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ONSOZ
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calismalara gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda bir 6n bilgi
olusturmak adina erken/orta diizey Alzheimer hastalarindan ve saglikli goniilliilerden
elde edilecek noron kokenli serum eksozomlarinda miR-373 ve miR-204’in
ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Bu ¢alismadaki elde edilen sonuglar Alzheimer
hastaliginin  etyopatogenezinde yer alan noroinflamatuvar hipoteze Kkatki

saglayacaktir.
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1. GIRIS

Geg baglangichi Alzheimer hastaliginin etyolojisi multifaktoriyel olup erken
baslangi¢li olandan farkli olarak altinda yatan genetik sebepler tam olarak
bilinmemektedir. In vivo ve in vitro ¢alismalar, amiloid B peptid ve tau proteininin
Alzheimer hastaliginin patogenezini olusturan ana unsurlar oldugunu gostermektedir.
Bunlarin disinda noéroinflamatuvar degisikliklerin de hastaligin etyolojisi ve
progresyonunda yer aldigina dair kanitlar literatiirde bulunmaktadir.

Protein kodlamamalarina ragmen gen ekspresyonunun posttranskripsiyonel
diizenlenmesinde Onemli etkileri olan miRNA’lar, hastaliklarin tani, izlem ve
tedavisinde biyobelirteg potansiyeli tasiyor olmalart nedeniyle ilgi odagi haline
gelmiglerdir. Alzheimer hastali§i dahil bir c¢ok hastalikta gézlenen miRNA
ekspresyon degisiklikleri hastaliklarin patogenezi ile iliskilendirilmistir.

Eksozomlar hiicreler arasi sinyal iletimi ve molekiillerin tasinmasinda énemli
gorevleri bulunan ekstraselliiler vezikiillerdir. Eksozomlarin tasidiklar1 igeriklerin
(mRNA ve miRNA) degerlendirilmesi, hastaliklarin tanmisinda ve izleminde
kullanilabilme potansiyelini giindeme getirmistir. Ozellikle kesin tamis1 invaziv
islemler gerektiren Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklar i¢in biiytik
avantaj saglayabilecegi ongoriilmektedir.

Literatiirde NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3) inflamazomu ile
iliskili olarak P2X7R (purinergic receptor P2X7) iizerinden miR-373, TXNIP
(Thioredoxin (TRX)-interacting protein) tizerinden de miR-204’lin diizenleyici
etkilerinin oldugu gozlenmistir. Alzheimer hastaliginda ise NLRP3 inflamazomunun
aktive oldugu bilinmektedir. Ayrica miR-204’iin, Alzheimer hastaligi ve Tip 2
Diabetes mellitus iligskisinde tanimlanmis GLP-1 (glukagon-like peptide 1) molekiilii
tizerinde de diizenlemeler yaptig1 gosterilmistir.

Bu bilgilere dayanarak ¢alismamizda erken/orta diizey Alzheimer hastalarindan
ve saglikli goniillillerden elde edilen néron kokenli serum eksozomlarinda miR-373
ve miR-204’lin ekspresyon diizeyleri 6l¢iildii. Hastalik patogenezi ile iligkili olarak
daha dogru bilgi verecegi diisiiniilerek, noéral kokenli eksozomlarda calismanin

yapilmasi planlandi.



Bu ¢alismada,;

Alzheimer hastaligi ile iliskilendirilecek ve invaziv olmayan bir girisimle
belirlenebilecek biyobelirte¢ bulunmas1 amaglanmustir. incelenecek miRNA’larin
ekspresyonlarinin  Alzheimer hastalarinda kontrol grubuna kiyasla asagidaki gibi
sonuglanmasi beklenmistir:

e miR-373 ekspresyon diizeyinde azalma

e mMIiR-204 ekspresyon diizeyinde artma

Bu ¢alisma ile;

e Alzheimer hastalig1 patogenezine katki saglanmasi,

e Alzheimer hastaligt ve diger norodejeneratif hastaliklarin  tanisi,
evrelendirmesi ve izlemi igin periferik kandan elde edilen néron kokenli
eksozomlarin kullanilabilirliginin gosterilmesi ve

e lleriye yonelik olast tedavi hedefleri ig¢in ©n bilgi olusturulmasi

amaclanmgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahig:

Yagla iligkili bunamalarin diinya genelinde en yaygin nedeni, bir
ndrodejeneratif bozukluk olan Alzheimer hastaligidir (AH) (1). Ilk olarak 1906
yilinda, Alois Alzheimer biligsel kapasitede bozulma ve davranigsal problemlerle
seyreden bir hastasinda postmortem beyin incelemesi yaparak hastaligin klinik ve
patolojik bulgularini tanimlamistir.

Alzheimer hastaligi, biligsel kapasitede bozulma ile karakterize; hafiza,
diistinme, anlama, oryantasyon, dil ve akil yiiriitmenin etkilendigi kronik ve ilerleyici
bir durumdur (2). Bazen hastalarda nobet, artmis kas tonusu, myoklonus, inkontinans
ve mutizm gozlenebilmektedir (3). AH’de belirtiler bir asemptomatik patojenik
sliregten sonra goriilmektedir (4). Bu evre bazi hastalarda hafif kognitif bozukluk ile
birlikte seyredebilmektedir (5, 6). Sonrasinda hastalar siddetli, ge¢ evreye dogru
progresyon gostermektedir. Hastaligin tipik klinik siiresi 8-10 yildir (3). AH
vakalarina tani %85-90 oranla klinik olarak konmaktadir. Ancak; depresyon,
anksiyete ve psikozun dahil oldugu psikiyatrik komorbiditelerin varligi, vaskiiler
demans gibi birgok faktoriin diglanmasi gerekmektedir (7-13). Bilgisayarli tomografi
(BT) ve manyetik rezonans (MR) goriintiillemede serebral kortikal atrofi gézlenmesi;
Pozitron emisyon tomografisi (PET) goriintilemesinde  diffiiz  serebral
hipometabolizma saptanmasi taniyr desteklemektedir (3). Kesin tani, beyin
dokusunun postmortem histopatolojik incelemesi ile konmaktadir (14). Mikroskopik
amiloid plaklar, intranéronal norofibriler yumaklar (tau proteinini igeren), amiloid
anjiyopati histopatolojik goriintiillemede saptanan bulgulardir. Plaklar  amiloid
antikorlariyla pozitif boyanirlar. Lewy cisimcikleri seklinde alfa-siniiklein

agregasyonu da amigdaladaki noronlarda bulunabilmektedir (3, 15).

2.1.1. Epidemiyoloji

Alzheimer hastaliginin prevalansi yasla birlikte artmaktadir. 60 yasinda % 0.3-
0.5 iken, 80 yasinda % 11-15'dir. 70 yasin {izerindeki kisilerin yaklagik % 10'unda

kayda deger hafiza kayb1 vardir. Bu kisilerin yarisindan fazlas1 AH tanisina sahiptir



(3, 16-18). Diinyada 65 yas tstii 10 kisiden 1’1 AH ile yasamaktadir (19). 45 yasinda
AH gelisimi i¢in erkeklerde yasam boyu risk % 10 iken, kadinlarda % 20’dir (Sekil
1.1) (20). AH'den etkilenen insanlarin yaklasik tigte ikisi kadin, {igte biri ise erkektir.
Prevalansin 2050 yilina kadar neredeyse {i¢ kat artmas1 beklenmektedir (21).

Yiizde Erkek [lKadin

11.6%
10.3%

Yag a5 65

Sekil 1.1. Alzheimer hastalig1 i¢in cinsiyete gore yasam boyu risk. Hebert ve
arkadaglari, 2013’ten uyarlanmistir (20)

2.1.2. Genetik Degisiklikler

Tiim Alzheimer hastalarinin yaklasik % 25'1 ailesel olup; bunlarin yaklagik %
95'i geg baslangigh (yas> 60-65), % 5'i ise erken baslangi¢hidir (yas <60-65 yas) (3).
Yapilan caligmalar AH'nin gelisiminde genetik etkenler oldugunu gostermektedir.
(22-25). ikiz ¢alismalarinda AH’nin konkordans1 monozigotik ikizlerde (% 22-83)
dizigotik ikizlere (% 0-50) gore daha yiiksek saptanmistir (26-28). AH’nin erken
baslangi¢hi formu klasik Mendeliyen otozomal dominant patern, ge¢ baslangich
formu ise genetik ve genetik olmayan faktorleri iceren multifaktoriyel kalitim kalibi
sergilemektedir (29-31).

Erken baslangigli, otozomal dominant gecisli, ailesel AH (EBAAH)’de bu
zamana kadar ti¢ farkli gende mutasyon tanimlanmistir: APP (Amiloid prekiirsor
protein), PSEN1 (Presenilin 1), PSEN2 (Presenilin 2). Bu genlerdeki patojenik
mutasyonlarin artmig Amiloid p1-42 (AB1-42) birikimi ve artmis AB1-42/AB1-40

orani ile iligkisi bulunmaktadir. Bu genlerde tanimlanan mutasyonlar erken



baslangi¢li Alzheimer hastalarin sadece %10 kadarin1 agiklamaktadir (32). APP
geni 21. kromozomda lokalize (OMIM: 190685) olup, APP’yi kodlar. A, 3-sekretaz
ve y-sekretaz adli iki enzimin APP’yi ardisik olarak kesmesi sonucu olugmaktadir
(33). Fonksiyonel c¢alismalar, bu gendeki mutasyonlarin, APP'nin proteolitik
boliinmesinde amiloidojenik yolaklara dogru kaymalara yol a¢tigin1 ve ortak izoform
AP1-40'dan daha az ¢oziinen ve norotoksik olan APB1-42 izoformunun birikmesine
yol agtigini ortaya koymaktadir (34, 35). EBAAH’a neden olan diger bir gen 14.
kromozomda lokalize olan PSEN1 genidir. PSEN1 geninde tanimlanan AH’ye neden
olan mutasyonlar AB1-42’nin asir1 birikimiyle birlikte hastaligin agresif formuna
neden olmaktadir (36, 37). EBAAH’a neden olan iiciincii gen ise PSEN1 geniyle
yiiksek homoloji gosteren PSEN2 genidir (38). PSEN2 genindeki mutasyonlar
oldukga nadirdir (3). PSEN2 mutasyonlarina sahip bireylerde hastalik baslangi¢ yasi
oldukga degiskenlik gostermektedir (39). AH'de PSEN2 mutasyonlarinin spesifik
rolii hala net degildir (40).

Gec Dbaslangicli  Alzheimer hastaligt (GBAH) Alzheimer hastalarinin
cogunlugunu (% 90-95 veya daha fazla) olusturmaktadir. Etyolojisinde, cevresel
faktorlerin yani sira coklu genetik risk faktorlerinin varligi Ongdriilmektedir.
EBAAH i¢in birka¢ gende yiiksek penetran mutasyon tanimliyken, GBAH diisiik
penetransli varyantlardan kaynaklanmaktadir (41). GBAH igin ilk konfirme edilen
yatkinhik geni 19q13.2°de yerlesik, lipidlerin tasinmasi, depolanmasi ve
metabolizmasinda rol oynayan, astrositler tarafindan sentezlenen bir serum proteini
olan apolipoprotein E'yi (ApoE) kodlayan APOE genidir (42). Bu genin bilinen sik
alelleri €2, €3, ve €4 diir. Hastalik riski, tek €4 aleli tasiyan kisilerde iki-dort Kat, iki
€4 aleli tagiyanlarda ise ortalama oniki kat artmaktadir. En sik gozlenen €3 aleli olup,
€2 aleli ise GBAH ig¢in koruyucu bir faktor olarak tanimlanmustir (43, 44). Ayrica, €4
alelinin GBAH riski lizerindeki etkisi yasa baghdir. €4 aleli, 60 ile 79 yas arasindaki
bireylerde ortaya c¢ikacak GBAH riski ilizerinde en biiyiik etkiye sahiptir, bu etki
bireyin 80 yasin {izerindeki yaslara ulagmasiyla kademeli olarak azalmaktadir (45).
APOE, aynm1 zamanda, hastaligin ndropatolojik 6zellikleri ile de iligkilidir. Birkag
calisma, iki APOE &4 alleli tasiyan bireylerin; bir APOE &4 aleli tagiyan ya da APOE
€4 aleli tasimayan bireylerden daha fazla amiloid plak yogunluguna sahip olduklarin
bildirmektedir (46, 47). APOE geni AH i¢in bir risk olustururken; Alzheimer



olgularinin iigte birinden fazlasi €4 aleli tagimamaktadir (28). Genom c¢apinda
iligkilendirme calismalarinda (GWAS) AH gelisme riski ile iligkilendirilen ¢ok
sayida yeni genetik lokus tanimlanmistir. Bu saptanan genetik lokuslar AH’nin
ortaya ¢ikmasina yol agan fizyopatolojik temelleri agiklamaya katkida

bulunmaktadir.
2.1.2.1. Tanimlanms lokuslar

2.1.2.1.1. Immiin cevap ile iliskili lokuslar

Inflamasyon ve immiin yanittaki islev bozuklugunun AH patogenezinde rol
oynadig1 gosterilmistir. Immiin yanitta rolii tanimlanmis olan CLU (Clusterin),
ABCA7 (ATP-Binding Casette, Subfamily A, member 7), CR1 (Complement
component receptor 1), CD33 (Cluster Differantiation 33), EPHAL (ephrin type-A
receptor 1) genlerinde ve MS4A (Membrane-spanning 4-domains subfamily A) gen
kiimesinde olan bazi varyasyonlarin AH ile iliskisi gosterilmistir (48). AH
patogenezinde 8q21°de yerlesmis olan CLU geninin kodladigi clusterin proteininin
noroprotektif roliinii gdsteren onemli kanitlar vardir. Clusterin proteininin A nin
Klirensinde oOnemli gorevi bulunmaktadir (49). Bununla birlikte, Alzheimer
hastalarinda, frontal korteks, hipokampus ve beyin omurilik sivisinda clusterin
mRNA ve protein diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (50, 51). Bu durum, néroprotektif
etkiyl siirdiirmek i¢in ndrodejenerasyona yanit olarak clusterinin yiikseldigi
hipoteziyle agiklanmaya c¢alisilmistir (52). 19p13.3’te yerlesmis ABCA7 geninin
kodladigi ABCA7Y proteininin fizyolojik olarak beyinde fazla miktarda ekspresyonu
goriilmektedir (48). ABCA7 geninde rs3764650, rs3752246 ve rs115550680 SNP
(Single nucleotide polymorphism)'lerinin bulunmast AH ig¢in risk faktorii olarak
tanimlanmis olsa da, eksprese edilen proteinin AH'ye katkisinin hangi mekanizmayla
oldugu anlasilamamistir (48, 53, 54). 1q32’de yerlesmis olan CR1 geninde saptanan
rs3818361 ve rs6656401 SNP’lerin AH gelisme riski ile iligkili oldugu gosterilmistir
(50). Ancak, CR1 varyantlarin AH olusumuna nasil katkida bulundugu ile ilgili
mekanizmalar da hala tam olarak bilinmemektedir (48). 19q13.33’de yerlesmis olan
CD33 geninde saptanan rs3865444 G>T SNP’i ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligi
gelisimi ile iligkili bulunmustur (55). 11q12-13’de yerlesmis olan MS4A gen kiimesi



cesitli hiicre membran proteinlerini eksprese etmektedir. Bu gen kiimesindeki MS4A1
ve MS4A2'nin hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonunun diizenlenmesinde rol
aldig1 gosterilmistir (56, 57). Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun diizensizliginin
de AH patogenezinde yer aldig bildirilmistir. Bununla birlikte, AH fizyopatolojisi
ile MS4A proteinlerinin iliskisini anlamak i¢in daha fazla arastirmaya gereksinim
vardir (48, 58).

