ve primer erime
sicakligl (melting temp)/Tm) degeri 57.48°C’dir.

Sekil 9: AG genotipine sahip bireylerin erime egrisi grafigi

AG genotipine sahip bireylerde iki tane erime tepe noktasi bulunmaktadir.

42



Sekil 10: GG genotipine sahip bireylerin erime egrisi grafigi

dFiT

..................

GG genotipine sahip bireylerde tek bir erime tepe noktasi bulunmaktadir ve primer erime

sicaklig1 (melting temp)/Tm) degeri 63.45°C dir.

3.5 istatiksel Analiz

Elde edilen veriler, IBM SPSS Statistics 23 programi kullanilarak analiz edilmistir.
Hasta ve kontrol gruplarin dagilimlari, ortalama ve sapmalar1 degerlendirildi. Hasta ve
kontrol grubunda PSMD9 rs14259 polimorfizminin genotip ve allel dagilimi arasindaki
iliski ki-kare (X?) analizi kullanilarak elde edilmistir. Hasta ve kontrol gruplarmin Hardy-
Weinberg Denge (HWE) testine uygunlugu Michael H. Court’un (2005-2008) Excel
tabanli HWE ¢evrimi¢i hesap makinesi kullanilmistir. Hasta ve kontrollerin yaslarinin
karsilastirilmasinda normal dagilim gostermedigi i¢in Mann Whitney testi kullanilmistir.
Alzheimer hasta grubunda MMDT, ortalamalarmin genotipik  dagilima gore
degerlendirilmesinde t-testi kullanilmistir. Yine Alzheimer hastalarinda CDR ve
genotipik dagilim arasindaki iliski ki-kare (X?) testi ile degerlendirilmistir. AH grubu ve
kontrol grubunda logistik regresyon analizi yapilarak dominant model olusturulmus olup;
homozigant yabanil genotipe sahip bireylerle heterezigot ve homozigot varyant sahip
bireyler ayni1 gruba dahil edilip rs14259 polimorfizminin AH’ na yatkinlikta dominant
modele gore etkisi degerlendirilmistir. Anlamlilik degeri tiim analizlerde p<0,05 olarak

kabul edilmistir.
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4.BULGULAR

4.1 Demografik Veriler

Calismamiza katilan 29 Alzheimer hastasinin yas ortalamasi (75.28), kontrol
grubunda yer alan 25 bireyin yas ortalamasi (69.76) olarak hesaplanmistir. Hasta ve
kontrol gruplarinda yas dagilimlarinin normalligine bakilmis olup normal dagilim
gostermedigi i¢in karsilastirma non-parametrik test olan Mann-Whitney testiyle
yapilmistir. Test sonucuna gore p degeri 0,063 olarak hesaplanmis olup istatiksel agidan
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Hasta ve kontrollerin

sira ortalama degerleri ve standart sapmalar1 Tablo 6’ da verilmistir.

Tablo 6: Hasta ve kontrollerin yas sira ortalamalar: karsilastirilmasi

HASTA KONTROL
(n:29) (n:25) p*
Sira Ortalamas1  Std. Sapma Sira ortalama Std. Sapma
Yas 31,21 905,00 23,20 580,00 0,063

*Mann-Whitney testi

Hasta ve kontrol grubu cinsiyet dagilimi Ki-kare testi kullanilarak karsilastirilmistir.
Hasta grubunda 13 kadin, 16 erkek birey ; kontrol grubunda 13 kadin, 12 erkek birey
bulunmaktadir. Hasta ve kontrol grubu arasinda istatiksel agidan bir fark olup olmadigim
degerlendirmek icin ki-kare (X?) testi kullanilmistir. Test sonucu p degeri 0.800 olarak
bulunmus olup; iki grup arasinda cinsiyet dagilimi agisindan istatiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamustir. Gruplar arasindaki cinsiyet dagilimi Sekil 11 deki grafikte

gosterilmistir.
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Sekil 11: Gruplar arasi cinsiyet dagihm grafigi

Gruplar Arasi Cinsiyet Dagilimu

B Crkek
B Kadin

4.2 PSMD?9 Geni Polimorfizminin (rs14259) Olusturdugu Genotip ve Allel Frekansi

Kontrol ve hasta grubunun uygunlugu ve yeterliligi hasta ve kontrollerin genotip ve
alel dagilimi belirlendikten sonra Hardy-Weinberg Denge testi (HWE) ile test edilmistir.
Hasta ve kontrol gruplariin Hardy-Weinberg Denge (HWE) testine uygunlugu Michael
H. Court’un (2005-2008) Excel tabanli HWE c¢evrimici hesap makinesi kullanilarak elde
edilmistir. Hesaplanan sonuglara gore her iki grupta Hardy-Weinberg esitligine

uymaktadir. Hasta ve kontrol grubunun p degerleri Tablo 7 de gosterilmistir.

