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OZET

ALZHEIMER HASTALIGINDA MIF -173 G>C (RS755622) VE -794 CAT Ts.s
(RS5844572) GEN VARYASYONLARININ ANALIZI

Demans, biitiin diinyada yaslanan niifus ve yasam beklentisinin artmasi ile
giderek yayginlasan bir hastaliktir. Yash popiilasyonda goriilen norodejeneratif
demanslarin en sik nedeni Alzheimer Hastaligi (AH)’dir. AH’de ortaya c¢ikan
norodejenerasyonun, hipoksi veya iskemi gibi, beyine yonelik bir saldiriya karsi immiin
veya inflamatuvar bir yanit oldugu bulunmustur. Makrofaj go¢ inhibe edici faktér (MIF)
bircok doku ve hiicrede monositler ve makrofajlar dahil bir ¢ok hiicre tarafindan
eksprese edilen proinflamatuar bir sitokindir. MIF sinyal bilesenleri tibbin gesitli
alanlarinda terapdtik miidahale icin uygun hedefler olarak kabul edilirmistir. Bu
calismada MIF promotor bolgesinin iki varyanti olan rs755622 (-173 G>C) ve rs584472
(-794 CATTsg) polimorfik bolgelerindeki degisimlerin AH ile olan olasi iliskisini
degerlendirdik. Calismaya, AH tanisi alan 170 hasta ve 87 saglikli kontrol 6rnegi dahil
ettik. MIF -173 G>C polimorfizmi i¢in Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu, -794
CATTs.g polimorfizmi i¢in ise Klasik Polimeraz Zincir Reaksiyonu kullandik. MIF
1s755622 polimorfizmi i¢in ii¢, rs5844572 polimorfizmi icin bes farkli genotip tespit
ettik. Genotip ve allelik dagilim agisindan her iki bélge i¢in hasta ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak bir farklilik bulunmad: (p>0,05). Fakat, ikili genotip ve
haplotip analizlerinde hasta ve kontrol grubunda anlamli farklar bulundu. 6/6-GG ikili
genotipi hasta grubunda anlamli derecede daha yiiksekti (p=0.026). 6/7-GG ve 5/5-GC
ikili genotipleri kontrol grubunda anlamli derecede daha yiiksek bulundu (sirasiyla
p=0,020 ve p=0,04). Sonuglarimiz, MIF genindeki polimorfizmlerin AH ile iligkili

olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, MIF, Polimorfizm, Sitokin, Otoimmiinite



ABSTRACT

ANALYSIS OF MIF -173 G>C (RS755622) AND -794 CAT Ts.g (RS5844572)
GENE VARIATIONS IN ALZHEIMER'S DISEASE

Dementia is a group of diseases that are becoming increasingly widespread all
over the world due to the aging population. The most common cause of
neurodegenerative dementia seen in the elderly population is Alzheimer’s Disease
(AD). Neurodegeneration in AD, such as hypoxia or ischemia, has been found to be an
immunological or inflammatory response to an attack on the brain. Macrophage
migration inhibitory factor (MIF) is a cytokine of proinflammatory found in many
tissues and cells, such as monocytes and macrophages. MIF associated with acute and
chronic inflammation, neoangiogenesis and cancer pathogenesis. In this study, the
possible association of changes in the polymorphic regions of the two variants of the
MIF promoter region, rs755622 (-173 G>C) and rs584472 (-794 CATTsg), with AD
was evaluated. We have investigated 170 patients diagnosed with AD and 87 healthy
control samples. The MIF rs755622 polymorphism was investigated by Real_Time PCR
method, and rs 5844572 polymorphism by PCR method. Three genotypes for MIF
rs755622 polymorphism, and five for rs5844572 polymorphism, were identified. There
were no statistical difference between the patient and control groups for both studied
regions (p>0,05). But, we have found significant differences between the patient and
control group in the binary genotype and haplotype studies. The 6/6-GG binary genoype
was significantly higher in the patient group (p = 0,026). The 6/7-GG and 5/5-GC
binary genotypes were significantly higher in the control group (p = 0,020 and p = 0,04,
respectively). Our results have shown that polymorphisms in the MIF gene may be

associated with AD.

Key Words: Alzheimer, MIF, Polymorphism, Cytokine, Autoimmiinity
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KISALTMALAR ve SIMGELER LiSTESI

Kisaltmalar

AAH: Ailesel Alzheimer Hastalig1

ADRDA: Alzheimer hastalig1 ve Iliskili

Bozukluklar Dernegi

AH: Alzheimer

AP-1: Aktive edici protein

APC: Antijen sunan hiicreler
APOE: Apolipoproteni E

APP: Amloid prekiirsor protein
AB: Amiloid beta

BACE: Beta — bolgesi APP béliicii
BBB: Kan Beyin Bariyeri

BOS: Beyin omurilik s1visi

BT: BilgisayarliTomografi,

CAA: Serebral Amiloid Anjiopati
c-Jun: Jun onkogen

DSM: Tanisal ve Sayimsal El Kitab1

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

EBAH: Erken baslangi¢li Alzheimer

EDTA: Etilendiamin Tetra Asetik Asit

GIF: Glikozilasyon — inhibe edici
faktor

GM- CSF: Granuloz makrofaj
uyarici faktor

IL: Interlokin

MAP: Mikrotiibiil Asosiye Protein
MIF: Makrofaj Inhibitor Faktor
MR: Manyetik Rezonans

MS: Multiple Skleroz

MSS: Merkezi Sinir Sistemi

NFQ: Non- floresan sondiiriicii
NFY': Norofibriler Yumak

NINCDS: Ulusal Alzheimer ve
Inme Enstitiisii

PHF: Cift helikal filament

PS 1 ve 2: Presenilin 1 ve 2

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
gPZR: Real-Time PZR

RA: Romatoid Artrit

SNP: Tek Niikleotit Polimorfizmi

SP: Senil plak



FAD: Ailesel AH

FTD: Frontotemporal demans

Xi



Simgeler

b¢: Baz Cifti

°C: Santigrat Derece

gr: Gram

HCL: Hidrojen Kloriir
kb: Kilo Baz

kDa: Kilo Dalton

ng: Mikrogram

mg: Miligram

MgCl;,: Magnezyum Kloriir
ml: Mililitre

ul : Mikrolitre

mM: Milimolar

NaOH: Sodyum Hidroksit
rpm: Dakikadaki Devir
sn: Saniye

U: Unite

V: Volt



1.GIRIS ve AMAC

Alzheimer hastaligi (AH), beyin islevlerinde belirgin bozulmaya yol agan, 6n
planda unutkanligin oldugu ancak zaman ic¢inde belirgin davranig bozukluklar1 ve
fiziksel kisithiliklarin eslik ettigi norodejeneratif bir hastalik olup, demansin en sik
goriilen nedenidir (TPD, 2014). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore giiniimiizde
47,5 milyon kisi demans tanisi almakla birlikte, her yil 7,7 milyon yeni vaka
kaydedilmektedir. Demans vakalarimin yaklasik olarak % 60-70’i AH’ye bagli olarak
ortaya ¢ikmaktadir (WHO, 2015).

Epidemiyolojik calismalara gore AH ¢evresel ve genetik faktorlerin etkili oldugu
genetik bir hastaliktir (Nazliel, 1999; Mutter ve ark., 2004; De-Paula ve ark., 2012).
Otozomal dominant geg¢isin mevcut oldugunu gosteren olgularin bulunmasi AH
etiyolojisinde genetik faktorlerin etkisini ortaya koymustur (Nazliel, 1999). Bununla
birlikte ileri yas, cinsiyet, ailede AH oykiisii bulunmasi AH’de rol aldig1 diisiiniilen

cevresel faktorlerden birkagidir (Calapoglu ve Calapoglu, 2009).

AH’de ortaya cikan ndrodejenerasyonun, hipoksi veya iskemi gibi, beyine
yonelik bir saldirtya kars1 immiin veya inflamatuvar bir yanit oldugu diistiniilmektedir.
AH, beyindeki dejenerasyona bagli olarak sitokin denen ve bedenin savunma
diizeneklerini uyaran proteinlerde hizli bir artisa sebep olmaktadir (Clarkson ve

Sutherland, 2005).

MIF (Macrophage migration inhibitory factor- Makrofaj gocii 6nleme faktorii)
dogal ve kazanilmis bagisiklik tepkilerinin inflamatuvar mediatorii olan ve lenfositler
tarafindan salgilanan bir sitokindir (Calandra ve ark., 1994; Sontas ve ark., 2001,
Aeberli, Leech ve Morand, 2006). MIF proinflamatuvar fonksiyonlarinin yaninda
enfeksiyon ve inflamasyon bolgelerinde ihtiyag duyulan l6kositlerin o bdolgeye
yonlenmesini saglar. MIF bu fonksiyonlar1 sebebiyle ateroskleroz, otoimmiin, kanser ve

metabolik hastaliklarda 6nemli bir rol oynar (Zhao ve Yao, 2014).