7q34’de yerlesmis EPHAL geni aksonal transportta rol oynayan EPHA1L
proteinini kodlamaktadir. Bu gende saptanan rs11767557 ve rs11771145 SNP’leri ile

AH gelisme riskinin azalmasi arasinda bir korelasyon gosterilmistir (55, 59).

2.1.2.1.2. Lipid metabolizmasiyla iliskili lokuslar

SORL1 (Sortilin related receptor 1), BIN1 (Bridging integrator 1), CD2AP
(CD2 Associated protein) ve PICALM (Phosphatidylinositol binding clathrin
assembly protein) proteinlerinin lipid metabolizmasinda rol oynadigi kanitlanmistir
(48). SORL1 geni santral sinir sisteminde fizyolojik olarak yiiksek ekspresyon
gostermektedir. SORL1’de tanimlanan rs661057, rs11218304, rs668387 ve rs641120
SNP’leri ile sporadik AH arasinda anlamli derecede iliski oldugu gosterilmistir (60).
SORLI1 proteini AB’nin endozomal inkliizyonu ve lizozomal degredasyonu i¢in
¢Oziinebilir AP’ya baglanmaktadir. Azalmig SORL1 fonksiyonu sonucu ise AH
patofizyolojisinin altinda yatan hatali APP islenmesi ve bozulmus AP degredasyonu
ortaya ¢ikmaktadir (61, 62). Alzheimer hastalarinda 2q14.3’de yerlesmis olan BIN1
geninin ekspresyon diizeyinin azaldigi ve arttigimi gosteren calismalar mevcuttur.
Alzheimer hastalarinin  beyin dokularindaki artmig BIN1 diizeyinin tau
ndrotoksisitesini arttirdign goriilmiistiir (63). Ote yandan BIN1 diizeyinin azalmasi
sonucu  BACE-1  (B-site-APP-cleaving  enzyme)  enziminin  lizozomal
degredasyonunun azaldigi, bunun da artan A tiretimi ile sonuglandig raporlanmistir
(64). 6ql12°de yerlesmis olan CD2AP geninde saptanan rs9296559 ve rs9349407
SNP’lerinin de AH gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir (65). Ayrica, insanlarda
yapilan bir ¢alismada CD2AP genindeki rs9349407 varyantinin yiiksek plak yiikii ile
iligkili oldugu sonucuna varmistir (66). 11q14°te yerlesmis olan PICALM geni, AH
patogenezinde rol oynadigi muhtemel olan intraselliiler transportun yanisira klatrin-

aracili endositoza da katilan bir proteini kodlamaktadir. Bu gende saptanan



rs3851179 ve rs541458 SNP’leri AH gelisme riski ile iliskilendirilmistir (67). Ayni
zamanda calismalar, PICALM’in AH patogenezinde APP metabolizmas1 ve tauopati

stirecine katilabilecegini gostermektedir (48).

2.1.2.1.3. Diger lokuslar

International Genomics of Alzheimer’s Project (IGAP) gergeklestirdigi bir
metaanalizde 10 genetik lokus tanimlamistir: CASS4 (Cas scaffold protein family
member 4), CELF1 (CUGBP Elav-like family member 1), DSG2 (Desmoglein 2),
FERMT2 (fermitin family member 2), DRB5/HLA-DRB1 (Major histocompatibility
complex, class Il, DR beta 1), INPP5D (inositol polyphosphate-5-phosphatase D),
MEF2C (myocyte enhancer factor 2C), NME8 (NME/NM23 family member 8),
PTK2B (protein tyrosine kinase 2 beta) ve ZCWPW1 (zinc finger CW-type and
PWWP domain containing 1). Ancak bu bahsedilen lokuslarin AH ile olan islevsel
iligkisi tam olarak anlasilamamuistir (68).

Son yillarda tiim ekzom dizileme (WES) ve tim genom dizileme (WGS) gibi
tekniklerin daha yaygin olarak kullanilmasiyla AH ile iliskilendirilen bazi genlerde
diisiik frekansli ve nadir varyantlar tanimlanmigtir: TREM2 (Triggering receptor
expressed on myeloid cells 2), PLD3 (phospholipase D family member 3), TTC3
(tetratricopeptide repeat domain 3), UNC5C (unc-5 netrin receptor C), AKAP9 (A-
kinase anchoring protein 9), SORL1, CLU, APP (48).

2.1.3. Patofizyoloji

AH'de tanimlanan noérobiyolojik degisiklikler, hastaligin patolojisinin anlagilmasina
onemli katkida bulunmustur. Tanimlanmis en 6nemli mekanizmalar: glutamaterjik
norotransmisyon degisiklikleri igeren kolinerjik hipotez, amiloid hipotezi, tau
proteininin rolii, oksidatif stres ve kalsiyum homeostazisidir (2). Son zamanlarda

ndroinflamasyonun da hastalik patogenezinde rol oynadig1 bildirilmistir.

2.1.3.1. Kolinerjik Hipotez

Alzheimer hastalarinda nikotinik reseptorlerin say1 ve dansitesinde, korteks ve

hipokampustaki a3, a4 ve a7 subunitlerinin ekspresyonunda azalma gozlenmistir



(69). Bu hipotezin gelisimine zemin hazirlayan kolinerjik noronlardaki ana
degisiklikler sunlardir: bozulmus asetilkolin salinimi, nikotinik ve muskarinik
reseptorlerin ekspresyonundaki yetersizlikler, disfonksiyonel nérotrofin destegi ve
aksonal transporttaki eksiklikler (70-72). Son ¢alismalar amiloid B’nin kolinerjik
reseptorlerle etkilesime girerek onlarin fonksiyonlarini bozdugunu gostermistir (73).
Biligsel bozulma ile beyin igindeki azalmis kolinerjik iletim arasinda gdzlenen bu
iliskinin AH'de 6nemli rol oynadigi konusunda goriis birligi vardir. Bununla birlikte

tek bagina hastaligin nedeni olmadigi diisiintilmektedir (2).

2.1.3.2. Amiloid Hipotez

Bu hipotez, amiloidin {iretimi ve temizlenmesi arasindaki dengesizlige
dayanmaktadir (74). Amiloid B proteolitik degredasyona karsi yiiksek direng
gdsteren bir peptiddir. izoformlar i¢inde en hidrofobik olan B1-42 amiloid peptidinin
daha yiiksek toksisiteye sahip oldugu diisiiniilmektedir. Fiziksel o6zelliklerinden
dolay1 amiloid noritik plaklarin ana bileseni olan B plak konfiglirasyonu olusturmaya
egilimlidir (75-77). Plazma membraninda amiloid prekiirsor proteinin (APP)'nin
islenmesi, amiloid peptidin kokenini olusturmaktadir (Sekil 2.1) (2). APP islenmesi,
ADAM10 (A disintegrin and metallopeptidase domain 10), ADAM17 (A disintegrin
and metallopeptidase domain 17) ve ADAM19 (A disintegrin and metallopeptidase
domain 19), disintegrin ve metaloproteaz ailesine ait enzimler ile bir dizi kopma
seklinde gerceklestirilmektedir. o sekretaz aktivasyonu sonucu APPsa adi verilen
amino terminal kisim ve karboksi terminal kisim birbirinden ayrilmaktadir (C83).
Belirli kosullar altinda ¢o6ziinebilir olan APPsa Alzheimer hastalarinda diisiik
miktarda bulunmaktadir (78-80).

Alzheimer hastalarinda ise APP bir f sekretaz aktivitesi olan BACE-1
tarafindan daha kisa ¢oziinebilir amino terminal kisim (APPsP) ve daha uzun
karboksi terminal fragmana (C99) pargalanmaktadir (81, 82). Presenilinler (PSEN1
ve PSEN2), NCSTN (Nicastrin) ve APH-1 (aph-1 homolog A, gamma-secretase
subunit) seklinde dort alt birimden olusan y-sekretaz aktivitesinden sonra ise AICD
(APP Intracellular Domain) olarak adlandirilan APP intraselliiler domain ve diisiik
¢Oziinlirliigli nedeniyle ekstraselliiler alanda biriken amiloid B peptid olugsmaktadir

(2, 83, 84).



Amiloid B peptid konsantrasyonlari, liretim ve klirens arasindaki denge ile

belirlenmektedir. AH’deki klirens anormalligi beyinde amiloid B birikmesine yol

agmaktadir (85). Amiloid hipotezi yiliksek kabul oranina sahiptir ancak son

caligmalar yalnizca amiloidin degil, C83 veya AICD gibi APP'nin islenmesinden

sonra ortaya cikan diger yapilarin da, AH'min patogenezine katkida bulundugunu

gostermektedir (86).
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Sekil 2.1. Plazma membraninda amiloid prekiirsor proteinin (APP)'nin islenmesi.

Sanabria-Castro ve arkadaslari, 2017°den uyarlanmistir (2)

2.1.3.3. Tau (1) Protein Hipotezi

Bu hipotez, t proteininin norodejenerasyona neden olan ikincil bir patojenik

olay olarak ortaya ¢ikmasina dayanir (87, 88). Yapilan in vitro ¢alismalar amiloidin

t-degisikliklerini indiikledigini gostermistir (89). t proteini, normal kosullar altinda

aksonal transport ve ndronal biiylimede rol oynayan mikrotiibiillerin fonksiyonlariyla

iligkili, oldukga ¢6ziiniir bir proteindir. AH’de fosforilasyon siirecindeki bozukluklar,

T proteininin hiperfosforilasyonuna neden olmaktadir (2). Hiperfosforile T proteini

10



hiicre iskelet proteinleri ile anormal agregasyon gostermektedir. Sonug¢ olarak

norofibriller yumaklar olusmakta ve aksonal transport bozulmaktadir (90).

2.1.3.4. Oksidatif Stres

Senil plaklarin ve norofibriler yumaklarin patolojisine ek olarak, oksidatif
stresin varligr Alzheimer beyinlerinin bir 6zelligidir. Serbest radikal hasar1 birikimi,
stiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki veya
ekspresyonundaki degisiklikler de Alzheimer hastalarinda gosterilmistir. AH
patogenezinde oksidatif stres Oonemli bir faktdr olmasina ragmen, redoks denge
degisikliginin mekanizmalar1 ve serbest radikallerin kaynaklar1 tam olarak

bilinmemektedir (2, 91).

2.1.3.5. Kalsiyum Homeostazisi

Hiicre i¢i kalsiyum homeostazinin diizenlenmesi karmasik bir mekanizmadir.
Bu diizenlenmede iki ana organel rol oynamaktadir: endoplazmik retikulum ve
mitokondri. Kalsiyum sitoplazma ve endoplazmik retikulum liimeni arasinda devamli
gecis gostermektedir. Intraselliiler kalsiyumun asir1 birikmesi transport sistemini
bloke etmekte, bazi1 proteinlerin par¢alanmasina neden olmakta, amiloid B ve t
proteinlerinin tiretilmesini indiiklemektedir (2, 92). AH'de, ndronlarin kalsiyum i¢
akisi, dis akisi ve subselliiler boliimlenmesini diizenleme yetenegi bozulmaktadir
(93).

2.1.3.6. Noroinflamasyon

Bu hipoteze gore inflamatuvar strese dogal noronal yanit, tau'nun
hiperfosforilasyonunu (hp-Tau), hp-Tau'nun somatodendritik kompartmana dogru
hatali lokalizasyonu ve artmis APP sentezini icermektedir. Fizyolojik kosullar
altinda, ortaya ¢ikan APP agregatlari noroprotektif mikroglia ile temizlenmektedir.
Ancak patolojik yaslanmada, mikroglialar hem artmig proinflamatuvar sitokin
salmimina neden olmakta hem de disfonksiyonel fagositoz yapmaktadir. Bu durum
noronlarin ~ ndrotoksik  proinflamatuvar ~ mikrogevreye = maruziyeti  ile

sonuglanmaktadir. Aksonal transportun bozulmasina yol agan aksonal hiicre
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iskeletinin par¢alanmasi ve hiperreaktif mikroglia ile giderilemeyen distrofik norit
yapilart ndronal hasart olusturmaktadir. Bu noronal dejenerasyona ikincil olarak
intraselliiller APP agregatlarindan AP plaklar1 ortaya c¢ikmaktadir. Bu plaklar,
norotoksik inflamatuar yanitin kisir dongiisiine yol acan proinflamatuar molekiillerin

daha fazla salinimini tetiklemektedir (94).