Tablo 7: Hasta ve kontrollerin Hardy-Weinberg test sonucu

Hardy-Weinberg X2 p
Hasta 2,935 0,086
Kontrol 0,056 0,811

Hasta ve kontrol gruplar1 i¢in PSMD9 genine ait rs14259 A/G polimorfizmine iliskin
genotip dagilimlar ki-kare (X?) testi kullanilarak karsilastirilmistir. Genotip frekanslari
AA, AG, GG ki-kare testi kullanilarak istatiksel agidan karsilastirildiginda hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda istatiksel ag¢idan anlamli bir fark bulunamamistir. Hasta
grubunda 15 birey AA ve 14 birey AG genotipine sahipken AH grubunda GG genotipine
sahip bireylere rastlanmamistir. Kontrol grubunda ise 12 birey AA genotipine, 11 birey
AG genotipine ve 2 birey de GG genotipine sahiptir. Gruplara ait genotip frekans

45



dagilimi Tablo 8’de verilmistir. Ayrica grafiksel gosterimi Sekil 12°de verilmistir. Hasta

grubunda GG genotipine sahip birey olmadigi i¢in grafikte ifade edilememistir.

Tablo 8: Hasta ve kontrollerin genotip dagilin

HASTA KONTROL
(n:29) % (n:25) % X2 p*
Genotip
AA 15 01,7 12 48,0
AG 14 48,3 11 44.0 2,046 0,459
GG 0 0,0 2 8,0

*Yates’ Ki-kare testi

Sekil 12: Hasta ve kontrol gruplarinda genotip dagilim grafigi

Gruplar Arasi Genotip Dagilimi

Bl AH Grubu
= Kontrol

Genotip

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda allel dagilimma yine ki-kare (X?) testiyle
bakilmistir. A aleli major alel, G aleli minor alel yani hastaliga etkisi olabilecegi
diigiiniilen aleldir. A ve G alel frekanslar1 gruplar arasinda karsilagtirildiginda istatiksel
agidan anlaml bir fark bulunamamistir (Tablo 9). Ayrica grafiksel gosterimi Sekil 13’te

verilmistir.

Tablo 9: Hasta ve kontrollerin alel dagilim

HASTA KONTROL
(n:58) % ™ (n:50) %" X? p*
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Allel

A 44 75,9 35 70,0
G 14 24,1 15 30,0 0,219 0,640

*Yates’ Ki-kare testi **Grup yiizdesi

Sekil 13: Hasta ve kontrol gruplar: arasindaki alel dagilim grafigi

Gruplar Arasi Alel Dagilimi

B AH Grubu
9 Kontrol

Alel

4.3 PSMD9 geni polimorfizminin dominant ve aditif modele gore incelenmesi

Alzheimer hastaligina yatkinlikta rs14259 polimorfizminin risk degerlendirmesi
lojistik regresyon analizi yapilarak dominant modele ve aditif modele gore incelenmistir.
Hasta grubunda varyant homozigot GG genotipine sahip birey olmadigi i¢in resesif
genetik model analizi yapilamamistir. Dominant modele gore; varyant homozigot
genotipe sahip bireyler ile heterozigot genotipe sahip bireyler ayni gruba dahil edilip ,
homozigot yabanil genotipe sahip bireyler ile kiyaslanmigtir. (GG+AG / AA) Dominant
modelle AA genotipine sahip olmanin Alzheimer hastaliginda koruyucu bir faktor olup
olmadig1 incelenmek istenmistir. Fakat istatiksel acidan anlamlilik yakalanamamistir
(Tablo 10). Ayrica iki grup alel dagilimi aditif modele gore incelenmistir. Bu modelde
hastaliga etki edebilecegi diisiiniilen minor alel olan G’nin etkisi arastirilmigtir. Test
sonucunda istatiksel agidan anlamli bir etki saptanamamustir. Degerlendirmeye ait p

degeri , odds ratio degerleri ve giiven araligi degerleri Tablo 10 da verilmistir.
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Tablo 10: PSMD9 polimorfizminin dominat model ve aditif model istatistik sonuglari

Model P* OR** 2095 CI
Dominant 0,785 0,862 0,295-2,513
Aditif 0,451 0,694 0,269-1,794

*Lojistik regresyon **Odds Ratio
4.4 Alzheimer Hastalarinda genotip dagilima gore MMDT testi ortalamalari

Mini Mental Degerlendirme Testi (MMDT) uygulanmis Alzheimer hastalarinda,
genotip dagilimina gére MMDT skoru ortalamalari ortalamalar normal dagilim
gosterdigi igin t-test uygulanarak karsilatirilmistir. AG genotipine sahip bireylerde
MMDT skoru ortalamasi daha yiiksek olmasina karsin; Alzheimer hastalarinda AA ve
AG genotipine gore MMDT ortalamalari agisindan istatiksel agidan anlamli bir fark
bulunamamistir (Tablo 11).