Literatiir taramasi sonucunda MIF ve AH arasinda yapilan galismalarin az
oldugu, bu durumun farkli etnik kdkene sahip bireylerde arastirilmadigi gozlendi.
Ayrica MIF’e ait -794 CATTs.g polimorfizmi ile AH arasinda olasi iliskiyi arastiran bir
¢alismanin bulunmadig: saptandi. Yapacagimiz ¢alisma ile Tiirk toplumunda MIF geni -
173 G>C (rs755622) ve -794 CATTsg (rs5844572) varyasyonlarin AH ile olasi

iligkisinin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. AH Tanim ve Tarihgesi

AH, beyin sinir hiicrelerine veya noronlara saldiran, biligsel islev
yetersizliklerinin meydana geldigi (bellek kaybi), diisiince, dil becerileri, ruh ve
davranis degisiklikleri ile sonuglanan ilerleyici, progresif nérodejeneratif bir hastaliktir

(http://www.alzfdn.org/AboutAlzheimers/definition.html; Ozkay ve ark., 2011).
AH farkli molekiiler genetik birlikteliklerine gére 5 ayr1 grupta incelenir;

1. Sporadik ge¢ baslangi¢gli AH (en yaygin),

2. Ailesel geg baslangicli AH (az yaygin),

3. Ailesel erken baslangicli AH (nadir),

4. Down sendromu ile birlikte olan AH,

5. Diger dejeneratif hastaliklarla birlikte olan AH (Sezer ve Memis., 2001).

Bir klinik psikiyatrist ve noroanatomi uzmani olan Alois Alzheimer, 1906
yilinda Tubingen'deki 37. Giiney Bati Alman Psikiyatristleri Toplantisinda ilk defa
"serebral korteksin kendine 6zgii siddetli bir hastalik siireci" olarak tanimladigi AH’den
bahsetti ve 50 yasindaki bir kadimi tanimladi (Hippius ve Neundorfer, 2003). Alois
Alzheimer’in ilk hastasinda kocasi ile ilgili asir1 kiskanghk belirtileri gozlenmekteydi
(Eker, 2008). 5 yil boyunca oliimiine kadar paranoya, ilerleyici uyku ve hafiza
bozuklugu, saldirganlik ve karisikliga olan ilgisini izledi. Oliimiinden sonra yapilan
otopsi raporunda beyin histolojisinde belirgin plaklar ve ndrofibriler yumaklar
gbzlemlendi. Alzheimer, 1909'da {i¢ vaka daha yayinladi ve 1911'de yeniden psikolojik
muayene olan "plakali" bir varyasyon yayinladi. Alzheimer, Breslau'daki psikiyatri

baskanligini kazanmasinin hemen ardindan 51 yasinda, 1915'te 6ldii (Hippius ve


http://www.alzfdn.org/AboutAlzheimers/definition.html

Neundorfer, 2003). Dr. Alois Alzheimer’in verilerine dayanarak hastaliga “Alzheimer”

adini klinik sefi Dr. Emil Kraepelin verdi (Eker, 2008).

2.2. AH Epidemiyolojisi

Norodejeneratif demanslarin en sik nedeni AH olmakla birlikte tiim demans
hastalarmin %75’inden sorumludur (Decker ve Muifoz-Torrero, 2016). AH, diinyada
20-30 milyon kisiyi etkileyen, gelismis iilkelerde kalp problemleri, kanser ve inmeden
sonra O0liime neden olan hastaliklar arasinda dordiincii siradadir (Adlard ve ark., 2005;
Eker, 2008). Genel olarak AH’nin prevalansi 65 yas st kisilerde %3-5 iken 85 yas
tistli kisilerde %50°dir (Coon ve ark., 2007; Rege, 2014). Diinyada gelismis tlkelerde
65 yas ve Ustli 146 milyon kisinin bulundugu tahmin edilmektedir ve bu yas grubunun
2030 yilinda 1,4 milyar civarinda olacag diisiiniilmektedir. DSO’niin tahminlerine gore,
Tiirkiye’ nin yiizyilin ilk yarisinda toplam niifusu artmaya devam edecek ve 2050 yilina
kadar 103 milyonu asacaktir. Tiirkiye niifusunun %4,5'ini 1997 yilinda 65 yas tistii
bireyler olustururken, bu oran 2050 yilinda %20,2'ye kadar yiikselecektir. Bu
biiylimeden o6tiirti demans ve hafif kognitif bozukluk sayisi artacaktir (Sekil 2.1.).
Goriilen demans vakalarinin da %50-70'i AH vakalaridir ve AH siklig1 her bes yilda bir
iki katina ¢ikmaktadir (Ertekin ve ark., 2015).
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Sekil 2.1. Tiirkiye’de yaslanmanin demografisi (Giinsoy ve Tekeli, 2015)

Amerika Birlesik Devletlerin'de (ABD) 1997°de AH olan kisi sayisi 2,32 milyon
iken, bu say1 2013 yilinda 5,2 milyona ¢ikmistir ve 2050 yilina kadar 8,64 milyona


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rege%20SD%5Bauth%5D

ulagsmasi beklenmektedir (Sekil 2.2.), (Alzheimer’s Disease Facts and Figures., 2013;
Polat ve Kumral, 2010). AH’nin tedavisine yonelik yontemler bulunmadikga, kisi ve
ailenin yasam kalitesi olumsuz etkilenmekle birlikte diinya ¢apinda 6nemli bir saglik ve
ekonomik sorun olusturmaktadir (Polat ve Kumral, 2010; Decker ve Mufoz-Torrero,
2016).
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Sekil 2.2. 2010 yilindan 2050 yilina kadar Birlesik Devletlerde bulunan tahmini AH
insan sayisi (https://www.tkhk.gov.tr)

2.3. AH’de Tanisal Yontemler

1983 sonbaharinda Ulusal AH ve Inme Enstitiisii (NINCDS) ve AH ve Iliskili
Bozukluklar Dernegi (ADRDA) tarafindan kriterlerin olusturulmas: ve AH’nin klinik
tanilariin tanimlanmasi i¢in bir grup toplandi. Grup, tibbi ge¢misi, klinik muayene,
noropsikolojik test ve laboratuvar degerlendirmeleri konularini ele almig ve daha sonra
Temmuz 1984'te yayinlanan bir rapor tretmistir. Siklikla NINCDS-ADRDA (National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association) kriterleri olarak adlandirilan bu rapordaki
kriterler oldukga basarili olmustur. Bu tami kriterleri 27 yili askin bir siiredir

kullanilmaktadir. Bu kriterler muhtemel AH tanis1 i¢in giivenilir olmustur ve bir


https://www.tkhk.gov.tr/

diizineden fazla klinik patolojik calismada % 81 duyarlilik ve % 70 Ozgiillik
goriilmiistiir (McKhann ve ark., 2011). Bir diger 6l¢iit ise AH igin pratik bir referans
noktas1 saglayan Teshis ve Istatistiksel El Kitab1 (Diagnostic and Statistical Manual)
(DSM)’dir. Alzheimer tipi demans i¢in DSM kriterleri; afazi, apraksi, agnozi veya
yiiriitiicli islev bozuklugu gibi bir veya daha fazla bilissel alanin bozulmasina eslik eden
hafiza bozuklugunun gelisimini igerir. Kognitif bozukluklar, kademeli olup, islevsel
becerileri bozacak derecede ciddidir ve diger ndrolojik veya psikiyatrik bozukluklar
tarafindan hesaplanamaz. Amerikan Noroloji Akademisi uygulama parametresi bu
kriterlerin giivenilir oldugunu bulmustur. Bu &lgiitlerden faydalanilarak yaslanma igin
normal olanin &tesinde hafiza bozuklugu, dikkat, dil, gorsel mekansal beceriler veya
problem ¢ozme gibi en az bir diger biligsel alanin bozulup bozulmadigi
degerlendirilebilir ve hekim tarafindan AH tanisi konulabilir. Amerikan Noroloji
Akademisi uygulama parametresi, subdural hematom, neoplazma ve inme gibi
potansiyel olarak tedavi edilebilen yapisal lezyonlar1 hari¢ tutmak i¢in baslangi¢ olarak
AH degerlendirmesinde ¢ogu durumda bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik
rezonans (MR) yapilmasini Onermektedir. Bunlar disinda SPECT-PET (tek foton
emisyon tomografi- pozitron emisyon tomografi), AH tanisinda yararli bir yardimci
olabilabilecegi ve AH'yi frontotemporal demans ile ayirt etmede kullanilabilecegi
soylenmektedir (Kelley ve Petersen, 2007).

2.4.AH’nin Klinik Belirtileri

AH, baslangici sinsi olan bir hastalik olmakla birlikte baslangi¢ belirtilerinin
farkedilemedigi ve biligsel islevlerdeki azalmanin yavas yavas gelistigi bir hastaliktir
(Ozbakir ve Aydin, 1999). Alzheimer, insanlar1 farkli sekillerde etkiler, fakat en ¢ok
rastlanan semptom yeni bilgilerin hatirlanmasi1 kabiliyetinin giderek kotiilesmeye
baslamasidir (Alzheimer’s disease facts and figures, 2012). Hastalik erken (baslangig),
orta ve gec evrelere ayrilir (Sahin, 2009). AH’nin hafif evresinde, hastalar ilk 6nce kisa
stireli belleklerini kaybeder. Son yillardaki olaylar1 unutmak egiliminde iken, yillar 6nce

yasanan olaylar1 hala hatirlarlar. Basit hesaplama ve giinliik organizasyon giderek



zorlasmaktadir. Sosyal faaliyetler igin giderek pasif hale gelirler ve bazilar1 depresyon
ve kaygi gelistirme egilimindedir (Sun ve Zhang, 2011). Sorunlar1 planlama veya
¢ozmede zorluklar yasamaya baglar, 6nemli tarihleri veya olaylar1 unutur veya ayni
bilgiyi defalarca tekrarlarlar. Aile i¢i gorevlerde, evde, egitimde, iste dikkat eksiklikleri
ve zorlanmalar baslar (Alzheimer’s disease facts and figures, 2012; Alzheimer’s disease
facts and figures 2016). Bu asamada, hastalarin ¢ogu hala normal giinliik aktivitelerini
sirdiirebilir durumdadirlar (Sun ve Zhang, 2011). Hastalar bu evrede kismen
bagimsizdirlar (Sahin, 2009). Hafif evre genellikle 2-3 yil siirer (Sun ve Zhang, 2011).
Erken dénem bulgular1 ¢ok belirgin olmamakla birlikte aile bireyleri tarafindan da

farkedilmesi giictiir (Alzheimer’s disease facts and figures, 2016).

Semptomlarin hafif ile orta siddetli arasinda ilerleme hizi insandan insana
farklilik gosterir. Hastalik ilerledikce, biligsel ve islevsel yetenekler azalmakta,
konusma ve yazma bozukluklari, gorsel-uzamsal islev bozukluklari gibi degisiklikler de
ortaya ¢ikmaktadir (Alzheimer’s disease facts and figures, 2016). ileri asamalarda,
insanlar giinliik yasamin temel aktivitelerine, 6rnegin banyo yapmak, giyinmek, yemek
yemek ve tuvaleti kullanmak gibi konularda yardima ihtiya¢ duymaya baslarlar, iletisim
yeteneklerini kaybederler, sevdiklerini tanimakta basarisiz olurlar ve yataga bagimli
olarak 24 saat bakima ihtiya¢ duyarlar (Alzheimer’s disease facts and figures, 2016).
Hastaligin ortalama yasam siiresi tan1 konulduktan sonra 8,1 (5-20) yildir (Selekler,
2010). En ¢ok karsilagilan 6liim nedenleri pndmonidir (Alzheimer’s disease facts and
figures, 2016 ).