2.1.3.6.1. NLRP3 inflamazomu

NLRP3 inflamazomunun AP ile aktivasyonu AH patogenezinde kritik rol
oynamakta olup, IL-1p olgunlagmasi ve sonrasinda gelisen inflamatuvar olaylar i¢in
temel olusturmaktadir (95). NLR (nucleotide-binding oligomerization domain-like
receptor) inflamazom kompleksleri arasinda en iyi tanimlanmis olan1 NLRP3
inflamazomudur. NLRP3 inflamazom aktivasyonunun hem posttranskripsiyonel hem
de posttranslasyonel olarak diizenlendigi disiintilmektedir (96). NLRP3 LRR
(leucine-rich repeat) bolgesi araciligiyla tehlike sinyallerini algiladiktan sonra,
NLRP3 monomerleri oligomerizasyonu indiiklemekte ve homofilik etkilesimler
yoluyla bir adaptér protein olan ASC (Apoptosis-associated speck-like protein
containing CARD)'nin pirin bolgesi (PYD) ile etkilesime girmektedir. ASC adaptor
proteini daha sonra bir kaspaz etkilesim bolgesi (CARD) araciligiyla pro-kaspaz-1'i
ortama ¢agirmaktadir (97). Sonug olarak kaspaz-1’in aktivasyonu IL-1p ve IL-18
gibi proinflamatuvar sitokinlerin maturasyon ve sekresyonuna yol agmaktadir. Bu
durum da programlanmis inflamatuvar hiicre 6liimiiniin bir formu olan piroptozisi
indiiklemektedir (98-100). NLRP3 inflamazomu gesitli patojen orijinli PAMP
(pathogen associated molecular pattern) ve DAMP (damage associated molecular
pattern) yapilari, ¢ok sayida por olusturan toksin, adenozin trifosfat, partikiil seklinde
kristal ve agregatlar tarafindan aktive edilebilmektedir (Sekil 2.2.) (96).
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Sekil 2.2. NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu ve regiilatorleri. Jo ve arkadaslart,
2016’dan uyarlanmigtir (101)

2.2. Eksozomlar

Eksozomlar, noronal hiicreler dahil olmak iizere hemen hemen tiim hiicre
tipleri tarafindan salinabilen hiicre dis1 keseciklerdir (genellikle 50-100 nm ¢ap)
(102). Eksozomlarin molekiiler igerikleri protein, lipit ve genetik materyalden
olugsmaktadir (103). Eksozomlar, endositik yollarla iiretilen kii¢iik zar kesecikleridir
(104). Plazma zarmin i¢e dogru tomurcuklanmasi, kii¢iik vezikiiller olusturur. Daha
sonra bu kiiclik vezikiiller birleserek erken endozom adi verilen yapiyr olusturur.
Intraluminal vezikiiller (ILV'ler), erken endozomun olgunlasma siireci sirasinda
olusmaya baglar. ILV’ler olustuktan sonra, proteinler, lipidler ve RNA'lar gibi
sitoplazmik molekiiller liimen igine kapsiillenir ve ge¢ endozom iginde biriktirilir,
boylece multivezikiiler govdeler (MVB'ler) olusturulur. MVB’ler sonrasinda iki

farkli yol izler: Bazilar1 degredasyon i¢in lizozomlara tasimnirken, digerleri plazma
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membrantyla birleserek ILV’lerin ekstraselliiler bolgeye eksozom olarak serbest
birakilmasiyla sonuglanir (Sekil 2.3.) (105). Sekrete edilmis eksozomlar hedef
hiicrelerle ylizey markirlar1 aracilifiyla etkilesebilir. Ayrica eksozomlar hedef hiicre

tarafindan endositotik yollarla i¢eri alinip endozom yapilarina katilabilir (106, 107).

Sekil 2.3. Noral hiicredeki eksozom biyogenezi. Janas ve arkadaslari, 2016’dan

uyarlanmistir (105)

Eksozomlar noronlar, astrositler, oligodendrositler ve mikroglialar gibi santral
sinir sistemi (SSS)'deki ¢ogu hiicre tipi tarafindan olusturulup noronal gelisim,
rejenerasyon ve sinaptik fonksiyonlarin regiilasyonuna katilirlar (108-110). Ayrica
norodejeneratif hastaliklarin progresyonu, bu tiir hastaliklarda goriilen patojenlerin
yayilimi ve transferi gibi olaylarda da gorev alirlar (111). Eksozomlarin kan beyin
bariyerini gecebilmeleri, plazma ya da serum gibi yapilardan kolaylikla elde
edilebilmeleri, yar1 Omiirlerinin uzun olmasi, non-immiinojenik ve non-toksik
olmalari, stabilitelerinin yiiksek olmasi dolayisiyla laboratuvar sartlarina uygun
olmalari, periferik kanda norolojik hastaliklarin tan1 ve tedavisine yonelik yapilacak

arastirmalarda oldukc¢a avantaj saglamaktadir (112).
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2.3. Kodlamayan RNA ‘lar

Protein kodlamayan RNA (ncRNA)’lar, DNA'dan kopyalanan ancak
proteinlere doniistiiriilmeyen RNA'lardir. Cogu mRNA, tRNA ve rRNA gibi diger
RNA'larin iglenmesi ve diizenlenmesinde rol oynar. ncRNA'lar, Sekil 2.4' te

gosterildigi gibi smiflandirilir (113).

Kodlamayan
RMNA'lar

Yapisal Diizenleyici

SIRNA snoRNA Bivogenez Yapisal
miRNA tiRNA

PIRNA SHRNY i cisRNA
CrasiRNA ScRNA Intronik . s
TelsiRNA PROMPT'lar Enhancer Lineer ceRINA

Promotor
Antisense
_ Sense Sirkiiler
Intergenik
'‘Bidirectional'

lincRNA
eRMA
TUCRNA
MNAT

Sekil 2.4. Gen ekspresyonunu diizenleyerek farkli biyolojik fonksiyonlarda 6nemli
rol oynayan kodlamayan RNA'larin siniflandirilmasi. Dahariya ve

arkadaslari, 2019’dan uyarlanmistir (113)

Kiiglik RNA'lar, ¢ift sarmalli RNA'lar (dsRNA'lar)’dan tiremis 19-28 nt
uzunlugunda diizenleyici, kodlayici olmayan RNA’lardir. Bu RNA’lar 6zgiin baz

eslesmesi yoluyla gen susturulumasini tetikler.

2.3.1. mikroRNA'lar

miRNA’lar 20-25 niikleotidden olusan tek zincirli kodlamayan RNA’lardir.
Hedef mRNA’nin 3°UTR (untranslated region)’sine baglanarak gen ekspresyonunun
posttranskripsiyonel regiilasyonunu yapmaktadirlar. Gelisim, apopitoz, metabolizma

ve sinyal yolaklari dahil olmak iizere birgok biyolojik fonksiyonda yer alirlar (114).

15



miRNA'lar baslangigta, ¢ift sarmalli RNA molekiillerini (dsRNA'lar) olusturmak
icin, transkripsiyon veya splicing yoluyla iretilen ve ilmek yapist olusturan tek
sarmalli RNA'lar (ssSRNA'lar)'dir (115). RNA polimeraz Il veya RNA polimeraz IlI
birincil miRNA’lar1 (pri-miRNA) transkribe eder. Birincil miRNA transkriptleri
nukleusta Drosha ile islenerek ~ 70-nt sa¢ tokasi prekiirsor miRNA'lar1 (pre-
miRNA'lar1) olusturur. Sonrasinda pre-miRNA'lar Exportin 5 ile sitoplazmaya
taginir. Bagka bir RNaz |1l enzimi olan endoriboniikleaz Dicer tarafindan kesilir ve
kisa miRNA dupleksi meydana gelir. Dupleksin daha az stabil olan tek ipligi olgun
miRNA, Argonaute proteini ve diger kofaktorleri iceren miRISC (miRNA-induced
silencing complex) olarak toplanir. Diger iplik yikilir. miRNA'lar ve hedef diziler
arasindaki baz eslesmeleri yoluyla miRISC'ler hedef mRNA'lara baglanarak mRNA
yikimini ya da translasyonel susturmayi tetikler (Sekil 2.5) (114, 116).

|—> miRNA gen Primer miRMNA transkripti

>
M[M Primer miRNA

transkripsiyonu ~ Drosha

\ Pre-miRNA

~ / S

—_— ———

Sitoplazma T it —
Exportin 5
Dicer l / : L ul u
Hedef mRNA klivaji \ T

Translasyonel represyon - ‘l F 4
(Ago2)

; Fe— |||m||||||'S miRISC kompleksd

mRNA deadenilasyonu Mature microRNA

Sekil 2.5. miRNA islenmesinin sematik gosterimi. Winter ve arkadaslari, 2009°dan
uyarlanmigtir (116)

Normal noronal fonksiyon ve sagkalim i¢in miRNA’larin gerekli oldugu
bildirilmistir (117, 118). Son ¢alismalar, fonksiyonel proteinlere ek olarak,
eksozomlarin mRNA ve miRNA'lar1 da tagidigini gostermistir (119). Eksozomlarin
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islevsel olarak hiicreler arasi iletisimin yeni bir mekanizmasimi temsil ettigi

distiniilmektedir.

2.3.1.1. Alzheimer hastaligi ve mikroRNA

AH igin non-invaziv biyobelirte¢ arayisi son yillarda yapilan arastirmalarda
onemli bir yer tutmaktadir. Literatiire bakildiginda miRNA’larla ilgili AH dahil
olmak iizere norodejeneratif hastaliklarda birgok calisma mevcuttur. Saptanan
miRNA’lardaki ekspresyon degisiklerinin AH patogenezine farkli agilardan katkida
bulundugu bilinmektedir.

AH patogenezinde 6nemli yer tutan AP ve Tau hipotezlerinin adimlarinda yer
alan miRNA'lar Sekil 2.6. ve 2.7.’de sematik olarak 6zetlenmistir (120).

Birgok miRNA’nin  APP regiilasyonu siirecinde katkilarinin  oldugu
gbzlenmistir. Ornegin; miR-20a, miR-17-5p, miR-106b, miR-106a ve miR-520c¢ nin
APP’nin 3°’UTR’sine baglanarak ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (121, 122).
Bagka bir ¢alismada sporadik AH’li bireylerde diisiik miR-153 seviyesinin AP
birikimine katkida bulundugu goriilmiistiir (123).

Alzheimer hasta beyinlerinde BACE1 ekspresyonu yiiksek bulunmustur (124).
miR-186, miR-195, miR-298/328, miR-135b; BACE1’in 3’UTR’sine baglanarak
negatif regiilasyon yapmaktadir (125-128).

AP plaklar, amiloid peptitlerinin {retilmesi ve yikilimi arasindaki
dengesizlikten kaynaklanir. Sporadik Alzheimer hastalarinda artmis seviyedeki miR-
128 lizozomal enzimleri hedefleyerek AP klirensini bozmaktadir (129). Alzheimer
hastalarinda artan miR-34a ise TREM2 ekspresyonunu baskilayarak klirensi engeller
(130). Ayrica miR-155, miR-154, miR-200b, miR-27b gibi immin iligkili
miRNA’larin da A klirensinde rol oynadig bildirilmistir (131).

AP plaklarinin olusumu son evrede norotoksisiteyi tetiklemektedir. Alzheimer
hastalarinin noronlarinda miR-302, AB’nin indiikledigi norotoksisiteyi Akt (AKT
Serine/Threonine Kinase 1) yolagin1 aktive ederek baskilamaktadir (132). Son
zamanlarda miR-132’nin  kiiltiire edilmis Alzheimer’li kortikal nd&ronlarda
miR132/PTEN/AKT/FOXO3a aksini kullanarak norotoksisiteyi onledigi goriilmiistiir
(133). miR-137 ise NF-kB yolagimi baskilayarak AP ile indiiklenen norotoksisiteyi
azaltmaktadir (134).
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Bazi miRNA’lar AP tarafindan tetiklenen sinaptik kayipta rol almaktadir. miR-
34c¢’nin inhibisyonunun VAMP2 (Vesicle-associated membrane protein 2) artisina
neden olarak sinaptik islev bozuklugunu ve hafiza kaybimi azalttigi gdsterilmistir
(135). Ayrica primer hipokampal noronlarda miR-188-5p artisinin sinaptik ve
kognitif kayiplar azalttig1 gézlenmistir (136).