Tablo 11: Alzheimer hasta grubunda genotip dagihmina gore MMDT ortalamasi
*t-test

AA AG
GENOTIP (n:15) (n:14)
p*
Ortalama Standart sapma Ortalama Standart sapma
MMSE 17,33 6,43 19,36 7,06 0,427

4.5 Alzheimer Hastalarinda genotip dagilima gore CDR test sonug¢lari

Alzheimer hasta grubunda genotip ile CDR testi arasindaki iliski ki-kare testi
kullanilarak karsilastirilmistir. AA ve AG genotipli bireylerde CDR gruplamasi agisindan
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Genotiplere gére CDR test sonuglari

asagidaki tabloda gosterilmistir. Ayrica grafiksel gosterim Sekil 14°te verilmistir.
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Tablo 12: Alzheimer hastalarinda genotiplere gore CDR skor dagilim

GENOTIP
X2 p
AA AG

(n:15) % (n:14) %

CDR Siipheli 2 13.3 1 7.1

TESTI Hafif 5 33.3 8 57.1
Orta b5 333 3 214 1824 0677

Ciddi 3 20.0 2 14.3

*Fisher’s Exact Test

Sekil 14: Alzheimer hastalarinda CDR skorlamasina gore dagihm grafigi

Alzheimer Hasta Grubu
10

l AA
B8 AG

Frekans

@ & & &
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CDR Skoru

Grafikte CDR puanlamasina gore Alzheimer hasta grubunda genotip frekanslari
gosterilmistir. Hasta grubunda GG genotipine sahip bireyler olmadigi i¢in grafikte
gosterilmemistir (Sekil 14).
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5.TARTISMA

Alzheimer Hastalig1 bilinmeyen etyolojide ilerleyen ndrodejeneratif bir hastaliktir.
AH’na katkida bulunan genetik ve ¢evresel faktorleri belirlemek hastaligin anlagilmasi,
tan1 ve tedavisi acisindan Onemlidir. AH son yillarda T2DM hastaligi ile
iligkilendirilmekte olup her iki hastaligin ndropatolojisinin benzer oldugunu gosteren
caligmalar mevcuttur (de la Monte, 2014). Alzheimer Hastaliginda yeni néropatolojik
biyobelirtegler belirlemek hastaligin erken teshisi agisindan biiyilk 6nem tagimaktadir.
AH’1 kesin tanmisim1 koymak zor olup, postmortem dénemde miimkiin olsada, AH
patolojisinde rol oynayan biyobelirteglerin belirlenmesi, erken tani ve teshis igin yol
gosterici olabilmektedir. Calismamizda ubiquitin-proteazom sistemin bir pargasi olan ve
Tip2 diabetus mellitus hastaligi acisindan Italyan ailelerinde risk faktorii olarak
tamimlanmis olan (Gragnoli ve Cronsell, 2007; Gragnoli, 2009), PSMD9 geni rs14259
polimorfizminin Tiirk popiilasyonunda AH’1na olan katkisini inceledik. PSMD9 geni
proteazom kompleksinin bir pargasi oldugu igin gen igindeki genetik varyantlarin,
noronal hiicrelerin apoptoz siirecindeki protein fonksiyonunu degistirerek ndrodejeneratif
stireclere katkida bulunabilecegi diislintilmektedir. Ayrica PSMD9 geni insiilin
liretiminin bir transkripsiyonel koaktivatoriinii kodlamaktadir, B hiicre islev bozukluguna
neden olarak Tip 2 diabetus mellitus hastaligina katkida bulunmaktadir (Thomas ve ark.,
1999). PSMD9 geninin T2DM hastaligina olan katkis1 diisiiniilerek AH’1 agisindan risk
faktorii olup olmayacagi calismamizda incelenmistir. Beyindeki proteazom aktivitesinin
norodejeneratif hastaliklarla olan etkilesimini gdsteren ¢alisma sayisi az olup, bu ¢alisma
PSMD9 geni ve Alzheimer Hastalig1 arasindaki iligkiyi arastiran ilk calismadir.
Literatiirde PSMD9 varyantlarinin Alzheimer Hastalig1 tizerindeki etkilerini arastiran
baska bir ¢alisma bulunmamaktadir.