2.5. AH’nin Patolojisi

Hastaligin patogenezinde rol oynayan faktorleri agikliga kavusturmak i¢in AP
hipotezi, tau hipotezi, B-kolinerjik hipotez ve ndroinflamasyon hipotezi gibi birkag
hipotez One siiriilmistiir (Honarvar, 2016). Kronik ve ilerleyici ndrodejeneratif
bozukluklar, motor, duyu veya biligsel sistemlerde segici ve simetrik ndron kaybiyla
karakterizedir. Tim norodejeneratif bozukluklarin en yaygin o6zelligi, misfolding,
agrega veya ubikitinasyona ugramis proteinlerin intra veya ekstraseliiler birikimiyle

olusan beyin lezyonlarinin ortaya ¢ikmasidir. AH, Parkinson ve Hungtinton gibi bazi



norodejeneratif hastaliklarla iliskili proteinlerde, sirasiyla, tau/B-amiloid (AB), o-
siniiklein ve huntingtin gibi, birikimler gériilmistiir (Chaudhuri ve Paul, 2006).

AH’nin makroskopik patoloji bulgulari, 6zellikle korteks ve hipokampusta
diffiiz atrofidir (Sekil 2.3.), (Selekler, 1998). AH, frontal lob ve temporal lob, entorhinal
korteks ve hipokampusu da i¢eren neokorteksteki noronlar1 etkiler. Kolinerjik néronlar
gibi limbik alanlar ve amigdala'daki noronlar, talamusun 6n ¢ekirdegi, raphe ve lokus
coeruleus da etkilenir. Beyinde etkilenen ilk alanin entorinal korteks oldugu ve daha
sonra ndrodejenerasyonun hipokampus ve korteksi etkiledigi diistiniilmektedir (Sun ve
Zang, 2011). Histolojik olarak ise anormal fosforile tau proteini ile beta amiloid peptid
cokelmesi ve hiicre i¢i yerlesimli norofibriller yumaklar ile hiicre dis1 yerlesimli senil
plaklar, graniilovakuolar dejenerasyon, sinaptik kayip ve Meynert'in bazal niikleusu,
hipokampus, asosiasyon korteksinde kolinerjik hiicre kaybi, patoloji bulgularini

olusturur (Selekler 1998; Yerer ve ark., 2012; Nussbaum ve ark., 2013).
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Sekil2.3.Saglikli bir beyin (solda) ve Alzheimer'in (sagdaki) son sathalarinda genis bir
atrofi bulunan bir beyin kesiti

(http://thebrain.mcgill.ca/flash/d/d_08/d_08_cr/d_08 cr_alz/d_08 cr_alz.html9)


http://thebrain.mcgill.ca/flash/d/d_08/d_08_cr/d_08_cr_alz/d_08_cr_alz.html9

Senil plaklar, yasli bireylerin ve Alzheimer hastalarmin beyinlerinde bulunan en
belirgin noropatolojik degisiklikler arasindadir. Senil plaklarin tiim alt tipleri, amiloid
beta proteini ad1 verilen birgok yerde bulunan proteinlerden olusur. Molekiiler klonlama
caligmalar1 amiloid proteininin daha biiyiik bir prekiirsor proteinden (amiloid Oncii
protein, APP) tiiretildigini goOstermistir. Amiloid Oncii protein en az ii¢ izoformda
bulunur. Bunlar alternatif olarak, kromozom 21'deki tek bir genin kopyalanan
transkriptleridir. Klasik senil plak, distrofik nevritik siirecler ve glial hiicrelerle
¢evrelenmis merkezi bir amiloid ¢ekirdegi igeren kompleks bir lezyondur (Sekil 2.4.),

(Pappolla ve ark., 1992).

Sekil 2.4. Senil plaklar (Miklossy, 2016) (A)Enfekte olmus keneden yetistirilen referans sus
B31'in saf B. burgdorferi biyofilmlerinin karanlik alan mikroskobu goriintiileri, (B) Teyit
edilmis kronik Lyme ndroborreliozu olan bir AH hastasinin beyninden yetistirilen ADB1 susu,
(C) ADB2 susunun Saf B. burgdorferi biyofilmi spiroketlerin saptanmasi i¢cin Warthin ve Starry
silver teknigi ile renklendirilmistir. (D) Pozitif immiinreaktivasyon sergileyen anti-OSpA
monoklonal antikor ile immiino-reklendirme yapilmis ADB2 susunun Saf B. burgdorferi
biyofilmi. (E) In vitro ortamda ADB2 susunun B. burgdorferi biyofilminin yesil tioflavin S
floresan ile olusturulmus sekli. (F) Bir AH hastasinin 6n korteksindeki bir yashlik plakasinin
thioflavin S floresansi ile gosterimi. (G) In vitro olarak olusturulmus B. burgdorferi biyofilm
(sus B31) immiino-baskilayicti APP. (H) ADBI1 susunun in vitro ortamda B. burgdorferi
biyofilmi, pozitif bir A immiino-reaksiyon sergilemektedir)
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AH beyinlerinde, senil plaklarin yani sira, bir bagka carpict patolojik 6zellik
hiicre i¢i yerlesimli norofibriler yamaklardir (NFY) (Sekil 2.5.), (Sun ve Zang, 2011).
Norofibriler yumaklar, nérodejeneratif hastaliklari olan hastalarin beyinlerinde en sik
rastlanan intrandronal inkiibasyondur ve nodronal Olimii ve kognitif defisitleri
yonlendirmeyle iliskilendirilmistir (Cruz ve ark., 2005). Norofibriler yumaklar ilk kez
Alois Alzheimer tarafindan 6zgilin otopsi olgusunda piramidal noronlarin perikaryal
bolgesindeki intrandronal filamentéz inkliizyonlar olarak tanimlanmigtir. Cruz ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmaya gore, insanlarda ve farelerde, néron kaybi, beyin
disfonksiyonu ve NFY’ler arasindaki iliski, NFY’lerin degismez bir sekilde beyin islev

bozukluguna ve norodejenerasyona neden oldugu yoniindedir (Cruz ve ark., 2005).

Sekil 2.5.NFY’ler (http://library.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS094.html)
(http://library.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS097.html)

AH’de, bireylerin beyinlerindeki baslica néropatolojik bulgulardan bir digeri de
hem neokorteks hem de hipokampusta sinaptik temaslarin kaybedilmesidir (Scheff ve
ark., 2006). Noritik plaklarda, olusmus amiloidin veya ¢oziiniir beta peptidin toksik
etkilerinden kaynaklanabilen ciddi sinaps kaybi vardir. Fakat plaklar korteks hacminin
sadece % 5 ila % 10'unu kaplar, bu nedenle plaklar ve bunlarin fibriler amiloidleri,
kayip terminallerin yalnizca kiigiik bir kismini olusturur. Bu sinaptik azalma, elektron
mikroskobik konfigiirasyon ile goriilemeyecek kadar amiloid fibriller arasma ve

neokortikal néropiller boyunca esit olarak dagilir (Robert ve Terry, 2000).


http://library.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS097.html
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2.6. AH I¢in Risk Faktorleri

AH’nin nedenleri bugiine kadar net bir sekilde aydinlatilamamistir. AH'nin
genetik anormalliklerden kaynaklanan vakalari hari¢ olmak iizere, uzmanlar AH'nin
diger yaygin kronik hastaliklar gibi tek bir nedenden ziyade birden ¢ok faktdriin sonucu
olarak gelistigine inanmaktadirlar (Alzheimer’s Disease Facts and Figures, 2016). AH
gelisiminde g¢evresel ve genetik faktorler etkilidir (Almeida ve Shimokomaki, 1997).
AH gelisiminde belirtilen kesin risk faktorii ileri yas olmakla birlikte (Ozkay ve ark.,
2011), ozellikle erken baslangigli AH durumunda aile Oykiisii ve g¢esitli genetik
faktorlerin  (ApoE (Apolipoprotein E) €4 aleline sahip olmasi, APP genindeki
mutasyonlar vb) temel olarak etkili oldugu bilinmektedir (Almeida ve Shimokomaki,

1997). Sekil 2.6.’da AH ve demans igin risk faktorleri gosterilmistir.

APOE ve
diger genler
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Sekil 2.6. AH ve Demans i¢in Risk Faktorleri (Sindi ve ark., 2015)

2.6.1.Cevresel Risk Faktorleri
2.6.1.1. Yas

AH hakkinda yogun ¢aligmalar olmasina ragmen, AH patogenezinde énemli rol
olabilecek erken evre klinik 6ncesi olaylar ve/veya mekanizmalar hakkinda ¢ok az bilgi
bilinmektedir. AH olgularin ¢ogu dogada sporadik olmakla birlikte, ileri yas AH i¢in en

iyi bilinen risk faktoriidiir, fakat yaslanmanin normal bir parcasi degildir (Sekil 2.7.),
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(Alzheimer’s Disease Facts and Figures, 2012; Cortese ve Burger, 2016). AH’lerin ¢ogu
65 veya lstii yaslarda teshis edilir fakat nadir olmakla birlikte daha erken yaslarda da
teshis konulabilir (Alzheimer’s Disease Facts and Figures, 2015).Yapilan ¢alismalarda
beynin yapisal ve islevsel 6zelliklerinde hastaligin baslangi¢ yasina gore farkli bulgular
tespit edilmistir. 65 yasindan Once baslayan erken baslangicli AH’da dil problemleri,
afazi, apraksi ve agnosia, gorsel uzlamsal disfonksiyon ve yiiriitiicii islev bozuklugu gibi
fokal kortikal belirtilerin ge¢ baslangicli AH’a gore daha sik ve klinik olarak daha
agresif oldugu bilinmektedir (Kim ve ark., 2005; Kim ve ark., 2016). Fakat, prevalans
ve demans insidansi lizerine yapilan c¢alismalarin ¢ogu 65 yasin tizerindeki bireylerde
(ge¢ baslangigli AH), odaklanma ve hafiza fonksiyonlarinda daha baskin bozulmalar
gozlendigi ve bozulma sikliginin yasla birlikte iki katina ¢iktig1 rapor edilmektedir (Kim
ve ark., 2005; Flier ve ark., 2011).
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Sekil 2.7.Yas ve AH (gen¢ mikroglia gri, yaslanma sirasindaki pro-inflamatuar fenotip
(turuncu) ve AH (kirmizi) (Udeochu ve ark., 2016)