Ap Wlirens iligkili | miR-155, miR-154, miR-200b,
proteinler miR-27b
miR-106a, miR-520c , miR-20a,
miR-17-5p, miR-106b
sAPP+c99 Ap
APP B Ndronal apopitozis

BACE1 l l ysekretaz | 0\ 7 miR-302

(N —> Norotoksisite | miR-137

biere T - miR-132

miR-298/328, miR-195, mIR-135b,
miR-186

Sinaptik kayip

:

If_ffﬁi miR-34¢c, miR-188-5p

membrani l

[ Kirmizi: down-regiile olan miRNA’lar Senil plak

Sekil 2.6. A hipotezinde yer alan miRNA’lar. Wang ve arkadaglari, 2019°dan
uyarlanmistir (120)

AH’de kinaz ve fosforilaz aktivitelerindeki diizensizliklere baglh Tau
fosforilasyonu ve defosforilasyonu arasindaki dengesizlik sonucu hiperfosforile Tau
yapisi olugmaktadir (137). Bugiine kadar fosforilasyon/defosforilasyon siireglerine
katilan birgok miRNA tanimlanmustir. Alzheimer hastalarinda asir1 ifade bulan miR-
125b, DUSP6 (Dual specificity phosphatase 6) ve PPP1CA fosfatazlarini
hedefleyerek Tau hiperfosforilasyonuna neden olmaktadir (138). miR-132’nin
azalmis ekspresyonunun da primer insan néronlarinda NOS1 (Nitric oxide synthase
1) yolagi lizerinden Tau metabolizmasi dengesizligi olusturdugu gozlenmistir (139).
Alzheimer hastalarinda artmis ekspresyonu goézlenen miR-138’in de GSK-3p
(glycogen synthase kinase-3b) aktivitesini baskilayarak Tau hiperfosforilasyonunu
indiiklemektedir (140).
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Ayrica noroinflamatuvar etyopatogenez ile ilgili olarak AB’nin proinflamatuvar
sitokin olan NF-kB’yi aktive etmesi sonucu miR-9, miR34a, miR-125b, miR-7, miR-
146a ve miR-155’in artmis ekspresyonlarmin noéropatolojik olaylara katkida

bulunduklar: gosterilmistir (141).

miR-138, miR-132

L.

Tau 0 0 Kinaz ‘. i '-—t i
" . Fosfataz P
Hiperfosforile Tau Nérofibriller yumaklar
Mikrotiibiil
miR-125b Kirmizi: down-regiile olan miRNA'lar

Sekil 2.7. Tau hipotezinde yer alan miRNA’lar. Wang ve arkadaslari, 2019°dan
uyarlanmistir (120)

2.4. Arastirmanin amaci ve hipotezleri

2.4.1. miR-373

NLRP3 inflamazomunun aktivasyonunda yer alan P2X7R (purinergic receptor
P2X7) bir P2 reseptoriidiir. ATP (Adenozin trifosfat) kapili iyon kanallart olan P2X
ionotropik reseptor ailesine aittir. Ekstraselliiler ATP’ye cevap olarak iyon kanali
gibi gérev yapmaktadir. Ca™?, K" ve Na*’a gecirgendir (142, 143). P2X7R’nin
aktivasyonu p44/42 ERK (Extracellular regulated MAP kinase), p38 MAPK
(Mitogen activated kinase-like protein), c-JUN N terminal kinaz, AMPK (AMP-
activated protein kinase), mTOR (mammalian target of rapamycin), NF-kB (nuclear
factor kappa B subunit 1) gibi AH patogenezinde de rol alan birgok intraselliiler
yolagin aktivasyonuna neden olmaktadir (144-149). Son zamanlarda yapilan post-
mortem beyin caligmalarinda AH bulunan beyin dokularinda P2X7R’nin
ekspresyonunun ve fonksiyonunun arttigi gézlemlenmistir. Yiiksek APP ekspresyonu

gosteren transgenik farelerde P2X7R’nin amiloid plak cevresinde ekspresyonunun
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arttigi  gorilmiistiir (146). Norodejeneratif hastaliklarda P2X7R  upregiilasyon
mekanizmast net degildir, ancak bu tiir hastaliklarin progresyonu sirasinda
mikroglianin karmasik rolii ile iligkili olabilecegi sdylenmektedir. P2X7R baskin
olarak mikroglialarda ekspresyon gosterse de noron, astrosit, oligodendrosit gibi
diger hiicre tiplerinde de saptanmistir. Fizyolojik kosullar altinda mikroglia sinaptik
gecirgenlik ve astrosit fonksiyonlarinin regiilasyonu yoluyla noéronlar {izerinde
koruyucu etki gostermektedir. Ancak patolojik kosullar altinda P2X7R’nin
mikroglia, ndron ve astrositlerdeki ekspresyonu yiikselmekte, asir1 aktive
mikroglialar artmig inflamasyon, ndérodejenerasyon ve noronal hiicre 6liimiine neden
olmaktadir (150). APP mutant transgenik fare modellerinde P2X7R’nin invivo
inhibisyonu sonucunda hipokampal amiloid plak sayisinda énemli derecede azalma
goriilmistir (151). Zhang ve arkadaslar1 yaptiklari bir galismada osteoartritli
hastalarda miR-373’tin P2X7R’nin 3’UTR’sine baglanarak ekspresyonunu azalttigi
ve bu hastalardaki inflamasyonu ve kondrosit proliferasyonunu baskiladigini
gostermistir (152). miR-373tin P2X7R iizerindeki bu etkisi goz Oniine alinarak,
calismamizda Alzheimer hastalarina ait noéron kokenli eksozomlarda miR-373iin

ekspresyon diizeyi incelenmistir.

2.4.2. miR-204

Sekil-2.8’de goriilen, selliiler antioksidan thioredoksin sisteminin endojen
inhibitdrii olan ve hemen hemen tiim normal dokularda ekspresyonu goriilen TXNIP
(Thioredoxin (TRX)-interacting protein) dinlenme halinde TRX’e bagl halde
bulunmaktadir (153, 154). Reaktif oksijen radikalleri intraselliiler ortama geldiginde
TXNIP TRX’ten ayrilmakta ve bu yolla NLRP3 inflamazomunu aktive etmektedir
(96). Onceki galigmalar, TXNIP’1n NLRP3’e baglanmasinin inflamazom aktivasyonu
ve insiilin rezistansi icin gerekli oldugunu gostermistir. TXNIP ile NLRP3
inflamazomu aktivasyonunun arasindaki iligkinin Tip2 Diabetes mellitus (DM)
patogenezinde de 6nemli oldugu diistintilmektedir (155).

Son zamanlardaki ¢alismalarin biiyiikk cogunlugu TXNIP’in farmakolojik
inhibisyonunun ya da genetik delesyonunun ndroprotektif oldugunu gostermistir
(153). AH dahil bir¢ok noérodejeneratif hastalikta da TXNIP ekspresyon diizeyinin
yiikseldigi gosterilmistir  (156). D-galaktoz ile indiiklenmis Alzheimer fare
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modelinde TXNIP ekspresyon diizeylerinde yiikselme gbzlenirken, TRX ekspresyon
diizeylerinde azalma go6zlenmistir. Yine bu calismada farelerin bir herbal
fenilpropanoid olan salidrosid ile terapisi TRX diizeyinde artma ve TXNIP
diizeyinde azalma saglayarak kognitif fonksiyonlarda diizelme ile sonuglanmistir
(157). Baska bir calismada ise TXNIP ve NLRP3 inflamazomunun inhibisyonu
sonucu tau fosforilasyonunda azalma ve endoplazmik retikulum stresinde supresyon
izlenmistir (158).

Ayrica TXNIP’m, GLUT-1 (glucose transporter-1) fonksiyonunu azalttigi
gosterilmigtir. GLUT-1 ekspresyon diizeylerindeki azalma AH’deki amiloid
patolojisini hizlandirmakta, amiloid  klirensini azaltmakta, ilerleyici ndron kaybi ve
norodejenerasyon olusturmaktadir (159).

Jo ve arkadaglart TXNIP’1, miR-204’{in upstream regiilatorii olarak
tanimlamiglardir. TXNIP’a cevap olarak miR-204 diizeyi artmaktadir. Beta hiicre
spesifik TXNIP knockout farelerde miR-204’{in daha diisiik saptandigi goriilmiistiir
(160).

Ote yandan Tip 2 DM varligi AH riskini artirmaktadir (161). Bu iliskinin
altinda yatan mekanizma insiilin ve GLP-1 (glukagon-like peptide 1) sinyalindeki
eksikliklerdir (162). GLP-1, eksitotoksik hiicre 6liimiine ve AB1-42’nin olusturdugu
toksik etkilere karsi biliylik ndronlarin soma ve dendritlerinden eksprese olarak
noroprotektif etki gdstermektedir. Hipokampus ve hipotalamus hiicrelerinin ytliksek
oranda GLP-1R (glukagon-like peptide 1 reseptorii) eksprese  ettigi
bilinmektedir(163). Farelerde intraventrikiiler GLP-1 terapisinin denendigi bir
calismada noéronal hiicre hasarinda azalma, 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinda
diizelme gozlenmistir (164). Literatirde GLP-1 mimetiklerin, noérodejeneratif
hastaliklara karsi noroprotektif etkili olduklart bildirilmistir (165). APP/PS1 mutant
transgenik farelerine GLP-1 analogu liraglutid uygulanmasi sonucu plak olusumunda
azalma, noérogeneziste artis ve 6grenme fonksiyonlarinda artis saptanmistir (166). Jo
ve arkadaglart yaptiklar1 bir calismada miR-204’tiin GLP-1R’nin 3’UTR’sini
hedefleyerek primer fare ve insan pankreas adaciklarinda GLP-1R ekspresyonunu
baskiladiklarin1 gostermistir. Ayrica miR-204’iin invivo delesyonunun GLP-1R
ekspresyonunu ve insiilin sekresyonunu artirdig1 dolayisiyla diyabete karsi protektif

etkilerinin oldugu kesfedilmistir (160). Literatiirdeki miR-204 ile ilgili bu bilgilere
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dayanarak c¢alismamizda Alzheimer hastalarindan elde edilen noron kokenli
eksozomlardan miR-204 ekspresyonu incelenmistir.

Bu c¢alisma ile AH patogenezine katki saglamak amaglanmistir. Ayrica
eksozomlarin kullanilmasi ile, hastalarin tanisinda ve izleminde periferik kan
kullaniminin rutin uygulamalarda kolaylik saglayacagi distiniilmektedir. Bunun
disinda, miRNA’larin saptanan ekspresyon degisikliklerine gére modifiye edilip
eksozomlar araciligiyla hedefe yonelik gonderilmesi terapétik bir potansiyel
tagimaktadir. Sonug olarak, bu ¢alismamizda yukarida belirtilen bu iki miRNA’nin
(MiR-373, miR-204) erken ve orta diizey Alzheimer hastalarindan ve saglikli
goniillilerden elde edilecek noéron kokenli serum eksozomlarinda (167)

ekspresyonlari incelenmistir (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. Arastirma hipotezinin sematik gosterimi Jo ve arkadaslari, 2016’dan

uyarlanmigtir (101)

Calismamizda AH ile iligkilendirilecek biyobelirte¢ bulunmasi amaclanmig
olup incelenecek miRNA’larin ekspresyonlariin, literatiirdeki verilere dayanarak
Alzheimer hastalarinda kontrol grubuna kiyasla asagidaki gibi sonuglanmasi
beklenmektedir.

e miR-373 ekspresyon diizeyinde azalma

e miR-204 ekspresyon diizeyinde artma
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya dahil edilecek hastalar, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji
Anabilim Dali ve Ankara Tip Fakiiltesi Psikiyatri Anabilim Dali polikliniginde takip
edilen veya poliklinige ilk kez basvuran, NINCDS-ARDRA (National Instute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer's Disease and
Related Disorders Association) tani kriterlerine (168) gore olast AH tanisi almig olan
hastalar i¢inde Klinik Demans Skoru (KDS) (169) hafif ve orta evre ile uyumlu
olanlar arasindan goniilliiliik esasina dayali olarak segilmistir. Hafif evre AH olan 15,
orta evre AH olan 18 ve hastalarla yas ve cinsiyet acisindan uyumlu, Alzheimer
hastalig1 ile iligkilendirilebilecek herhangi bir motor, noéropsikiyatrik ve kognitif
bulgusu olmayan, hasta yakininin akrabasi olmayan 21 kontrol grubu katilimecisi
calismaya dahil edilmistir.

Hastalarda biyobelirte¢ olarak medial temporal atrofinin (hipokampal atrofi-
HA) degerlendirilmesinde Scheltens medial temporal atrofi skoru kullanilmigtir
(170). Ayrica hastalarin vaskiiler demansmin olmasi bulgularin yorumlanmasini
zorlastiracagindan, hastalarin MR goriintiilerindeki beyaz cevher lezyonlari, Fazekas
(171) skorlamasina gore yalnizca O (hi¢ beyaz cevher lezyonu olmayan) ve 1 (1-2
adet birlesme egilimi olmayan beyaz cevher lezyonu mevcut olan) puan alan hastalar
dahil edilmistir.

Tim katilimcilara Mini Mental Durum Degerlendirme (MMDD) testi
uygulanmig ve puanlar1 kaydedilmisti. MMDD testi Folstein ve arkadaslar
tarafindan 1975 yilinda olusturulmustur (172). Bu testin Tiirkge gecerlilik ve
giivenilirlik calismasi, Standardize (5 yildan fazla egitimliler i¢in) versiyonu igin
Giingen ve arkadaslar (173) tarafindan, 5 yil ve altinda egitimliler-hi¢ egitimsizlere
uygulanan versiyonu i¢in Y1ildiz ve arkadaslari tarafindan yapilmistir (174). MMDD
testinden yiiksek puan almak, daha 1yi bir performans ile iliskilidir.