29 Alzheimer hastasi ve 25 saglikli kontrol ile ¢alisilmig olup rs14259 polimorfizmi
ve AH’1 arasindaki iliski dominant ve aditif(katk1) modeline gore incelendiginde istatiksel
acidan anlamli bir farklilik saptanamamistir. AH grubunda GG genotipine sahip bireyler
bulunmadig: i¢in her iki grup resesif modele gore karsilastirilamamistir. PSMD9 gen
polimorfizmini Alzheimer hastalif1 ile iliskilendiren herhangi bir ¢aligma mevcut
degildir. Tiirk popiilasyonunda rs14259 polimorfizmi Alzheimer hastalifi i¢in bir risk

faktorii olmayabilir, ya da kisith bir hasta popiilasyonu ile ¢alisildigi i¢in anlamli bir
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sonu¢ yakalanamamis olabilir. Ayrica hasta grubunda nadir goriilen GG genotipine
rastlanmamus, kontrol grubunda ise 2 tane GG genotipine sahip birey mevcuttur. Daha
genis bir hasta ve kontrol grubu ile ¢alisildiginda GG genotipine sahip olmanin Alzheimer
Hastalig1 i¢in koruyucu bir faktor olup olmayacagi arastirilabilir, istatiksel agidan anlamli
bir p degerine ulasilabilir.

Alzheimer hastaligina veya diger nérolojik hastaliklardan birine yatkinlikta PSMD9
geni rs14259 polimorfizminin etkisini gosteren bir c¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamiz bu anlamda literatiirdeki ilk calisma olma niteligindedir. Segtigimiz
orneklem sonucunda calismamizda Alzheimer Hastaligi’na yatkinlikta rolii olmadig:
sonucuna varmaktayiz. Beklenilenin aksine bahsi gecen SNP varyantinin Alzheimer
Hastali’ginda koruyucu bir etkiye sahip olup olmadigini anlamak i¢in daha genis bir
orneklem grubuyla ve farkli popiilasyonlarda yapilan ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Hasta ve kontrollerin allel dagilim yiizdeleri karsilagtirildiginda istatiksel agidan
anlaml bir farklilik yakalanamamistir. Grup allel dagilimlimlar1 yaklagik degerlere
sahiptir. Her iki gruptada heterozigot genotipe sahip bireyler cogunluktadir ve bu bireyler
allelik dagilim siniflamas1 yapildiginda her iki grupta yer almaktadir.

Biligsel performansi degerlendiren MMDT ortalamalar1 Alzheimer hastalarinda
genotip gruplamasina gore karsilastirildiginda istatiksel agidan anlamlilik ifade etmesede
AG genotipine sahip bireylerde daha yiiksek olup her iki genotip grup degerleri orta evre
demans ile uyumludur. MMDT puaninin yiiksek olmasi demans derecesinin diistiiglinii
ifade etmektedir. Global evrelendirme skalalarindan biri olan CDR testi Alzheimer
hastalarinda uygulanmis olup genotip siniflandirmasia gére CDR evrelemesi sonuglari
karsilagtirilmistir. Yabanil homozigot genotipe sahip bireylerle heterozigot genotipe
sahip bireylerin CDR sonuglar1 benzerdir ve istatiksel agidan anlamli bir farklilik yoktur.

Calismamizin en biiyiik kisithiligr hasta ve kontrol sayisinin Tiirk popiilasyonunu
ifade edecek dlgilide genis olmamasidir. Daha genis bir hasta popiilasyonuyla ¢aligilmasi
durumunda PSMD9 genine ait rs14259 varyantinin Alzheimer hastaligina olan etkisi ve
etyolojisindeki rolii aydinlatilabilir.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin tanist NINCDS-ADRDA kriterlerine gore

konulmustur ve tan1 konulmadan 6nce tiim hastalarin kranial goriintiilemeleri yapilmaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin amaci1 T2DM ile iliskisi yapilan ¢alismalarla gosterilmis olan PSMD9
geninin Alzheimer Hastaligi’'nda SNP profillemesini yaparak genetik risk faktorii
olusturma ihtimalini belirlemekti. Ayrica hedeflerimizden biri AH’da erken teshis
koyabilmek adima PSMD9 geni rs14259 varyantinin yeni bir biyobelirte¢ olabilme
durumunu arastirmakti. Daha 6nce Tip 2 diyabet, hipertansiyon, ndropati, nefropati,
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler patoloji ile iligkisi gosterilmis PSMD9 geni rs14259
polimorfizmi ile AH arasinda bir iligki bulunamamistir. Calismamizda koleksiyon kan
materyali kullanildig1 i¢in kontrol grubuna MMDT testi uygulanamamistir ve iki grup
istatiksel olarak karsilastirillamamistir. Calismanin daha biiyiik bir 6rneklem grubuyla

yapilmasi literatiirdeki boslugun doldurulmasi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.
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