2.6.1.2. Cinsiyet

AH, kadnlarda erkeklerden daha fazla goriilmektedir (Ertekin ve ark., 2015).
Amerikadaki 5 milyon AH hastasinin 3,2 milyonu kadin ve 1,8 milyonu ise erkektir.
AH ve diger demanslara sahip yasli kadinlar arasindan biiyiik bir kismi, erkeklerden
ortalama olarak daha fazla yasamaktadir (Alzheimer’s Disease Facts and Figures,
2013). 2013 yilinda yayinlanan Alzheimer’s Disease Facts and Figures’e gore yasa 6zgii
bircok insidans c¢alismasi, AH ya da herhangi bir demans tiirlinde, cinsiyete gore
anlamli bir fark saptamamistir. Buna gore kadinlarin erkeklerden daha fazla AH

gelistirmesi olas1 degildir (Alzheimer’s Disease Facts and Figures, 2013). 2016 yilinda


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cortese%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27544872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Burger%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27544872
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Pike yaptig1 bir calismada cinsiyet ve AH arasindaki iliskide cinsiyet steroid
hormonlarin katkilarini vurgular. Kadinlarda, dstrojen tiretimini azaltan olaylar genelde
artan AH riski ile iliskiliyken, menopoz zamanina yakin olarak uygulanan Gstrojen
esasli hormon tedavisinin, AH riskini azaltabilecegi diisiiniilmektedir. Erkekler
arasinda, Ostrojen yasa bagli bir azalma gdstermez ve AH riskiyle 6nemli 6l¢tide iliskili
degildir. Daha ziyade, yasa bagli testosteronun plazmada ve beyninde tiikkenmesi AH'ye
kars1 daha fazla savunmasizliga sebep olur. Hem Ostrojen hem de androjenler, yetiskin
beyninde noral islevleri ve resilasyonu artiran ve AH ile iliskili ndropatolojiyi ¢ok yonlii
zayiflatan sayisiz koruyucu eylem uygularlar. Yaslanma, cinsiyet hormonlarinin
cinsiyet Ozelliklerine etkisini azaltir ve yaslanma ile AH arasindaki iligkiye katkida
bulundugu hipotezi ileri siiriiliir. Cinsiyet steroid hormonlari, beyindeki gelisimsel
cinsel farklilasma sirasinda, organizasyonel etkileriyle AH'deki cinsiyet farkliliklarini
ayni anda algilayabilir. Ozellikle, erken gelisme sirasindaki cinsel hormon eylemleri,
kadin beyninin ilerlemis yasta AH gelisimine karsi savunmasiz olmasina yol agabilir.
Cinsiyet steroidlerinin organizasyonel ve aktivasyon etkilerinin kombine etkileri, AH
patogenezinde belirgin cinsiyet farkliliklarma yol agmaktadir goriisii ortaya atilmistir
(Pike, 2017).

2.6.1.3. Diger Cevresel Risk Faktorleri

AH'in karmagik bir etiyolojisi vardir. Gegtigimiz yillardaki arastirmalar, AH
riskini artirabilecek veya azaltabilecek pek ¢ok varsayimsal ¢evresel faktore
odaklanmistir. Bunlar sigara kullanimi, dogum anisi, kafa travmasi, tiroid hastaligi, anti-
inflamatuvar ilaglar, 6strojen replasman tedavisi, alkol, mesleki maruziyet, aliiminyum,
egitim ve diyetdir (Sleegers ve Duijn, 2001). Baz1 galismalarda, ileri anne yasi ve
depresyon Oykiisiiniin de AH risk faktorleri arasinda yer aldigi diisiiniilse de, bunlarin
AH ile iliskileri tartismalidir (Selekler ve Topcuoglu, 1998). Sadece yas ve genetik
yatkinlik arttik¢a hastalikla korelasyon vardir (Sleegers ve Duijn, 2001).
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2.6.2.Genetik Risk Fakeorleri

2.6.2.1. Genetik Yatkinlik (Aile Oykiisii)

AH’nin gelisiminde 6nemli etken genetik yatkinliktir (Ozkay ve ark., 2011).
Aile &ykiisii yastan sonraki en giiclii risk faktoriidiir (Tanzi, 2012). Ikizler iizerinde
yapilan calismalarda, hastalifin olusumunda genetik faktorlerin %80 oraninda risk
olusturdugu saptanmistir (Coon ve ark., 2007). Alzheimer'li bir ebeveyn, erkek kardes
veya kiz kardesi olan kisilerin hastaliga yakalanma riski, birinci derece akrabalarinda
AH olmayanlara oranla daha fazla olmaktadir. Birinci dereceden birden fazla AH
hastas1 akrabaya sahip olanlar daha da yiiksek risk altindadir. Hastaliklar ve aile
iligkisinde, kalitim (genetik), ortak ¢evre ve yasam bicimi faktorleri veya her ikisi de rol

oynayabilir (Alzheimer’s Disease Facts and Figures, 2016).

2.6.2.2. AH Genetigi
AH’nin genetigi karmagiktir ve tam olarak anlagilamamistir (Schellenberg,

1995). 100 den fazla mutasyonun etkili oldugu diisiiniilse de erken baslangiclt AHda {i¢
gen iizerinde yogunlasilmaktadir (Tanzi ve Bertram, 2001). Bu mutasyonlarin ¢ogu,
kalitim Oriintiisliniin otozomal dominant oldugu ve Mendel kurallarini takip ettigi ailesel
EBAH (erken baslangicli AH) ile iliskilidir (Bagyinszky ve ark., 2016). Daha yaygin
olarak goriilen ge¢ baslangigli AH ise apolipoprotein E (APOE) genindeki polimorfizm
artist ile iliskilendirilmistir. Ancak, genetik faktorlerin tespit edilmesi i¢in yapilan
caligmalara gore dort gen varyasyonunun AH genetiginde % 30 kadar etkisinin oldugu
ve hastaligin olugsmasinda daha bir¢ok genetik faktoriin etkili oldugu yoniindedir (Tanzi
ve Bertram, 2001). AH’nin c¢ogu sporadik olarak goriliir. Linkaj caligmalar1 AH
otozomal dominant gecisinden sorumlu oldugu diisiiniilen 3 gen gostermektedir: 21.
kromozomdaki amiloid prekiirsor protein (APP), genil4. kromozomdaki presenilin 1
(PS1) geni ve 1. kromozomdaki presenilin 2 (PS2) geni (Bertram ve Tanzi, 2000;
Revett ve ark., 2013). APP, PS1 ve PS2 genlerinde meydana gelen ve tam penetrans
gosteren mutasyon olgularmin % 5’ni olusturdugu ve EBAH’a sebep oldugu
diisiiniilmektedir (Bertram ve Tanzi, 2008; Ozkay ve ark., 2011; Revett ve ark., 2013).
Her ii¢ protein de islevleri yeterince bilinmeyen transmembran proteinleridir. Bu

proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar amiloid metabolizmasini bozarlar ve
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EBAH’a yol agarlar (Yazict ve Sahin, 2010). Erken baslangicli ailesel AH tim AH
olgularinin  %10°’dan fazlasin1 temsil etmekle birlikte (Leuba ve ark., 1998), bu

hastalarin da yaridan fazlast1 APP geni mutasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikar (Ozkay

ve ark., 2011).

2.6.2.2.1. APOE-&4 Allelinin Varlig

Kolesterol tasinmasinda gorev alan APOE &4 alleli; saglikli bireylerde %16,
Alzheimer hastalarinda ise %35-50 oraninda bulunur (Selekler, 1998). Genetik risk
faktorii olarak goriilen 19. kromozomdaki APOE kodlayan genin &4 allelinin geg
baslangi¢cli AH’den sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Bertram ve Tanzi, 2008). APOE
nin €2, €3, and &4 olmak lizere ortak 3 varyanti vardir (Williamson, 2011). Bir dizi
postmortem niceliksel arastirma, APOE ¢4 allelinin beyindeki artmis amiloid plak
birikimi ile ve serebral amiloid anjiyopati (CAA) seklinde artmis vaskiiler amiloid
birikimi ile korele oldugunu ortaya koymustur. Ote yandan, bazi postmortem ¢alismalar,
APOE &4 allelinin hastaligin diger patolojik bulgusu olan artan sayida NFY’nin
olusmasina sebep oldugunu séylemektedir (Serrano-Pozo ve ark., 2015). Serrano-Pozo
ve arkadaglarinin yaptig1 calismaya gore, APOE ¢4 alleli doz bagimli, ancak orantili
olmayan bir sekilde AH riskini artirir, €4 alelinin bir kopyasini tasimak, AH gelisimini
3-4 kat arttirabilir. Diger taraftan, APOE’ nin bir varyant1 olan €2 alelinin (koruyucu
allel) ise AH'yi gelistirme riskini neredeyse yari yariya azalttigi diigiinilmektedir (Sekil
2.8.), (Serrano-Pozo ve ark., 2015).

srorsiime

e2led 0.5
e2/el 11
elfod 2
edsfeld &1
olfed 23
edled 2

Sekil 2.8. APOE Geninin e2, e3 ve e4 vatyantlarmin ABD Niifusundaki Tahmini
Yiizdeleri (Alzheimer’s Disease Facts and Figures., 2016)
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2.6.2.2.2. APP Geni

Amiloidoz terimi ile birgok farkli hastalikta bulunan g¢ok c¢esitli hiicre disi
protein birikimleri grubu nitelenir (http://noroloji.blogspot.com.tr/2007/04/alzheimer-
hastalii.html). Amiloidozlar, ekstraselliiler proteinin yanlis katlanmasinin belirgin bir rol
oynadig1 biiyiik bir hastalik grubunu olusturur. Fizyolojik katlanmaya paralel veya
bunun bir alternatifi olarak ortaya ¢ikan bu dinamik siire¢, B-tabakali fibriler proteinin
demetlerinde dokularda biriken ¢ozlinmeyen toksik protein agregatlari iiretir. Bu
amiloid birikintileri, kongo kirmizisi ile boyandiktan sonra kutuplasmis bir 1s1k
mikroskopu altinda capt 7,5 ila 10 nm arasinda, elma yesili renginde sert ve
dallanmayan fibrillerin varhigina gore tanimlanir. Beyin dokusunda amiloid birikimi,
diinya ¢apinda 12 milyondan fazla insani etkileyen AH’nin temelini olusturur (Merlini
ve Bellotti, 2003). Amiloid birikimi ger¢eklesen doku veya organda hiicresel iletisim
ag1 bozulmakta, hiicre 6liimii artmakta ve sonugta doku (ya da organ) islev gbéremez

hale gelmektedir (Tagkiran ve Yilmaz, 2007).