Hasta grubundaki goniillilerin yeterlilikleri noroloji ve psikiyatri hekimi
tarafindan degerlendirilmistir. Yeterliligi olmadigi belirlenen hastalar i¢in onam
hastanin yasal temsilcisinden alinmistir. Ama her durumda hastalar olabildigince

bilgilendirilmeye caligilmistir.
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Calisma icin etik kurul onay1, 8 Ekim 2018 tarihinde Ankara Universitesi Tip

Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinmistir.
3.1. Arastirmaya dahil olma ve olmama olciitleri:
3.1.1. Hasta grubu i¢in olg¢iitler:

Cahsmaya dahil edilme odlgiitleri:

1. 60 yas ve tizerinde olmak

2. NINCDS-ARDRA tani kriterlerine gore olas1 Alzheimer hastas1 olmak

3. Klinik Demans Skoru 1 ya da 2 olmak (hafif ve orta evre AH)

4. Fazekas MR beyaz cevher lezyonlarini derecelendirme skoru 0 ve ya 1

olmak

Cahsmadan dislama olciitleri:

1. Kognitif degerlendirmeyi bozabilecek baska bir ndrolojik hastaligi olmak
(Iskemik ya da hemorajik serebrovaskiiler olay, mental retardasyon, epilepsi,
Parkinson hastaligi, Alzheimer dis1 demans tipleri, motor ndron hastaligi, alkol ve
madde bagimlilig1 vb.)

2. Ileri evre Alzheimer hastas1 olmak (Klinik Demans Skoru = 3)

3. Diyabetes mellitus tanis1 varligi

4. Fazekas MR beyaz cevher lezyonlarii derecelendirme skoru >1 olmak
3.1.2. Kontrol grubu i¢in olciitler:

Cahsmaya dahil edilme dlgiitleri:

1. Calismaya katilmay1 kabul etmis AH hastalariyla yas ve cinsiyet acisindan
birebir uyumlu 6zelliklere sahip olmak

2. NINCDS-ARDRA (National Instute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke-Alzheimer Disease and Related Disorders Association) tant

kriterlerine gore Alzheimer hastas1 olmamak
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3. Klinik Demans Skoru 0 olmak

4. Subjektif de olsa, herhangi bir kognitif yakinmasi1 olmamak

Calismadan dislama o6lgiitleri:

1. Kognitif degerlendirmeyi bozabilecek bir nérolojik hastalig1 olmak (Iskemik
ya da hemorajik serebrovaskiiler olay, mental retardasyon, epilepsi, Parkinson
hastaligi, Alzheimer dis1 demans tipleri, alkol ve madde bagimlilig1 vb.)

2. Herhangi bir evre AD hastasi olmak

3. Subjektif de olsa, herhangi bir kognitif yakinmasi olmak

4. Diyabetes mellitus tanis1 varligi

3.2. Yontem Basamaklar

3.2.1. Serum Eldesi

Her katilimcidan 20 ml steril enjektor ile 20 ml periferik kan alindu.
Alinan kan, serum ayirici tiiplere aktarildi.

Oda sicakliginda 30-45 dk pihtilasmasina i1zin verildi.

Pihtilasma sonras1 500 g’de 10 dk santrifiij edildi.

Stipernatant kismindan 5 ml serum pastor pipeti ile alindi.

I L

Alman serum 1,5 ml’lik tiiplere boliinerek -80°C’de kullanilana kadar

saklandi (175).

3.2.2. Serumdan Eksozom izolasyonu

MIiRCURY Exosome Serum/Plasma Kiti kullanilarak total eksozom elde
edildi.
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Tablo 3.1. Eksozom serum/plazma kit icerigi

MiRCURY Exosome Serum/Plasma Kit icerigi
Katalog no:76603

Precipitation Buffer A 10 ml

Resuspension Buffer 10 ml

Kit dahilinde olmayan gerekli malzeme ve cihazlar:

Pipet ve RNase igermeyen pipet uclari

Kullanilan numune hacmine bagl olarak 1,5 ml veya 2,2 ml mikrosantrifiij

tiipleri

© N o g &

1.

20 °C'de 2 ml tiipler i¢in rotorlu mikrosantrifiij
Tek kullanimlik eldivenler

Vorteks cihazi veya ¢ok tiiplii vorteks calkalayici

Protokol:

0.5 ml serum 6rnegi stoktan ¢ikarilip buz iizerinde veya 4° C'de ¢ozdiiriildii.

2 ml santrifiij tiipiine 0,5 ml aktarild1.

200 pl ‘Precipitation Buffer A’ soliisyonundan serumun iistiine konularak
homojenize edildi. Tiip kapatildi ve 5 sn vortekslendi.

2-8 °C'de 60 dakika inkiibe edildi.

20 °C'de 30 dakika boyunca 15009’de santrifiij edildi.

Stipernatant tamamen alinip -80°C ‘de ayr1 analiz i¢in saklandi.

Pellet kisa siire tekrar santrifiij edildi ve kalan siipernatant atildi.

Pellet igeren tiipe 270 ul ‘Resuspension Buffer’ eklendi ve vorteksle
resiispanse edildi. ~ 300 pl'lik bir nihai hacim elde edildi.

3.2.3. Noronal eksozom zenginlestirme

Eksozom izolasyonu ile elde edilen eksozomlarin 250 pl siispansiyonunun
tizerine 2 pg (4 ul) Mouse anti-human CD171 (L1CAM) biotinize antikor
(Thermo Fisher), 100 ul %3 Blocker BSA ile birlikte eklendi (167).
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4 °C’de 60 dk rotator mikser iizerinde inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi iizerine 15 ul Streptavidin UltraLink Resin recinesi
(Thermo Fisher), 40 ul %3 Blocker BSA ile birlikte eklendi (Regine BSA’ya
konuldu sonrasinda eksozomla karistirildi).

4. 30 dk boyunca 20 °C’de inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonras1 3000 g’de 10dk boyunca 4°C sicaklikta santrifiij edildi.

6. Siipernatan kismi atildi. Pellette re¢ine i¢inde hapsolmus néronal eksozomlar
bulunmaktadir.

7. Eksozomlarin regineden ayrilmasi igin pellet iizerine 200 pl 0.1M Glisin-HCI
(pH:3) eklendi ve 30 saniye hizli vorteksle karistirildi.

8. 4500 g’de 10 dk boyunca 4°C sicaklikta santrifiij edildi.

9. Siipernatan kismi alindi ve 15 ul 1M TRIS-HCI (pH:8) eklenerek nétralize
edildi.

10. Bu asamada ndronal eksozomlar intakt ve ileri testler i¢in kullanima hazirdir.

11. Elde edilen siispansiyon 300 pl hacime gelene kadar {izerine PBS eklendi.

3.2.4. Noronal Eksozomlardan miRNA izolasyonu

Noronal eksozomlardan miRNA izolasyonu i¢in miRNeasy Serum/Plasma Kit
kullanildi.

Tablo 3.2. miRNA izolasyon kit igerigi

miRNeasy Serum/Plasma Kit
Katalog no: 217184
RNeasy® MinElute® Spin Columns (2 ml) 50 adet
Collection Tubes (1.5 ml) 50 adet
Collection Tubes (2 ml) 50 adet
QIAzol® Lysis Reagent* 50 ml
Buffer RWT* (Alkol eklendi) (96-100%0) 15 ml
Buffer RPE} (Alkol eklendi) (96-100%0) 11 ml
Ce_miR-39 1 miScript® Primer Assay (100)
RNase-Free Water 10 ml
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300 pl numune iizerine 5ml QIAzol Lysis Reagent eklendi. Vorteksleyerek
veya yukari ve asagi pipetleyerek karistirildi. 20 pl ‘carrier RNA’
soliisyonundan eklendi.

5 dakika boyunca oda sicakliginda (15-25 © C) inkiibe edildi.

1 ml kloroform eklendi ve tiip sikica kapatildi ve kuvvetlice vortekslendi.
Oda sicakliginda 2—3 dakika inkiibe edildi.

1500 g'de 15 dakika boyunca santrifiij edildi.

Ust akoz faz yeni bir toplama tiipiine aktarildi. Hacmin 1,5 kat1 kadar % 100
etanol eklendi (6rnegin, 600 pl sulu faz i¢in, 900 pl etanol). Pipetleyerek
lyice karigtirildu.

700 pl ornek pipetle cekildi ve 2 ml’lik toplama tiipline konulan ‘RNeasy
MinElute spin column’un i¢ine eklendi. Kapag: kapatild1 ve oda sicakliginda
>8000 g 15sn santrifiij edildi.

Numunenin geri kalanini kullanarak 8. adim 6rnek bitene kadar tekrarlandi.
‘RNeasy MinElute spin column’a 700 pl Buffer RWT eklendi. Kapag:
kapatild1 ve 8000 g'de 25 saniye santrifiijlendi. Altta gegen kisim atild.

10. ‘RNeasy MinElute spin column’a 500 pul Tampon RPE eklendi. Kapagi

kapatildi ve 8000 g'de 25 saniye santrifiijlendi. Altta gegen kisim atildi.

11. ‘RNeasy MinElute spin column’a 500 pl % 80 etanol eklendi. Kapagi

kapatildi ve >8000 g'de 2 dk 15 sn santriftij edildi. Altta gecen kisim ve
toplayici tiipler atildi.

12. Yeni bir 2 mI’lik toplama tiipii (liriinle verilir) i¢ine RNeasy MinElute spin

siitun yerlestirildi. Spin kolonun kapagi agilarak, membrani1 kurutmak i¢in 5
dakika boyunca tam hizda santrifiij edildi. Altta gecen kisim ve toplayici
tiipler atildi.

13. Yeni bir 1.5 mI’lik toplama tiipiine (iiriinle verilir) RNeasy MinElute spin

stitun yerlestirildi. Spin kolon membraninin merkezine dogrudan 14 ul RNaz
icermeyen su eklendi. Yavasca kapagi kapatildi ve miRNA elde etmek icin
tam hizda 1 dk 15 sn santrifiij edildi.

3.2.5. cDNA Sentezi

Elde edilen miRNA’lardan miRCURY LNA RT Kit ile cDNA sentezi yapildi.
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Tablo 3.3. Revers-transkriptaz PCR kit icerigi

MIRCURY LNA RT Kit
Katalog no: 339340
5x miIRCURY RT Reaction Buffer 128 pul
10x miRCURY RT Enzyme Mix, 64 ul
including Mg2+, RT primers and
dNTPs
UniSp6 RNA Spike-in Template 12 fmol, dried down
Nuclease-free water 1.5ml

Tablo 3.4’de gosterilen miktarlarda buz {izerinde reverse transkripsiyon
reaksiyonlar1 hazirlandi. Asagidaki kosullarda termal dongii cihazina konuldu:
1. 42°C’de 60dk inkiibasyon
2. Reverse transkriptazin inaktivasyonu i¢in 95°C'de 5 dakika inkiibasyon

3. Hemen 4°C'ye sogutma

Tablo 3.4. Reverse transkripsiyon reaksiyonu hazirlanmasi

Komponent MIRCURY LNA miRNA PCR Assay
5 miRCURY RT Reaction Buffer |2 pul

RNase-free water 5ul

10x miRCURY RT Enzyme Mix 1yl

Template RNA (5 ng/ul) 2 ul

Total voliim 10 pl

3.2.6. Preamplifikasyon

Bu asama diisik RNA miktarlar1 igeren Ornekler igin gereken bir on
amplifikasyondur. Real time PCR’da ekspresyon tayini igin yeteri kadar hedef

miRNA’nin bulunmasini saglar.
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Tablo 3.5' e gore bir reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 3.5. Preamplifikasyon reaksiyonu hazirlanmasi

5x miScript PreAMP Buffer 5ul
HotStarTaq DNA Polymerase 2 ul
miScript PreAMP Primer mix Sul
RNAase free water 7 ul
miScript PreAMP Universal Primer 1ul
cDNA 5ul
Toplam 25 ul

Preamplifikasyon Tablo 3.6’daki kosullara gore ¢alistirildi.

Tablo 3.6. Preamplifikasyon termal dongii kosullari

Basamak Zaman Sicakhik
PCR baslangi¢ aktivasyonu 15 dk 95°C

2. basamak siklusu

Denatiirasyon 30 sn 94°C
Annealing/ extension 3dk 60°C
Siklus sayisi 12 siklus

3.2.7. Real time PCR

Tablo 3.7." ye gore bir reaksiyon karigimi hazirlandi.

Tablo 3.7. Real-time PCR hazirlanmasi

Komponent

Voliim

2xX miRCURY SYBR Green Master Mix

Sul

ile sulandirildi)

PCR primer mix (220 ul niikleaz icermeyen su | 1 pl

cDNA template 3ul
RNase-free water 1pul
Total voliim 10 pl

Real time PCR Tablo 3.8.°deki kosullara gore Rotor-Gene® Software

cihazinda c¢alistirildi.
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Tablo 3.8. Real time PCR termal dongii kosullari

Basamak Zaman Sicakhik | Ramp rate

PCR initial heat activation 2 dk 95°C Maximum/hizli mod
2. basamak dongii:

Denatiirasyon 10 sn 95°C Maximum/hizli mod
Combined annealing/ extension | 60 sn 56°C Maximum/hizli mod
Siklus sayisi 40

Melting curve analysis 60-95°C

3.2.8. Sonuclarin hesaplanmasi ve Istatistiksel Analiz

Her bir olgu ve kontrolde negatif (no-template control) kontrole karsi hem
hedef mIRNA (miR-204 ve miR-373) hem endojen kontrol (U6 snRNA) i¢in
reaksiyonlar yapilmigtir. U6 SnRNA normalizasyon i¢in referans olarak
kullanilmastir.

Rotor-Gene® Software ile her bir vakanin ve kontroliin miR-204, miR-373 ve
U6 snRNA Ct (cycle thresold) degerleri kendilerine ait iki reaksiyondan ¢ikan Ct
degerlerinin ortalamasi alinarak belirlenmistir.

Elde edilen veriler kullanilarak miRNA ekspresyon degisiklikleri asagidaki
gibi 272A¢ (Livak) yontemiyle hesaplanmistir(176):

Hasta grubu ACt = Ct (hedef miRNA) — Ct (Referans)

Kontrol grubu ACt = Ct (hedef miRNA) — Ct (Referans)

AACt = Hasta grubu ACt - Kontrol grubu ACt

Cikan verinin 2722t ‘si alimustir.