Amiloid, merkezi sinir sisteminin vaskiiler sistemi ile iliskilidir ve parankimada
fokal depolar olarak bulunur. Bu amiloidin ana bileseni, uzunlugu 39 ile 43 amino asit
arasinda degisen, AP3 peptidi olarak adlandirilan olduk¢a hidrofobik bir peptittir. Bu
peptidin, 1984 yilinda vaskiiler amiloid birikintilerinden saflastirilan materyali ile
kismen dizilimi yapilmigtir (Schellenberg, 1995). Tiim amiloid tiplerinde goriilen bu
karakteristik 6zellik amiloidin histopatolojik olarak tayinininde kullanilmaktadir

(Taskiran ve Yilmaz, 2007).

Amiloid teorisi AH’de beyindeki patolojik degisikliklerin nedeninin B-amiloid
proteini birikimi oldugunu, norofibriler yumaklar ve damar degisiklikleri gibi diger
bulgularin ikincil olarak ortaya ciktigini savunmaktadir
(http://noroloji.blogspot.com.tr/2007/04/alzheimer-hastalii.html). AP, APP’nin
tiriinlerinden biridir. APP 21. Kromozom iizerinde bulunur, insan APP geni tarafindan
kodlanir ve 1987 yilinda tanimlanan bir transmebran proteinidir. APP'nin amiloid
prekiirsor- benzeri protein 1ve 2 (APLP1 ve APLP2) (insan), Appl (sinek) ve apl-1
(solucan) igeren kiiciik bir gen ailesinin ii¢ tiyesinden biri oldugu bilinmktedir. Hepsi,

genis bir ekstraseliiler ve kisa bir sitoplazmik bdlgeye sahip tip I membran proteinlerini


http://noroloji.blogspot.com.tr/2007/04/alzheimer-hastalii.html
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kodlar. Fakat, sadece tip 1 integral membran proteini olan APP Ap olusumuna katilir
(Thinakaran ve Koo, 2008).

Amiloid hipotezine dayanarak, p-sekretaz ve y-sekretaz sirayla APP'yi
degistirir ve beta plaklar olarak adlandirilan ¢oziinmeyen B-tabakali konformasyon
fibrilleri olusturan amiloid-B peptidi iretir (Honarvar, 2016). APP'nin ¢ogunlugu
amiloidojenik olmayan boliinme iriinleriyle sonuglanacak sekilde a-sekretaz ile
islenirken, bir miktar p-sekretaz ve y-sekretaz ile boliinerek AP peptidlerinin
olusumuyla sonuglanir. Son zamanlarda elde edilen kanitlar, beyindeki fizyolojik
fonksiyonlarin biitiinliigiiniin kesilmesine neden olan sinaptik disfonksiyona AP
oligomerlerinin Kkatkisini vurgulamaktadir (Sekil 2.9.), (Honarvar, 2016). Uretilen
AB'min baskin bicimleri AP40 ve AP42 olup, bunlardan birincisi daha yaygindir.
Bununla birlikte, AB42°nin daha toksik {iriin oldugu diisiiniilmektedir (Adlard ve ark.,
2014). AP fibriller ve oligomerler halinde toplanabilir. Aslinda olgun nevritik amiloid
plaklarini olusturan biiyiik fibriller toksik etkiye sahiptir. Bununla birlikte, son yillarda
arastirma odagi AP oligomerlerine dogru kaymistir. Glinlimiizde, AP peptidinin toksik,
prefibriler oligomerlere toplanmasi AH'nin baslangicinda anahtar patojen olay olarak
diigiiniilmektedir. Bu goriisle tutarli olarak, AP oligomerleri sunlar1 yapabilir: 1)AH
baglangic¢ ve ilerlemesinden sorumlu sinaptik disfonksiyon ve noronal 6liimii dogrudan
indiikte edebilir, 2) AH'nin ilerlemesine katkida bulunan oksidatif hasar ve iltihaplanma
gibi tetikleyici olaylara sebep olabilir (Nie, Du ve Geng, 2011). A} monomerlerinin
tiretimi fizyolojik agidan 6nemli bir olay olmasina ragmen, oligomerlere ve fibrillere
toplanmas1 patojenik oldugu i¢in agregasyonun engellenmesi (AP tretimi korunurken)
mekanizmaya dayal1 toksisiteye yol agmamalidir. Dolayisiyla, Af'nin agregasyonunu,
Ozellikle AP42 izoformunu inhibe etme stratejisi, AH igin gegerli bir hastalik

diizenleyici terapi olarak ortaya ¢cikmistir (Nie, Du ve Geng, 2011)
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Sekil 2.9. AH’de goriilen amiloid betanin olusum mekanizmasi ( Nie, Du ve Geng,

2011)

2.6.2.2.3. PS1 ve PS2 Genleri

PS1 ve PS2, c-sekretaz proteaz kompleksinin katalitik altbirimini olusturan
heterodimerik presenilin N-terminal ve C-terminal fragmanlarin1 (NTF / CTF) tiretmek
icin endoproteolize tabi tutulan 50 kDa holoproteinler olarak sentezlenen, oldukca
korunmus transmembran proteinlerdir (Duggan ve ark., 2015). Presenilinler (PS1 ve 2)
bellege, noronlarin hayatta kalmasina ve sinaptik mekanizmalara karigabilirler. AH’de
PS’lerin tutulumu heterojen olabilir. APP bélinmesi ve ndronal toksisitenin
bozulmasina neden olan, gama sekretaz islev bozukluklari, PS1-2 mutantlarindaki en
yaygin mekanizmalar olarak bulunmustur. Yiiksek AB42, hastalik ilerlemesi ile iliskili
olabilir, ancak tim AH vakalar ile iliskili degildir. Baz1 mutasyonlar, gama-sekretaz
aktivitesini yok ettiklerinden dolay: ‘islev kayb1’ varyantlar olarak adlandirilmaktadir.
Bu mutasyonlar artmis AP 42 / 40 seviyeleri ve sinaptik plastisitede bozulma ile
iliskilendirilmistir. Ben-Gedalya ve arkadaslari, bazi PS1 (diger amino asitlerle 6zellikle
proline degisimi) varyantlarinin, PS bozulmasini veya saperonla PS1'in etkilesimini

onleyebilecegini ortaya koymustur (Bagyinszky ve ark., 2016).

Bir transmembran glikoprotein olan Nicastrin, PS1 ve PS2 ile yiiksek molekiil
agirlikli kompleksler olusturur. Nicastrin ayrica beta-amiloid oncii protein karboksi
terminal tiirevlerine baglanir ve bu tiirevlerden AP peptit iiretimini modiile eder.
Nicastrin'in korunmus hidrofilik bir alanindaki mutasyonlar1 AB 42 ve AP 40 peptit
sekresyonunu arttirir. Bu alanda yapilan silinmeler, AP tretimini inhibe eder (Sekil
2.10.). Bu nedenle, Nicastrin ve presenilinler, Notch / GLP-1 ve betaAPP gibi
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proteinlerin hiicre dis1 proteolizi i¢in gerekli olan multimerik bir kompleksin muhtemel

islevsel bilesenleri olarak diigiiniilmektedir (Yu ve ark., 2000).

PS1 ve PS2 tarafindan kodlanan proteinler birbirlerine % 67 oraninda benzerlik
gosterirler ve kodladiklart protein transmembran alaninda olasilikla alti ile sekiz
bolgesinde yer alan integral zar proteinleri olduklari 6ngorilmistiir (Hong ve ark.,
1999).

Limen’ & 51

Presenilin AP
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Sekil 2.10. PS ve APP’nin membran topolojisi (Wolfe, 2013)

14. kromozomda yerlesim gosteren PS1 geninde meydana gelen mutasyonlar,
APP’nin hatali boliinmesine ve toksik A tiretimine sebep olmaktadir. Ayrica, PS1 geni
mutasyonu tau proteinlerinin hiperfosforilasyonunu saglayarak NFY olusumuna katki
saglamaktadir (Ozkay ve ark., 2011). PS1, y-sekretazin katalitik bileseni olarak gdrev
yapan bir intramembran proteazdir. PS1 genindeki mutasyonlar ailesel AH’nin en sik
nedenidir (Wang ve ark., 2016). EBAH olan ailelerin yaklasitk %47'si PS1
mutasyonlarina atfedilmistir (Bruni ve ark., 2010). Bagyinszky ve arkadaslarinin
2016°da yaptiklart bir caligmaya goére PS1°de EBAH icin Alzheimer Arastirma Forumu
veya Alzforum ve AH ve frontotemporal demans (FTD) mutasyonlar1 veri tabani
tarafindan 200 mutasyon bulundurur ve PS1 mutasyonlart ile iliskili hastalik
fenotipilerinin agresif olabililecegi ve AH'nin ilerlemesinin hizli bir sekilde
gelisibilecegi belirtilmistir. Motor ndron semptomlari, FTD ve spastik paraparezi gibi
alternatif fenotipler, PS1 mutasyonlu hastalarda da goriilmiistiir (Bagyinszky ve ark.,
2016).