Calisma kapsaminda veriler tanimlayic istatistikler kullanilarak 6zetlenmistir.
Bu amagla miR-204 ve miR-373 diizeyleri i¢in ortalama =+ standart sapma [ortanca
(minimum-maksimum)] hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik i¢in Student t testi

kullanilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta grubu

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri ve Noroloji Anabilim Dallarina
Haziran 2019-Mart 2020 tarihleri arasinda ilk kez basvuran veya takibi siiren,
NINCDS-ARDRA (National Instute of Neurological and Communicative Disorders
and Stroke-Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) tani kriterlerine
gore olast AH tanist almis olan ve vaskiiler demansin dislandigi hastalar iginde
Klinik Demans Skoru (KDS) hafif ve orta evre ile uyumlu olan 33 kisiden kan 6rnegi
toplandi. Calismaya alinan hastalarin 15’1 klinik demans skorlamasina gore erken
evre, 18’1 orta evre olarak degerlendirilmistir. Erken evre olan 15 hastanin 6’s1 erkek
9’u kadindir. Orta evre olan 18 hastanin 4’i erkek 14’0 kadindir. Erken evre hasta
yas grubunun ortalamasi 71.4°tlir. Orta evre hasta yas grubunun ortalamasi ise
76.9°dur. Erken evre erkek ve kadin hastalarin yas ortalamalari sirasiyla 72 ve 71,
orta evre erkek ve kadin hastalarin yas ortalamalari sirasiyla 80.25 ve 76’dir. Erken
evre hasta grubunun egitim yil1 ortalamasi 8.2, orta evre hasta grubunun egitim yili
ortalamasi 6.8’dir. Erken evre hasta grubunun minimental skor ortalamasi 23.7 iken
orta evre hasta grubunun minimental skor ortalamas: 18.3’tiir. Erken ve orta evre
olarak degerlendirilen hastalarin yas, cinsiyet, egitim yili, minimental skorlari
(MMS), klinik demans skorlar1 (KDS), Fazekas skorlart (FS), hipokampal atrofi
skorlar1 (HAS), var ise ek hastaliklar1 ve beyin MR/ PET goriintiileme sonuglari
Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Erken evre hasta grubunun demografik bilgileri, klinik ve radyolojik

degerlendirmesi. HAS: Hipokampal atrofi skoru, MMS: Minimental skor,
KDS: Klinik demans skoru, FS: Fazekas skoru, OKB: Obsesif kompulsif
bozukluk, HT: Hipertansiyon, -: Veriye ulasilamadi

Hasta | Yas | Cinsiyet | Egitim | MMS | KDS | FS | HAS Ek Beyin MR/PET
no yili hastahik
El 75 K 0 18 1 1 - X -/ Tetkik yok
E2 83 E 5 23 1 1 - X -/ Tetkik yok
E3 84 E 15 25 1 0 2 X Serebral ve
serebellar
atrofi/ Tetkik yok
E4 74 K 5 24 1 1 0 X Serebral atrofi/
Tetkik yok
E5 77 E 18 25 1 1 HT -/ Tetkik yok
E6 69 K 5 18 1 0 X Serebral ve
serebellar
atrofi/ Tetkik yok
= 69 K 5 27 1 X -/ Tetkik yok
ES8 70 K 11 23 1 0 X -/ Tetkik yok
E9 65 E 6 27 1 1 OKB Normal/ Tetkik
yok
E10 74 K 3 24 1 1 HT -/ Tetkik yok
E11 67 K 15 24 1 1 X -/ Tetkik yok
E12 61 E 15 28 1 1 X Serebral ve
serebellar atrofi/
Parietotemporal
bolgede
hipometabolik
alanlar
E13 62 E 5 25 1 1 1 X -/ Tetkik yok
El14 81 K 5 22 1 1 2 HT -/ Tetkik yok
E15 60 K 11 23 1 0 2-3 X -/ Tetkik yok
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Tablo 4.2. Orta evre hasta grubunun demografik bilgileri, klinik ve radyolojik

degerlendirmesi. HAS: Hipokampal atrofi skoru, MMS: Minimental skor,
KDS: Klinik demans skoru, FS: Fazekas skoru, OKB: Obsesif kompulsif
bozukluk, HT: Hipertansiyon, -: Veriye ulasilamadi

Hasta | Yas Cinsiyet Egitim MMS KDS FS HAS Ek Beyin MR
no yili hastahk [PET
o1 77 K 8 14 2 1 - X Serebral ve
serebellar atrofi/
Tetkik yok
02 76 K 8 21 2 0 2 X Bilateral yaygin
temporoparietal
atrofi/ Tetkik yok
03 64 K 5 14 2 1 1 X Serebellar atrofi/
Bilateral posterior
pariatelde
hipometabolizma
04 84 K 0 16 2 - - HT, Aritmi -[Tetkik yok
05 63 K 0 17 2 0 1 X Normal/Normal
06 60 K 15 26 2 0 1 X Serebral ve
serebellar atrofi/
Bilateral prefrontal
ve temporal bolgede
hipometabolizma
o7 79 K 11 26 2 1 1 HT -/ Tetkik yok
08 69 E 13 19 2 1 2 HT, Gut Serebral atrofi
09 75 E 5 12 2 2 1 Inkontinans -/ Tetkik yok
010 84 E 15 14 2 0 1 X Serebral ve
serebellar atrofi/
Tetkik yok
011 75 K 0 13 2 1 2 X Serebral atrofi/
Tetkik yok
012 93 E 4 14 2 1 2 KOAH -/ Tetkik yok
013 89 K 3 16 2 1 2 X -/ Tetkik yok
014 76 K 0 22 2 0 1 X Serebellar folya
derin
015 74 K 15 26 2 0 2 X Sol
frontotemporalde
belirgin bilateral
atrofi/ Sol
frontotemporalde
hipometabolizma
016 76 K 3 20 2 0 1 X -/ Tetkik yok
017 89 8 21 2 1 2 Osteoporoz -/ Tetkik yok
018 82 K 11 19 2 1 1 X -/ Tetkik yok

4.2. Kontrol grubu

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri Anabilim Dalina Haziran 2019-
Mart 2020 tarihleri arasinda basvuran NINCDS-ARDRA (National Instute of
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Neurological and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer Disease and
Related Disorders Association) tani kriterlerine gore Alzheimer hastasi olmayan,
Klinik Demans Skoru 0 olan ve subjektif de olsa herhangi bir kognitif yakinmasi
bulunmayan 21 géniilli bireyden kan ornegi toplandi. Kontrol bireylerinin yas
ortalamasi 66.3°tiir. Kontrol grubu hasta gruplariyla karsilagtirildiginda birebir yas
eslesmesi saglamiyormus gibi goriinmekle birlikte, hasta gruplar1 arasinda da
evrelendirmeye bagli olarak ortalama yas farki bulundugundan kontrol grubu
olusturulurken ge¢ evre AH igin 60-65 yas smir1 temel alimmistir. Kontrol
bireylerinin minimental skorlarnin ortalamas1 28.3’tiir. Tablo 4.3.te kontrol

bireylerinin yas, cinsiyet ve minimental skorlar1 verilmistir.

Tablo 4.3. Kontrol bireylerin yas ve minimental skorlari. MMS: Minimental skor

Kontrol no Cinsiyet Yas MMS
K1 E 61 28
K2 E 65 28
K3 K 61 29
K4 K 62 28
K5 E 70 28
K6 E 70 30
K7 K 65 30
K8 K 63 30
K9 K 66 30

K10 E 75 28
K11 K 60 28
K12 K 77 26
K13 E 60 29
K14 E 61 28
K15 K 69 26
K16 K 62 30
K17 E 77 28
K18 E 64 27
K19 E 63 30
K20 E 79 27
K21 E 64 27
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4.3. U6 snRNA ekspresyon ¢alismasi

Calismaya dahil edilen 6rneklerin her birinde normalizasyon i¢in kullanilmak
tizere 15 erken evre hasta, 18 orta evre hasta ve 21 saglikli kontrol grubunda U6
snRNA ekspresyon c¢alismasi yapilmistir. Yapilan calismalara ait amplifikasyon
egrileri Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.te gosterilmistir. Her
ornek iki kez calisilmistir. Bu ¢aligmalardan elde edilen Ct ve ortalama Ct degerleri
Tablo 4.4.’te gosterilmistir. Ayrica E12-O9 hasta grubu i¢in melting curve

goriintiileri Sekil 4.6.’da verilmistir.
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Sekil 4.1. E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, E9, E10, E11 hastalarindaki U6 snRNA

amplifikasyon egrileri

Sekil 4.2. E12, E13, E14, O1, 02, 03, 04, 05, 06, 08, 09 hastalarindaki U6
snRNA amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.3. 010, 011, 012, 013, 014, O15, O16 hastalar1 ve K1, K2, K3, K4 kontrol
bireylerindeki U6 snRNA amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.4. K5, K6, K7, K8, K9, K10, K11 kontrol bireyleri ve E15, O7, 017, O18
hastalarindaki U6 snRNA amplifikasyon egrileri

Fluaro.
s s ® 5 8 @&

Norm

P
Sekil 4.5. K12, K13, K14, K15, K16, K17, K18, K19, K20, K21 kontrol

bireylerindeki U6 snRNA amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.6. E12, E13, E14, O1, 02, O3, 04, 05, 06, 08, O9 hastalarindaki U6

snRNA melting curve goriintiileri

Tablo 4.4. Hasta ve kontrol grubunun U6 snRNA i¢in Ct degerleri

Ctl | Ct2 | OrtalamaCt Ctl | Ct2 | OrtalamaCt Ctl | Ct2 | OrtalamaCt

K1 | 21.32 | 21.33 21.32 E1 | 23.66 | 23.54 23.60 01 | 24.96 | 24.86 24.91
K2 | 23.90 | 23.94 23.92 E2 | 23.99 | 24.02 24.00 02 | 2359 | 2381 23.70
K3 | 2124 | 21.21 21.22 E3 | 25.42 | 25.28 25.35 03 | 21.93 | 22.05 21.99
K4 | 22.04 | 22.04 22.04 E4 | 2491 | 25.17 25.04 04 | 22.27 | 22.10 22.10
K5 | 2141 | 21.49 21.45 E5 | 25.48 | 25.17 25.32 05 | 22.71 | 22.77 22.74
K6 | 22.52 | 22.67 22.59 E6 | 26.11 | 26.56 26.33 06 | 21.86 | 21.82 21.84
K7 | 19.82 | 19.69 19.70 E7 | 25.74 | 2541 25.57 O7 | 18.94 | 19.53 19.23
K8 | 19.77 | 19.77 19.77 E8 | 2541 | 25.37 25.39 08 | 20.29 | 20.56 20.42
K9 | 23.57 | 24.50 24.03 E9 | 24.11 | 24.30 24.20 09 | 19.77 | 19.65 19.71
K10 | 19.91 | 20.04 19.90 E10 | 24.24 | 24.74 24.49 010 | 19.73 | 19.61 19.67
K11 | 20.97 | 21.01 20.99 E11 | 23.99 | 23.84 23.91 011 | 21.40 | 21.39 21.39
K12 | 20.80 | 21.18 20.99 E12 | 26.29 | 26.25 26.27 012 | 2142 | 21.45 21.43
K13 | 20.50 | 21.26 21.20 E13 | 26.05 | 26.20 26.12 013 | 23.10 | 22.83 22.96
K14 | 18.95 | 18.78 18.80 E14 | 25.55 | 25.64 25.50 014 | 21.27 | 21.21 21.24
K15 | 20.75 | 21.42 20.80 E15 | 20.11 | 19.82 19.90 015 | 21.06 | 20.98 21.02
K16 | 18.24 | 18.54 18.39 016 | 21.25 | 21.10 21.17
K17 | 18.17 | 17.70 17.90 017 | 24.07 | 21.82 22.94
K18 | 20.73 | 20.80 21.44 018 | 18.24 | 18.45 18.34
K19 | 20.53 | 21.20 21.29

K20 | 20.97 | 21.01 20.99

K21 | 19.49 | 19.53 19.51
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4.4. miR-204 ekspresyon calismasi

15 erken evre hasta, 18 orta evre hasta ve 21 saglikli kontrol grubunda miR-
204 ekspresyon caligmasi yapilmistir. Yapilan ¢aligmalara ait amplifikasyon egrileri
Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.’de gdsterilmistir. Her
ornek iki kez calisilmistir. Bu ¢aligmalardan elde edilen Ct ve ortalama Ct degerleri
Tablo 4.5.°te gosterilmistir. Ayrica E1-11 hasta grubu i¢in melting curve goriintiileri
Sekil 4.12.”de verilmistir.
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Sekil 4.7. E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, E9, E10, E11 hastalarindaki miR-204

amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.8. E12, E13, E14, O1, 02, 03, 04, 05, 06, 08, 09 hastalarindaki miR-204

amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.9. 010, 011, 012, 013, 014, 015, O16 hastalar1 ve K1, K2, K3, K4 kontrol
bireylerindeki miR-204 amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.10. K5, K6, K7, K8, K9, K10, K11 kontrol bireyleri ve E15, O7, 017, 018
hastalarindaki miR-204 amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.11. K12, K13, K14, K15, K16, K17, K18, K19, K20, K21 kontrol
bireylerindeki miR-204 amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.12. E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11 hastalarindaki miR-204

Tablo 4.5. Hasta ve kontrol grubunun miR-204 igin Ct degerleri

melting curve goriintiileri

Ctl | Ct2 | Ortalama Ct Ctl | Ct2 | Ortalama Ct Ctl | Ct2 | OrtalamaCt

K1 | 25.39 | 25.55 25.47 E1 | 26.20 | 26.00 26.10 Ol | 28.86 | 28.68 28.77
K2 | 25.24 | 25.06 25.15 E2 | 27.75 | 27.64 27.60 02 | 28.63 | 28.77 28.70
K3 | 25.69 | 25.70 25.69 E3 | 25.03 | 25.12 25.07 03 | 30.87 | 30.59 30.73
K4 | 25.04 | 24.94 24.99 E4 | 29.35 | 29.22 29.28 04 | 26.99 | 27.21 27.10
K5 | 23.83 | 23.31 23.57 E5 | 26.36 | 26.34 26.35 05 | 25.36 | 25.26 25.31
K6 | 24.77 | 24.55 24.66 E6 | 28.48 | 28.79 28.63 06 | 2483 | 24.94 24.88
K7 | 20.67 | 20.66 20.60 E7 | 29.19 | 28.99 29.09 07 | 25.92 | 25.85 25.88
K8 | 20.82 | 20.01 20.90 E8 | 29.02 | 28.31 28.66 08 | 27.93 | 27.66 27.79
K9 | 20.65 | 20.37 20.51 E9 | 28.35 | 28.23 28.29 09 | 24.16 | 24.52 24.34
K10 | 20.14 | 20.12 20.13 E10 | 32.25 | 33.60 32.92 010 | 24.84 | 24.92 24.88
K11 | 20.01 | 20.04 20.07 E11 | 28.62 | 29.10 28.86 011 | 29.44 | 30.01 29.73
K12 | 20.14 | 20.04 19.96 E12 | 30.74 | 30.30 30.52 012 | 26.92 | 26.59 26.75
K13 | 20.04 | 19.04 21.06 E13 | 32.12 | 31.47 31.79 013 | 29.81 | 30.46 30.13
K14 | 19.93 | 19.98 19.90 E14 | 27.34 | 27.07 27.20 014 | 27.41 | 27.33 27.37
K15 | 21.02 | 19.53 19.57 E15 | 24.11 | 24.00 24.00 015 | 24.03 | 23.63 23.83
K16 | 19.88 | 19.90 19.89 016 | 26.98 | 26.98 26.98
K17 | 19.94 | 20.30 20.12 017 | 26.29 | 25.38 25.83
K18 | 21.04 | 19.53 19.59 018 | 25.13 | 25.12 25.12
K19 | 20.04 | 19.04 21.06

K20 | 20.01 | 20.04 20.07

K21 | 20.23 | 20.21 20.22
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4.5. miR-373 ekspresyon calismasi

15 erken evre hasta, 18 orta evre hasta ve 21 saglikli kontrol grubunda miR-
373 ekspresyon g¢alismasi yapilmistir. Yapilan ¢alismalara ait amplifikasyon egrileri
Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16. ve Sekil 4.17.’de gosterilmistir. Her
ornek iki kez calisilmistir. Bu ¢aligmalardan elde edilen Ct ve ortalama Ct degerleri
Tablo 4.6.’da gosterilmistir. Ayrica O10-K4 hasta grubu i¢in melting curve

gortintiileri Sekil 4.18.”de verilmistir.
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Sekil 4.13. E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES8, E9, E10, E11 hastalarindaki miR-373

amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.14. E12, E13, E14, O1, 02, 03, 04, OS5, 06, 08, 09 hastalarindaki miR-373

amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.15. 010, O11, 012, 013, 014, O15, O16 hastalar1 ve K1, K2, K3, K4
kontrol bireylerindeki miR-373 amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.16. K5, K6, K7, K8, K9, K10, K11 kontrol bireyleri ve E15, 07, 017, O18
hastalarindaki miR-373 amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.17. K12, K13, K14, K15, K16, K17, K18, K19, K20, K21 kontrol
bireylerindeki miR-373 amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.18. 010, O11, 012, 013, 014, O15, O16 hastalar1 ve K1, K2, K3, K4

kontrol bireylerindeki miR-373 melting curve goriintiileri

Tablo 4.6. Hasta ve kontrol grubunun miR-373 igin Ct degerleri

Ctl | Ct2 | Ortalama Ct Ctl | Ct2 | Ortalama Ct Ctl | Ct2 | Ortalama Ct

K1 | 26.21 | 25.69 25.95 E1 | 29.34 | 29.13 29.23 Ol | 32.07 | 32.89 32.48
K2 | 26.96 | 26.81 26.88 E2 | 30.40 | 30.70 30.55 02 | 32.04 | 32.45 32.74
K3 | 2451 | 24.19 24.35 E3 | 31.89 | 31.74 31.81 03 | 26.72 | 27.55 27.10
K4 | 2468 | 24.71 24.69 E4 | 30.32 | 30.56 30.94 04 | 29.04 | 29.37 29.20
K5 | 27.81 | 27.32 27.56 E5 | 31.41 | 31.13 31.27 05 | 29.26 | 2941 29.33
K6 | 27.37 | 26.66 27.01 E6 | 32.05 | 32.21 32.13 06 | 30.13 | 29.52 29.82
K7 | 2476 | 24.78 24.77 E7 | 31.39 | 31.38 31.38 O7 | 27.61 | 27.65 27.63
K8 | 24.99 | 24.99 24.90 E8 | 31.26 | 31.26 31.26 08 | 26.75 | 26.42 26.58
K9 | 23.98 | 23.10 23.54 E9 | 30.23 | 30.27 30.25 09 | 25.73 | 25.71 25.72
K10 | 23.96 | 24.22 24.09 E10 | 33.89 | 33.66 33.77 010 | 25.04 | 24.84 24.94
K11 | 24.96 | 24.99 24.02 E11 | 29.03 | 28.77 28.90 011 | 28.51 | 28.50 28.51
K12 | 24.90 | 24.08 24.99 E12 | 31.70 | 31.30 31.50 012 | 29.20 | 29.92 29.56
K13 | 24.88 | 24.99 24.10 E13 | 31.92 | 31.18 31.05 013 | 31.38 | 30.46 30.92
K14 | 23.58 | 23.53 23.50 E14 | 30.10 | 30.84 30.90 014 | 26.70 | 26.44 26.57
K15 | 24.00 | 24.90 24.07 E15 | 25.14 | 25.05 25.00 015 | 27.45 | 26.94 27.19
K16 | 24.49 | 24.20 24.30 016 | 27.42 | 27.50 27.46
K17 | 24.57 | 24.50 24.50 017 | 27.67 | 27.63 27.65
K18 | 24.00 | 24.92 24.14 018 | 23.19 | 23.36 23.27
K19 | 24.91 | 24.99 24.13

K20 | 24.96 | 24.99 24.02

K21 | 23.57 | 23.68 23.60

4.6. Ekspresyon degerlerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Yapilan ekspresyon calismalar1 sonucunda hasta ve kontrol gruplarmin U6

SnRNA, miR-204 ve miR-373 i¢in ortalama Ct degerleri ve standart sapma degerleri
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Tablo 4.7.’de verilmistir. Sonrasinda ortalama Ct degerlerinden Tablo 4.8.°de

verilen ortalama delta Ct degerleri hesaplanmuistir.

Tablo 4.7. U6 sSnRNA, miR-204 ve miR-373 i¢in ortalama Ct degerleri

Ortalama Ct degerleri Standard Sapma

Kontrol | Erken Orta | Kontrol | Erken Orta

Grup evre evre | Grup evre evre
U6 snRNA 20.84 24.74 21.49 | 1.542940 | 1.554326 | 1.634782
hsa-miR-204 21.52 28.30 26.90 | 2.238471 | 2.336613 | 2.036743
hsa-miR-373 24.85 30.65 28.13 | 1.118668 | 1.896381 | 2.386306

Tablo 4.8. U6 snRNA, miR-204 ve miR-373 i¢in ortalama Delta Ct degerleri

Ortalama Delta(Ct)

(Ct(Hasta grup) -

Ct(Kontrol grubu)) Standart sapma

Kontrol | Erken | Orta | Kontrol | Erken Orta

Grup evre | evre | Grup evre evre
U6 snRNA 0.00 0.00 |0.00 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
hsa-miR-204 0.68 3.56 |5.40 |1.959049 | 2.018526 | 1.867945
hsa-miR-373 4.01 591 |6.64 |1.504755 | 1.043574 | 1.289807

Gen ekspresyonlarinin ‘Kat degisimi’, gere¢ ve yontem kisminda anlatildigi

gibi 2744t (Livak) yontemiyle bulunan sonuglari gdstermektedir. Ekspresyon

diizeyleri Tablo 4.9.da verildigi gibi hsa-miR-204 i¢in erken evre AH grubunda

kontrol grubuna kiyasla 0.14 kat, orta evre AH grubunda ise 0.04 kat olarak

gozlenmistir. hsa-miR-373 i¢in ise erken evre AH grubunda kontrol grubuna kiyasla

0.27 kat, orta evre AH grubunda 0.16 kat olarak gézlenmistir. Sekil 4.19.’da miR-

204 ve miR-373 igin erken ve orta evre AH grubunda kontrol grubuna kiyasla ‘Kat

degisimi’ degerleri grafiksel olarak gdsterilmistir.

Tablo 4.9. miR-204 ve miR-373 igin kontrol grubuna kiyasla ‘Kat degisimi(2 24"y’

degerleri
‘Kat degisimi’ (27" (Kontrol grubuyla kiyaslandidinda)
Erken evre AH Orta evre AH
U6 snRNA 1.00 1.00
hsa-miR-204 0.14 0.04
hsa-miR-373 0.27 0.16

45




Kontrol grubu Erken evre AH Orta evre AH

Sekil 4.19. miR-204 ve miR-373 i¢in erken ve orta evre AH grubunda kontrol

grubuna kiyasla ‘Kat degisimi’ degerlerinin grafik gosterimleri

p degerleri, hasta ve kontrol gruplarindaki her bir miRNA’nin 244
degerlerine Student t testi uygulanarak bulunmustur. p<0.05 olan Glgiimler istatiksel

olarak anlamli kabul edilmistir. Tablo 4.10.’da p degerleri verilmistir.

Tablo 4.10. miR-204 ve miR-373 ekspresyon diizeylerinin erken ve orta evre AH
grubunda kontrol grubuna kiyasla p degerleri

p-degerleri (Kontrol grubu ile karsilastirildiginda)
Erken evre Orta evre
U6 snRNA N/A N/A
hsa-miR-204 0.000914 0.000077
hsa-miR-373 0.015349 0.006930

Her iki miRNA ig¢in orta evre grupta erken evre gruba gore ekspresyonlarin
daha da azaldig1 goriilmistiir. Bu azalma miR-204 i¢in erken evre ve orta evre grubu
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunurken (Sirasiyla p: 0.000914,
p: 0.000077) erken ve orta evre arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p degeri:0.131). miR-373 i¢in erken evre ve orta evre hasta grubu
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunurken (Sirasiyla p: 0.015349,
p: 0.006930), erken ve orta evre hasta grubu arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p degeri: 0.546).
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5. TARTISMA

Bugiine kadar yapilan c¢alismalar santral sinir sistemindeki MRNA,
kodlamayan RNA ve DNA tasiyan eksozomlarin hiicreler arasi iletisim, sinaptik
plastisite, antijen sunumu, noronlarin trofik destegi gibi bircok onemli gorevde yer
aldigim1  gostermistir (177, 178). SSS’deki fizyolojik rolleriyle tutarli olarak
eksozomlarin ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezine de katkida bulundugu
gbzlenmistir. Tasidiklart niikleik asit ve proteinler ile hiicre i¢ini diger viicut
stvilarina  goére daha 1iyi yansittiklarn  diisiiniildiigiinden son zamanlarda
norodejeneratif hastaliklarin patomekanizmasini aydinlatmak igin arastirmalarda sik
kullanilir hale gelmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar igeriklerindeki RNA miktarindan
kaynakli eksozomlarin ‘cell free’ RNA ¢alismalarina gore daha avantajli oldugunu
gostermistir (179). SSS hastaliklarini daha spesifik olarak yansitmak adina yiizey
belirteci olarak CD171 eksprese eden noron kokenli eksozomlar kullanilarak yapilan
bazi biyobelirteg ¢aligmalari mevcuttur. Kanda néron kokenli eksozomlarda bakilan
otolizozomal protein seviyelerinin Alzheimer hastalarinda kontrol gruba goére yiiksek
oldugu ve klinik baglangictan 6nce AH patomekanizmasini yansittigr gosterilmistir
(180). Walsh ve arkadaslar1 da noral derive plazma eksozomlarinda 6lgtiikleri miR-
212-3p seviyelerini Alzheimer hastalarinda kontrol grubuna gore daha diisiik
saptamustir (181).

Bu tez ¢alismasinda 15 erken ve 18 orta evre olarak degerlendirilen Alzheimer
hastast ve 21 kognitif yakinmasi olmayan kontrol bireyden alinan serum
orneklerinden oncelikle total eksozom izole edildi. Daha sonra CD171 yiizey
antijenine yonelik anti-CD171 (L1CAM) antikoru kullanilarak noron derive
eksozomlar ayiklandi. Noron kokenli eksozomlardan miRNA elde edilerek hasta ve
kontrol gruplarinda miR-204 ve miR-373 ekspresyonlart incelendi. Her iKi
miRNA’nin ekspresyonunun erken ve orta evre hasta grubunda kontrollere gore
diisiik oldugu goriildi. t-testi istatistifine gore hasta ve kontrol gruplarindaki bu
farkin anlamli oldugu saptandi. Ancak, erken ve orta evre hasta grubu arasindaki fark
miR-204 ve miR-373 i¢in istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

NLRP3 inflamazomunun aktivasyonunda yer alan P2X7R’nin postmortem

Alzheimer beyin dokularinda ekspresyonunun ve fonksiyonunun arttigi
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gosterilmistir(146). Osteoartritli hastalarda miR-373’tin P2X7R’nin 3’UTR’sine
baglanarak ekspresyonunu suprese ettigi ve bu hastalardaki inflamasyonu ve
kondrosit  proliferasyonunu  baskiladigi  gosterilmistir(152).  Sorensen  ve
arkadaglarinin Alzheimer’li hastalarin serebrospinal sivilarindan yaptigi miRNA
profil calismasinda miR-373 ekspresyonlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
degisiklik saptanmamistir(182). Simdiye kadar miR-373’iin AH ile iligskilendirildigi
bir ¢aligma bulunmamaktadir. Calismamizda hipotezimizle tutarli olarak erken ve
orta evre AH grubunda kontrol grubuna kiyasla miR-373 ekspresyon diizeyleri diisiik
bulundu. Alzheimer hastalarindaki diisik miR-373 diizeyi nedeniyle P2X7R’yi
baskilayamamis ve NLRP3 inflamazomunu aktive ederek ndroinflamasyona yol
agcmis ya da katki saglamis olabilir. Ileride yapilacak caligmalarla P2X7R
ekspresyonunun ayni hasta ve kontrol gruplarinda incelenmesi ve miR-373 verileri
ile karsilastirilmas1 bu mekanizmayi daha net olarak ortaya koyabilir.