1. kromozom iizerinde bulunan PS2 geni PS1 ile benzer 6zellikler gostererek

APP’nin proteolitik yikim seklini degistirir ve amiloidojenik AP tiretimini arttirir (Sezer
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ve Memis, 2001). Diger one siiriilen hastalik mekanizmalari, apoptoz, anormal kalsiyum
sinyallemesi veya b-catenin / Wnt yolu gibi diger bozuk hiicre i¢i sinyallemeyi igerir (Li
ve ark., 2006). PS2 tasiyicilarinda erken baslangichh AH disinda, amiloid anjiyopati,
hemorajik inme ve Lewy viicutlu demans gibi ¢esitli klinik fenotipler de tanimlanmistir

(Bagyinszky ve ark., 2016).

2.6.2.3. Diger Olas1 Genetik Yatkinlik Genleri

Yakin zamana kadar, yalnizca APOE geni, tim AH vakalarinin % 95'inden
fazlasini olusturan geg¢ baslangigli AH i¢in bir genetik risk faktorii olarak biliniyordu.
Bununla birlikte, bu iyi kurulmus genetik risk faktoriine ek olarak, genom capinda
iliskilendirme ¢alismalar;, PALK ve BIN1 gibi ge¢ baslancigh AH igin genetik risk
faktorleri olarak birkag tek niikleotid polimorfizm tespit etmistir. Buna ek olarak, biitiin
genom dizilimi ve ekspres siralama galismalart TREM2 de dahil olmak {izere geg
baglangicli AH ile iliskili nadir varyantlar1 tespit etmistir (Kanatsu ve Tomita, 2017).
Bunun disinda AH ile iliskilendirilen diger genler, Sekil 2.11’deayrintil1 bir sekilde

gosterilmistir.
Oen ve Proteinl Kromozom Mekanizma | T )~ "u—
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Meseniin i arty
_S:.f.‘v.‘ - | Mutasyon AlA2 Uretiminde | Tam penetrans
Pryesendin ) P
AFOL 19 Pohmoefiom A Riremuinde | ¢4: 3,08 (3.30+4.11)
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. oqe . . .
Sekil 2.11. AH Ile iligkilendirilen Genler

(http://www.itfnoroloji.org/demans/demans.htm)
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2.7. AH’nin Etiyopatogenezi

2.7.1. Senil Plaklar (Amiloid plaklar)

Senil plaklar, AH’li bireylerin beyinlerinde bulunan hiicre disi proteinasdz
yataklardir. Bozulmus noronlar genellikle beyindeki senil plak bolgesi yakininda
goriiliir. Senil plaklarda distrofik nevrit (sinir iltihabi) vardir. Astrositler ve mikroglia
genellikle amiloid birikimleriyle iliskilidir. Senil plaklardaki primer proteolitik
malzeme, APP, bir transmembram proteini olan, 40 ile 42 amino asit igeren bir fibriler
peptid olan amiloid P peptididir (Sun ve Zang, 2011). Morfolojilerine gore beyinde 4 tip
senil plak bulunur. (1)Diffiiz plaklar, genellikle AB'nin fibrillere veya birikintilere
toplanmadigi, diizensiz sekillere sahip, ¢apt 10-200 pm olan plaklardir (Sun ve Zang,
2011). Diffiiz plaklar genellikle non-nevritiktir ve glial cevaplarla veya sinaptik
kaybiyla iligkili degildir. Bu plak tipi, AH'in patolojik tanisi i¢in diisiiniilmemektedir,
clinkii bilissel bakimdan bozulmamis yash insanlarin beyninde nispeten yaygin bir
bulgudur (Serrano-Pozo ve ark., 2011). (2)Primitif plaklar, 20-60 um ¢apinda, Af bu
plaklarin yakininda saptanabilen fibriller ve NFY'ler olusturmaya baslar. Primitive
plaklar, néronal hiicre cisimleriyle daha az iliskilendirilirken astosit ve glial hiicreler ile
daha fazla iliskilendirilir. Primitive plaklar yash AH’de goriiliir. (3)Klasik plaklar, AH
beyinlerinde plaklarin en 6nemli gesididir. Bu plaklarin ¢ap1 20-60 pum'dir ve AP
peptidleri agik¢a goriilebilen agregatlar ve fibril birikimleri olustururlar. Bu agregatlar
siklikla distrofik nevritler ve biiylik miktarda glial hiicrelerle ¢evrelenmis merkezi
yogun bir ¢ekirdek yapisina neden olurlar. Klasik plaklar, ilerlemis ve yasli AH hasta
beyinlerinde hipokampus ve neokorteks boyunca bulunurlar. (4)Kompakt plaklar,
caplar1 5-15 pum olan klasik plaklara benzer ancak c¢evresindeki distrofik nevritlerden

yoksundur (Sun ve Zang, 2011).

2.7.2. NFY’ler

AH patolojisinin bir pargasi olan erken evre norofibriller degisiklikler genellikle
medial temporal lob yapilarinda ortaya ¢ikar ve epizodik hafiza (anlamsal hafiza)

fonksiyonu i¢in elestirel sinir agmi keser. Bu nedenle, yeni bilgileri 6grenme ve
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hatirlama kabiliyetindeki eksikligin, AH patolojisinin klinik belirte¢ olmasi sasirtict
degildir (Weintraub ve ark., 2012). AH beyin numuneleri iizerine yapilan yapisal
calismalar, AH patolojisi i¢in onemli bir kriter olan NFY'lerin oncelikle ¢ift helikal
filamentlerden yani yaklasik 65 nm'lik diizenli bir periyotta helezonik ii¢ boyutlu bir
konformasyona sahip ¢iftler olusturan (¢ap1 =10 nm olan) fibrillerden olustugunu ortaya
koymustur (Serrano-Pozo ve ark., 2011). NFY’lerin temel bileseni 17. kromozom
tarafindan kodlanan mikrotiibiil asosiye bir protein (MAP) olan 68 kDa’lik
hiperfosforile ‘tau’proteinidir (Sun ve Zang, 2011; Oztiirk ve Karan, Klinik Gelisim).
Mikrotiibiillerin stabilizasyonu, hiicre iskeletinin biitiinliigii ve aksonal transportta

onemli rol alir (Oztiirk ve Karan, Klinik gelisim).

Sekil 2.12°de, NFY’lerin olusum sekli ayrintil1 bir sekilde gdsterilmistir.
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Sekil 2.12. Mikrotiibiil asosiye tau proteinin NFY’ye evrimi
(http://www.itfnoroloji.org/demans/demans11.JPG)

Tau bazli norofibriler AH’de karakteristik olmasia ragmen spesifik degildir.
AH, Down sendromu, amiyotropik lateral skleroz / parkinsonizm-demans kompleksi,
Creutzfeldt-Jakob hastaligi, frontotemporal bunama, Pick hastaligi ve argyrofilik
demans gibi hastaliklarda da gozlemlenir. Bu hastaliklar arasinda amyotrofik lateral
skleroz ve frontotemporal demans en 6nemli norofibriler patolojiye sahiptir (Sun ve
Zang, 2011).


http://www.itfnoroloji.org/demans/demans11.JPG
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2.7.3. AH ve Inflamasyon Teorisi

AH’de ortaya c¢ikan ndrodejenerasyonun, hipoksi veya iskemi gibi, beyine
yonelik bir saldirtya karsi immiin veya inflamatuvar bir yanit oldugu bulunmustur.
AH’de beyindeki dejenerasyona bagli olarak akut faz cevabi olusmaktadir (Clarkson ve
Sutherland, 2005). Astrosit ve mikroglia aktivasyonu ve artmis poliferasyon igeren
inflamatuvar siireclerde, artmis kemokin ve sitokin ifadeleri yer almaktadir (Honarvar
ve ark., 2016). Bu durum, sitokin denen ve bedenin savunma diizeneklerini uyaran
proteinlerde hizli bir artisa sebep olmaktadir (Clarkson ve Sutherland, 2005). Akiyama
ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismaya gore, amiloid peptid ve inflamatuvar uyaranlarla
aktive olan mikroglial hiicrelerden sitokinlerin salgilanmasi, akut faz reaktanlar1 ve
komplemanin aktive edilmesiyle inflamasyon olugmasi, salinan proinflamatuvar
sitokinlerin ve nodrotoksinlerin noronal hasara yol agmasi ya da siddetlendirmesi ile
hastalik olusur (Akiyama ve ark., 2000). AH olan bireylerde uzun siireli anti-
inflamatuvar ilag kullaniminin AH riskini azalttig1 veya baslangig siiresini geciktirdigini
ileri siiren ¢alismalar bu hipotezi desteklemektedir (Wyss-Coray ve Rogers, 2012).
Udeochu ve arkadaslarimin yaptigi calismaya gére AH'de mikrogliamin inflamatuar
profili, yasla eslesen normal kontrollerle karsilastirildiginda, nérodejeneratif hastalik
kosullart altinda IL-1b, IL-12b ve IL-23"in daha yiiksek transkript diizeylerini ifade
eden mikroglia ile bu hipotez daha da siddetlenir (Udeochu ve ark., 2016). Biriken
kantilar, néroinflamasyonun, AH gibi ndrodejeneratif bozukluklarda tau proteinlerinin
patolojik birikimi olan tauopati'ye katkida bulundugunu diisiindiirmektedir. AH'ye bagl
noroinflamasyona dahil olan beyin hiicreleri mikroglia ve astrositleri icerir. Beyindeki
en biiyik ve en bol noéroglial hiicreler olan astrositler AH'de aktive olur ve
giiclendirilmis iltihapl bir kaskada katkida bulunurlar. AP ve proinflamatuvar sitokinler
gibi gesitli faktorler, astrositleri harekete gecirir. Reaktif astrositler, norofibriler yumak
olusumunu igeren tauopatiyi hizlandiran nitrik oksit ve interlokin-1 (IL-1) ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinleri {retirler. Bu bulgular ndéroinflamasyon ve tauopati arasinda
muhtemel bir baglant1 oldugunu gosterse de, mikrotiibiile baglh protein tau'nun patolojik
birikiminde reaktif astrositlerin direkt rolii konusunda ¢ok az kanit bulunmaktadir (Li ve
ark., 2015). Sekil 2.13’de norodejenerasyon mekanizmas: ayrintili bir sekilde

verilmistir.
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Sekil 2.13. Norodejenerasyon mekanizmasi (Becher, Spath ve Goverman, 2016)

Enflamatuar mediatorler, norodejeneratif kosullarda bol miktarda bulunurken, kan yoluyla
taginan 10kositler sadece simirli bir katki saglamaktadir. Stromal hiicreler (6rnegin endotel
hiicreleri ve astrositler) yanm1 sira mikroglia (merkezi sinir sistemi -gerekli fagositler)
homeostatik dengesizlige cevap olarak sitokinler iiretirler. Bu, AH’de ve amiyotropik yanal
sklerozda goriildigii gibi, anormal sekilde katlanan protein neden olabilir. Erken bir sitokin
tepkisinin, homeostatik dengesizligi onarmaya yonelik bir girisim olduguna dair kanitlar vardir

(Becher, Spath ve Goverman, 2016).