Bugiine kadar yapilan diyabet ¢alismalarinda miR-204’tin TXNIP’a cevap
olarak artmasi, GLP-1R’nin 3’UTR’sini hedefleyerek downregiile etmesi gibi
literatiirdeki yaymlar yorumlandiginda Alzheimer hastalarinda kontrol grubuna
kiyasla miR-204’{in ekspresyonunda artis beklenmektedir. Literatiirde bu konuyla
ilgili ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Yukarida bahsedilen Solensen ve arkadaslarinin
caligmasinda MiR-204 ekspresyonlarinda da kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
degisiklik saptanmamistir(182). Ancak bizim sonuglarimizda her iki hasta grubunda
da kontrol grubuna kiyasla diisik miR-204 ekspresyonu goézlendi. Bu durum
miRNA’larin  ¢ok sayida tanimlanmamis hedef geninin olmasi ve kendi
ekspresyonlarini kontrol eden faktorlerin de heniiz tam olarak belirlenememis olmasi
ile agiklanabilir. Bununla birlikte buldugumuz sonucu destekler nitelikte C9orf72
(Chromosome 9 open reading frame 72), GRN (Granulin), MAPT (Microtubule-
associated protein tau) genlerinden birinde mutasyon tasiyan Semptomatik
frontotemporal demans (FTD) hasta grubunda yapilan bir ¢alismada, serebrospinal
stvidan ayristirilan eksozomlarda mutasyon tagimayan ve presemptomatik mutasyon
tasiyan gruba kiyasla miR-204 ekspresyon seviyelerinin diisiik oldugu gosterilmistir.
Ayni ¢alismada yaptiklar1 in siliko analizde apopitozis aktivatori HARAKIRI yi
kodlayan (183) HRK (HARAKIRI)’nin miR-204’iin hedef geni oldugu saptanmustir.

FTD ve AH’deki ortak ndrodejenerasyon mekanizmalari géz oniine alindiginda bu
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calismada AH grubundaki disik miR-204 diizeyleri HRK’y1 aktive ederek
apopitozis ve norodejenerasyona yol agmis olabilir. Bu bulgumuzu destekleyen son
zamanlarda yaymlanan baska bir c¢alismada, APP/PS1 mutant Alzheimer fare
modellerinin hipokampuslarinda miR-204 ekspresyon diizeyleri diisiik bulunmustur.
Ayni farelere yapilan miR-204’i asir1 eksprese eden lentiviriis inflizyonu sonrasi,
farelerdeki amiloid plak yiikiiniin azaldigt ve hafiza kayiplarimin hafifledigi
gosterilmistir (184). Sonuglarimizin yukarida bahsedilen ¢alismalarla uyumluluk
gostermesi, norodejeneratif hastaliklarin erken tanmi ve tedavisi i¢in biyobelirteg
belirlenmesinde yontemsel olarak noron kokenli eksozomlarin  kullaniminin
etkinligini gostermektedir.

miR-204 ve miR-373 ekspresyon diizeylerinin orta evre AH grubunda erken
evre AH grubuna gore daha disiik saptanmasi istatiksel olarak anlamli
bulunmamakla birlikte, bu durum hastalarda nérodejenerasyonun ilerledigi seklinde
yorumlanabilir. Ancak bu c¢ikarimin yapilabilmesi i¢in daha biiyiik 6rneklemle
calisilmasi gereklidir.

Literatiire bakildiginda son iki yil i¢inde ¢ikan transkriptom ya da miRNA
profilleme calismalarinda genellikle bir grup miRNA c¢alisilmis olup, calismamizin
konusu olan miR-204 ve miR-373 ekspresyon degisiklikleri Alzheimer hastalig1 ile
iliskilendirilmemistir. Calismamiz Segici olarak mir-204 ve miR-373 ekspresyon
diizeylerinin néron kdokenli serum eksozomlarinda arastirildigi ve diizeylerinin
kontrol grubuna gore Alzheimer hastalarinda farkli bulundugu ilk ¢aligma olmasi
acisindan onem tagimaktadir. Noron kokenli eksozomlarin kullanilmasinin AH gibi
santral sinir sistemi hastaliklarinin patofizyolojisini anlamada 6zglinliigli 6ngoriilse
de, elde edilen verilerin serumdan alinmis total eksozomlardan izole edilen
miRNA’larin ekspresyon oOlglimleriyle karsilagtirilmast sonucunda bu 06zglinliik
netlik kazanacaktir.

Calismanin transkriptom analizi diizeyinde yapilmasi ve miRNA’larin
ekspresyon profilinin, farkli evrelerdeki Alzheimer hastalari ve farkli yas
gruplarindaki saglikli goniilliillerde incelenmesi ideal olmakla birlikte maliyeti ¢ok
artirmaktadir. Bu nedenle bu ¢alisma bir 6n ¢alisma gibi tasarlanmistir. Daha sonra

yapilacak c¢alismalarda, dncelikle 6rneklem biiyiikliigiiniin genisletilmesi sonrasinda
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ise bu miRNA’larin hedef genlerini belirlemeye yonelik genis capli arastirmalarin
yapilmasi tarafimizca planlanmaktadir.

AH i¢in bugiin 6zgiin bir tedavi yoktur. Biyobelirte¢ bulmaya yonelik benzer
caligmalar, toplumda prevalansi giin gectikge artan hastalik i¢in hem erken tam
konabilmesi, hem de ileriye yonelik olarak tedavi hedeflerinin belirlenmesi igin yeni

umutlar saglayacaktir.
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6. SONUCLAR

1. Erken ve orta evre Alzheimer hasta gruplarindaki miR-204 ve miR-373
ortalama ekspresyon diizeyleri kontrol grup ile kiyaslanmiginda diisiik bulunmustur.
Ekspresyon diizeyleri miR-204 i¢in, erken evre AH grubunda kontrol grubuna
kiyasla 0.14 kat, orta evre AH grubunda ise 0.04 kat olarak gozlenirken, miR-373
icin ise, erken evre AH grubunda kontrol grubuna kiyasla 0.27 kat, orta evre AH
grubunda 0.16 kat olarak gozlenmistir. t-testi istatistigi ile kontrol grubuna kiyasla
erken ve orta evre AH grubunda goézlenen bu degerler istatistik olarak anlamli
bulunmustur.

2. Istatiksel olarak anlamlilig1 bu &rneklem biiyiikliigiinde gosterilememekle
birlikte, miR-204 ve miR-373 ekspresyonlarinin orta evre hasta grubunda erken evre
hasta grubuna gore daha diisiik bulunmasi, néroinflamasyonun siddetlenerek
norodejenerasyona yol agmis olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

3. Calismamizda hipotezimizle tutarli olarak miR-373 ekspresyon diizeyi AH
grubunda diisitk bulunmustur. Bu ¢alisma miR-373’tin AH ile iliskilendirildigi ilk
calisma olarak Onem tagimaktadir. Bu g¢alismanin devaminda miR-373’{in hedef
molekiillerinin  ¢alisilmasinin  patofizyolojiyi aciklamaya katki saglayacagi
ongortiilebilir.

4. miR-204’tin NLRP3 inflamazomundaki TXNIP tarafindan indiiklenmesi ve
GLP-1R tizerindeki baskilayicr etkileri diistiniildiigiinde; sonuglarimizda her iki hasta
grubunda da diisiik miR-204 ekspresyonun gozlenmesi hipotezimizle uyumsuzdur.
Bu durum, miR-204 ekspresyonunu diizenleyen ve miR-204’{in diizenledigi
faktorlerin heniiz tam olarak anlagilmamasina baglanmaistir.

5. Caligmamiz miR-204 ve miR-373 ekspresyonlarinin néron kokenli serum
eksozomlarinda bakildig1 bir calismadir. Tleride AH ile ilgili erken tan1 ve potansiyel
tedavi  hedefleri igin  biyobelirteg  belirlenmesinde bu  miRNA’larin
ekspresyonlarindaki diisiikliigiin bir 6n bilgi olusturacag: diisiiniilmektedir.

6. Periferik kandan elde edilen noron kokenli eksozomlarm, AH gibi SSS
hastaliklarinin  tanm1  ve tedavisi icin ileriye yonelik olarak kullanilabilme

potansiyelinin oldugu gosterildi.
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OZET

ALZHEIMER HASTALIGINDA NORON KOKENLI EKSOZOMLARDA
miR-373 ve miR-204 DUZEYLERININ BELIRLENMESI

Alzheimer hastaligt (AH) biligsel kapasitede bozulma ile karakterize; hafiza,
oryantasyon, dil ve akil yiiriitmenin etkilendigi kronik ve ilerleyici bir durumdur.
AH’nin etyopatogenezinde amiloid hipotez, kolinerjik hipotez, tau fosforilasyonu,
oksidatif stres ve kalsiyum homeostazisi gibi norobiyolojik mekanizmalar yer
almaktadir. Ayrica literatirde NLRP3 inflamazomundaki degisikliklerin de, AH’ nin
etyolojisinde ve progresyonunda rol oynadigi gésterilmistir.

AH’li  beyin dokularinda ekspresyonunun arttigi  gozlenen ve NLRP3
inflamazomunun aktivasyonunda rol oynayan P2X7R’nin osteoartritli hastalarda
miR-373 tarafindan baskilandigi gosterilmistir. Ote yandan AH’de yiiksek
ekspresyonu gozlenen baska bir NLRP3 inflamazom indiikleyicisi olan TXNIP’a
cevap olarak miR-204 diizeyinin arttig1 gériilmiistiir. Primer insan adaciklarinda ise
miR-204, GLP-IR’nin ekspresyonunu azaltmaktadir. miR-204’lin  invivo
delesyonunun GLP- 1R ve insiilin sekresyonunu artirarak diyabete karsi koruyucu
oldugu kesfedilmistir. AH ve diyabet arasindaki ortak patofizyolojik mekanizmalar
ve NLRP3 inflamazomu ile iliskili bildirilen bu degisikliklere dayanarak
calismamizda 15 erken evre, 18 orta evre Alzheimer hastas1 ve kognitif yakinmasi
bulunmayan 21 goniillii bireyde elde edilen noron kdkenli serum eksozomlarinda
miR-373 ve miR-204’lin ekspresyon diizeyleri incelenmistir.

Arastirma sonucunda erken ve orta evre AH grubunda kontrol gruba kiyasla miR-204
ve miR-373 ekspresyonunun azalmis oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar istatiksel
olarak anlamlidir. Daha genis ¢apl c¢alismalarla desteklenmesi ve hedeflerinin net
olarak belirlenmesi sonrasinda, miRNA’lardaki bu ekspresyon degisiklikleri AH i¢in

biyobelirte¢ olma potansiyeli tagimaktadir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, néron kokenli eksozom, miR-204, miR-
373, NLRP3 inflamazomu
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SUMMARY

DETERMINATION OF miR-373 and miR-204 LEVELS IN NEURONAL
EXOSOMES IN ALZHEIMER’S DISEASE

Alzheimer’s disease (AD) is a chronic, progressive condition characterized by
impaired cognitive functions such as memory, language, orientation, discernment.
Neurobiological mechanisms such as amyloid hypothesis, cholinergic hypothesis, tau
phosphorylation, oxidative stress and calcium homeostasis are included in the
etiopathogenesis of AD. In addition, it has been shown that changes in NLRP3
inflammasome play a role in the etiology and progression of AD in the literature.

It has been shown that P2X7R whose expression is increased in brain tissues with
AD and plays a role in the activation of NLRP3 inflammasome is suppressed by
miR-373 in patients with osteoarthritis. On the other hand, it was observed that the
miR-204 level increased in response to TXNIP, another NLRP3 inflammasome
inducer with high expression in AD. In primary human islets, miR-204 reduces the
expression of GLP-1R. It has been discovered that in vivo deletion of miR-204 is
protective against diabetes by increasing GLP-1R and insulin secretion. Based on the
common pathophysiological mechanisms between AD and diabetes and the reported
changes related to NLRP3 inflammasome, we thought that miR-373 and miR-204
might be altered in patients with AD. Accordingly, expression levels of miR-373 and
miR-204 were investigated in neuron-derived serum exosomes obtained in 15 early-
stage, 18 middle-stage Alzheimer's patients and 21 volunteer individuals without
cognitive findings in this study.

We showed that miR-204 and miR-373 expression were significantly decreased in
the early and middle stage AD group compared to the control group. These results
were statistically significant. We suggest that miR-204 and miR-373 are potential
biomarkers for AD. However large scale studies supporting these findings and

defining the targets of these miRNAs are needed.

Key words: Alzheimer disease, neuron derived exosome, miR-204, miR-373,

NLRP3 inflammasome
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