Sekil 2.14’de noroinflamasyon mekanizmasi ayrintili bir sekilde gosterilmistir.

elL-1B  eIL-23
-IL-6 . IFNy
- TNF « GM-CSF

ONOCyT
derived cell

Sekil 2.14. Noroinflamasyon Mekanizmasi (Becher, Spath ve Goverman, 2016).

Inflamatuvar demiyelinizan hastaliklarda (&rnegin Multiple skleroz) ve enfeksiyonlarda
(6rnegin, Bakteriyal ve viral ensafalit) goriildiigii gibi klasik olarak tanimlanmig inflamasyon
kosullari, merkezi sinir sistemi parankimini isgal eden lokositler kan-beyin bariyeri (BBB)

biitiinliigiiniin ciddi bir kaybi ile karakterizedir. Burada, lenfositler ve miyeloid hiicreler, doku



25

hasarinin ana aracilaridir ve dokuya, inflamatuar kaskada yakit kazandiran sitokinleri
gonderirler. IL-1f ve IL-6, iltithapli MSS'deki tiim hiicreler tarafindan algilanabilir ve
enflamasyon siirecinin merkezinde yer alir. IL-23, T hiicreleri tarafindan algilanir ve patojenik
imzaya yakit ikmali yapar. Granuloz-makrofaj koloni uyarict faktér (GM-CSF) enflamatuar
monositten tliretilen hiicreleri doku hasarina neden olarak lisanslar (Becher, Spath ve
Goverman, 2016)

2.8. AH’nin Tedavisi

Giiniimiize kadar, asetilkolinesteraz enzimi ve glutamat N-metil-D-aspartat
reseptor antagonistinin sadece dort inhibitorii AH tedavisinde onaylanmistir ve bunlarin
hepsi sinirlt bir siire igin biligsel faktorleri hafifleten semptomatik maddeler olarak
kabul edilmistir. AH patogenezinin altinda yatan mekanizmalar1 ortaya g¢ikarmak,
onemli biyolojik hedefleri ve patolojik olaylar1 tanimlamak ilerlemeyi onleyebilir veya
durdurabilir. AH’yi 6nlemek veya durdurmak i¢in yeni tedavi stratejileri ve hastalik
tadil edici ilaglar1 kesfetmek i¢cin son yirmi yilda arastirmalar i¢in biiylik ekonomik
yatirimlar yapilmistir. Bu ilaglarin yni sira erken bir terapotik miidahale saglayan yeni
biyolojik belirtecler ile tani maddeleri ve yontemleri de bulunmasi amaglanmistir.
Maalesef, 2003'te besinci anti-AH ilacinin piyasaya siiriilmesinden sonra etkinlik veya
giivenlik sorunlarindan 6tiirii 100'den fazla anti-AH ila¢ adaymin klinik gelisimi bir¢cok
durumda ileri safhada kesilmis ve AH ilact gelistirmeye yonelik arastirmalar
yavaslamigtir (Decker ve Mufioz-Torrero, 2016). Sekil 2.15’de tedavi stratejileri

ayritili bir sekilde anlatilmaya calisilmistir.
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Mekanizma temelli
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(http://www.itfnoroloji.org/demans/tablo16.JPG) (Yesil renkli punto ile belirtilenler halen
kullanilan tadavi ajanlari, kirmizi ile yazilanlar kullanimdan kalkmis veya aragtirmalar sonucu

negatif bulunmus ajanlar, mavi renkli olanlar hala klinik arastirmalarla sinan bazi ajanlardir)


http://www.itfnoroloji.org/demans/tablo16.JPG
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3. SITOKINLER

Sitokinler, periferik olarak ve merkezi sinir sisteminde hiicresel iletisimde
Onemli aracilar olarak gorev yapan, inflamatuvar uyaricilar sonuncunda baglica
monositler olmak iizere pek ¢ok hiicre tarafindan salinan 10-25 kDa molekiil agirlikli
maddelerdir (Kara ve Midiroglu, 2008; Udeochu ve ark., 2016). Sitokin genel bir
addir; diger adlar arasinda lenfokin (lenfositler tarafindan iiretilen sitokinler), monokin
(monosit tarafindan {iretilen sitokinler), kemokin (kemotaktik faaliyet gosteren
sitokinler) ve interlokin (bir 16kosit tarafindan iiretilen ve diger l10kositler iizerine etki
eden sitokinler) bulunur. Sitokinler, kendilerini salgilayan hiicrelere (otokrin eylem),
yakin hiicrelere (parakrin eylem) veya uzak hiicrelere (endokrin eylem) bazi sekillerde
etki yapabilir. Hem pro-inflamatuar sitokinler hem de anti-inflamatuvar sitokinler
vardir. Bazi inflamatuvar sitokinler sinir hasariyla, inflamasyona bagli santral

duyarlilikla ve karsit hiperaljezi / allodini gelisimiyle iligkilidir (Zhang ve An, 2007).

Farkli hiicre tiplerinin ayni sitokini salgilamasi ya da tek bir sitokin i¢in birkag
farkli hiicre tipine (pleiotropi) etki etmesi yaygin bir durumdur. Benzer islevler farkli
sitokinler tarafindan uyarilabilir. Bir sitokin, ilave sitokinler yapmak i¢in hedef
hiicreleri uyarmasi nedeniyle, ¢ogunlukla bir kaskat halinde f{iretilirler. Sitokinler
sinerjik veya antagonistik olarak da etki edebilir. Sitokinler bir¢cok hiicre popiilasyonu
tarafindan tretilir, ancak baskin iireticiler yardimer T hiicreleri (Th) ve makrofajlardir.
Sitokinler, fizyolojik ve patolojik siirecler boyunca periferik sinir dokusunda, yerlesmis
yeni makrofajlar, mast hiicreleri, endotel hiicreleri ve Schwann hiicreleri tarafindan

tiretilebilir (Zhang ve An, 2007).

Sitokinlerin, beyinde hiicresel morfoloji, hiicre boliinmesi, immiin aktivasyon,
hiicre gbc¢ii ve hiicre 6limii gibi gesitli islemleri diizenledigi gosterilmistir. Kiiresel pro-
inflamatuar beyin sitokin seviyeleri yasla birlikte artmakta, gen¢ beyine kiyasla
yaslilarda daha iltihapli bir duruma isaret etmektedir. Udeochu ve arkadaslar1 2016
yilinda yaptiklart bir caligmaya gore, mikroglia ekspresyonu ve inflamatuvar
sitokinlerin iiretilmesi diger ndroglia hiicrelerine gore ¢ok daha yiiksek oldugu igin,
mikroglia, yasa bagli beyin iltihaplanmasini1 yonlendiren muhtemel sugludur (Sekil
3.1.), (Udeochu ve ark., 2016)
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Sekil 3.1. Enflamasyonlu beyine sitokin salinim1 (Becher, Spath ve Goverman, 2016).

Aktiflestirilmis merkezi sinir sistemi-antijen-reaktif T yardimeci hiicreleri, hedef antijeni MSS
kanallar1 ile iligkili antijen sunan hiicreler (APC) araciligiyla tanir. Bu TH hiicreleri, sayisiz
sitokin tiretir ve hem astrositler hem de IL-17 ve interferon-y gibi stromal hiicreler kan-beyin
bariyeri bitlinliigii tizerinde dogrudan etkiye sahiptir. Hem isgalci 16kositlerin hem de dokuya
yerlesik stromal hiicrelerin trettigi kemokinler, BBB'de lenfositlerin ve miyeloid hiicrelerin
kronik akinimina neden olur. Patojenik TH hiicreleri ve yeni iiretilen 16kositler bazal zardan
gecerek BBB yikimmi tamamladiktan sonra patojenik TH ile GM-CSF salgilanmasi,
monositlere ve monosit kokenli hiicrelerin oldukca fagositik hiicreler olmasina ve pro-
inflamatuar yikici hale gelmesine neden olur. Bu hiicreler ayn1 zamanda iltihaplanmay1 ve doku
tahribatin1 daha da artirabilen interaktif-oksijen tiirlerini (ROS) ve IL-1 gibi sitokinleri tretirler
(Becher, Spath ve Goverman, 2016).

3.1. MIF

MIF bir¢ok doku ve hiicrede monositler ve makrofajlar dahil gesitli hiicreler
tarafindan eksprese edilen proinflamatuar bir sitokindir (Li ve ark., 2015), fakat MIF,
bilinen sitokinlerden farkli bir ozellik tasir (Savaskan ve ark., 2012). MIF diger
sitokinlerin aksine sekresyon i¢in N- terminal lider dizisine ihtiyag¢ duymadan salinir
(Savaskan ve ark., 2012). MIF, interferondan sonra tanimlanan ilk sitokinlerden biridir
ve bagisiklik sisteminin anahtar diizenleyicisi olarak kabul edilir. Tarihsel olarak,
glikozilasyon-inhibe edici faktor (GIF) olarak da bilinir. MIF baslangicta, gecikmis tip

hipersensitif cevaplar ve inflamasyon rehberliginde immiinokompetan hiicrelerin yer
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degistirmesine yol acan, c¢esitli kosullar altinda T hiicrelerinden tiiretilmis bir
proinflamatuar ¢oziiniir faktor olarak tanimlanmistir. Fakat, MIF'in immiin diizenleyici
etkilere sahip oldugu ve ¢esitli viicut sivilari ve memeli organizma hiicrelerinde bile
yapisal olarak saptanabilir oldugu ¢ok ge¢meden ortaya c¢ikmustir. MIF ilk olarak
1989'da T hiicrelerinden klonlanmistir. Bu sayede MIF’in, oksidorediiktaz ve totomeraz
gibi enzimatik Ozellikler sergileyen iki katalitik merkezi olan bir sitokin oldugu
sonucuna varildi. Bu bulgular MIF'nin sadece bir sitokin degil, enzim ve sitokinin
muhtemel kombinasyonu "sitozyme™ olduguna dair spekiilasyon baslatt1 (Savaskan ve
ark., 2012). MIF, noroendokrin eksende oldugu kadar, dogustan edinilmis bagisiklikta
da 6nemli bir rol oynamaktadir. Bugiine kadar, MIF'in iltihap, malign transformasyon
ve endokrin ve metabolik siireglerde pleiotropik fonksiyonlar indiikledigi bilinmektedir

(Savaskan ve ark., 2012).

3.1.1. MIF Sinyal Yolag:

MIF, endositoz ile hiicreye alinir. Endositoz, ancak hiicre dis1 bolgedeki MIF
konsantrasyonu cok yiiksek oldugunda ortaya c¢ikabilir. Hiicre iginde MIF, COP9
yapisal fotomorfojenik homolog altbirim 5 (JAB1) ile etkilesir ve onu devre dis1 birakir.
MIF, siklin-bagimli kinaz inhibitorii 1B'yi (p27KIP1) stabilize ederek JAB1'e bagimli
hiicre dongiisii regiilasyonunu antagonize eder ve aktive edici protein 1 (AP-1)in Jun
onkojen (c-Jun) alt birimi gibi transkripsiyon faktorlerinin JAB1'e bagl aktivitesini
inhibe eder. JAB1, P27KIPL1'in, Ubikitin karboksil terminal esteraz L1 (UCHL1) ve
Ubiquitin Cull / Rbxl E3 ligaz kompleksinin aracilik ettigi ubiquitin / proteasom yolu
araciligiyla parcalanmasini hizlandiran negatif bir diizenleyicidir. P27KIP1, Siklin E1 -
Sikline bagimli kinaz 2 (CDK2) veya Siklin D (Siklin D1, Siklin D2, Siklin D3) - Siklin
bagimh kinaz 4 (CDK4) komplekslerine baglanir ve aktivasyonlarmi onler, bu hiicre
dongiisiiniin G1'deki ilerlemesini kontrol eder. CDK2'ye bagimli fosforilasyon ve
miiteakiben ubikitasyon yoluyla tetiklenen p27KIP1'in bozunmasi, sessiz yapidan
proliferatif duruma hiicresel gegis i¢in gereklidir. JAB1, COP9 signalasomkompleksinin
besinci bilesenidir. JAB1 igeren komplekslerin en az iki degisik formu hiicrede bulunur:
biri ¢ekirdekte bulunur ve digeri esas olarak sitoplazmada bulunur. Cekirdekte, JABI,

Exportin 1 (CRM1) ile etkilesime girer ve p27KIP1 niikleer exportu baslatmak icin
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p27KIP1 ve CRMI arasindaki bir bagdastirict olarak islev goriir ve ardindan
bozulmasimi saglar. p27KIPl'in sitoplazmik konumu, p27KIP1 bozunmasinin
indiiklenmesi i¢in tek basina yeterli degildir. Biiyiime faktorii reseptoriine bagl protein
2 dogrudan sitoplazmadaki p27KIP1'e baglanir ve bu baglanti p27KIPL'in etkili bir
sekilde parcalanmasi igin gereklidir. JAB1 ayrica Mitojen-aktive protein kinazlari 8-10
(JINK MAPKS8-10) aktivitesini de arttirir. Bu, c-Jun fosforilasyon seviyesini arttirir ve
dogrudan birkag transkripsiyon faktorii aktivitesini giiglendirir. MIF, JAB1'in bu

etkilerini inhibe eder (https://Isresearch.thomsonreuters.com/maps/520/).

MIF, hiicre i¢i protein-protein etkilesimi yoluyla ¢alisir, ayni zamanda redoks
dengesi, HIF-1 (hypoxia inducible factor 1) ve p53 aracili yaglanma ve apoptoz gibi
coklu sinyal yolaklarinda gerekli hiicresel sistemleri diizenlemek i¢in CD74 / CXCR2 /
CXCR4 reseptor aracili yolaklarda da kullanilabilir (Savaskan ve ark., 2012). MIF
sinyal yolag1 Sekil 3.2’de ayrintili olarak anlatilmistir.
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Sekil 3.2. MIFSinyal yolagi (https://Isresearch.thomsonreuters.com/maps/520/)
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3.1.2.MIF Gen Yapist ve Hastaliklarla Tliskisi

Insan MIF geninin genomik organizasyonu 1994'te Paralkar ve Wistow
tarafindan bildirildi (Donn ve Ray, 2004). MIF 22911.23 kromozom bdlgesinde lokalize
olmus, iki intronla ayrilmis, 3 ekzondan olusan ve 115 aa kodlayan kiigiik bir gendir
(Giiven ve ark., 2009; Savaskan ve ark., 2012). Toplam uzunlugu 1kb’den daha kiigiik
olan bu genin ekzon boyutlar1 205, 173 ve 203 b¢’i olup, bu ekzonlar 189 ve 95 bg'lik
iki intron tarafindan birbirinden ayrilmistir (Donn ve Ray, 2004). Paralkar ve Wistow
tarafindan yapilan dizilemeler sonucu MIF’in 250 b¢ 3’UTR bolgesi ve 1 kb 5° bolgesi
tanimlanmustir. Primer uzatma ve 5-'cDNA uglarinin hizla ¢ogaltilmasi, transkripsiyon
baslangi¢ bolgesini haritalamak icin kullanilmis ve TATA i¢inde baslatict metioninin 97
be¢ upstreaminde tek bir yer tespit edilmistir. Bu yaklasimlar ek transkripsiyon baslangi¢
bolgelerinin varligim1 diglayamamistir. Bol miktarda GC igeriginden olusan ve hig
TATA kutusu igermeyen MIF promotdriiniin anatomisi, birden fazla kopyalama

baslangi¢ bolgesinin varligini akla getirmektedir (Donn ve Ray, 2004).

MIF geninin riinii molekiil kiitlesi 12,5 kDa olan 115 aa kodlayan kii¢iik bir
proteindir. Protein olduk¢a korunmus olup Arabidopsis thaliana, nematodlar ve
omurgalilarda homologlar1 bulunmustur. Insan ve fare MIF’i arasindaki dizi homolojisi
% 89'dur. MIF'in baska herhangi bir protein ile énemli bir dizi homolojisi yoktur.
Ayrica, MIF'in {i¢ boyutlu yapisi, diger sitokin veya hipofiz hormonlarindan farklidur.
MIF ile kismi yapisal benzerligi paylasan tek protein, insanlarda bulunan D-dopakrom

totomeraz enzimidir (Donn ve Ray, 2004).

Insan MIF geninde esas olarak bildirilen dort polimorfizm bulunmaktadir.
Bunlardan {i¢ tanesi tek niikleotid polimorfizmi (-173 G>C (rs755622), +254
(rs2096525) ve +656 (rs2070766) ), digeri ise mikrosatellittir (-794 CATTsg). IS
2096525 ve rs2070766 intronlarda bulunurken, rs755622 ve -794 CATTss, MIFNIn
promotor bolgesinde bulunmaktadir (Donn ve Ray, 2004). MIF geninin promotoériinde
yer alan polimorfizmlerle ilgili yapilan ¢aligmalarda, rs755622 polimorfizminideki -173
C alleli, MIF geninin yiiksek transkripsiyon aktivitesi ve artmig MIF proteini iiretimi ile
iligkilendirilmistir (Ji ve ark., 2015). Ayrica arastirmalar -173 C allelinin Aktivator
Protein-4 (AP-4) transkripsiyon faktorii igin potansiyel baglanma bolgesi olusturdugunu
isaret etmektedir (Donn ve ark., 2002). Diger taraftan, -794CATTs.g polimorfizmi



32

bakimindan yapilan ¢alismalarda CATT-5 allelini tagiyan genlerin diger alellere nazaran
in vitro olarak bazal ve uyarilmis MIF promotor aktivitesinin en diislik seviyesine sahip
oldugu bildirilmistir (Ji ve ark.,2015).Yapilan ¢alismalara goére bu polimorfizmler, MIF
gen ekspresyonunu etkiler. -794 CATTsg'de tekrarlanan artis (CATTssg), MIF
ekspresyonundaki artisla iligkilidir ve yiiksek CATTs.g sayist duyarlilik ya da otoimmiin
inflamatuvar hastalik klinik siddetini etkiler (Yao ve ark., 2016).

Sekil 3.3’de  MIF kromozom yerlesimi, Sekil 3.4’de MIF promotor

polimorfizmleri, Sekil 3.5’de insan MIF geninin yapisal semas1 gosterilmistir.

Chr 22
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Sekil 3.3. MIF kromozom yerlesimi
(http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=MIF)
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Sekil 3.4. MIF promot6r polimorfizmleri (Donn ve Ray, 2004)
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Sekil 3.5. Insan MIF geninin birincil yapisal semasi (Savaskan ve ark., 2012)

Sar1 bolge CXXC alanimi, mavi kutulu alanlar onerilen totomeraz / izomeraz alanlarini ve
kiimelenmis amino asitleri (Phe3, Val39, Gly50, Lys66, Asn102, Gly107, Trp108, Phell3 ve
Alall4) isaret eder (Savaskan ve ark., 2012)


http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=MIF
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MIF immiin sistemde, monosit, makrofajlar ve T hiicreleri tarafindan {iretilir,
TNF-a sentezi icin uyaricidir ve T hiicre aktivasyonuna katki saglamak icin gereklidir
(Sontas ve ark., 2001). Hipofiz hiicreleri, T hiicreleri, makrofajlar / monositler dahil
olmak tizere pek ¢ok hiicre icinde mevcut olan enfeksiyon ve strese yanit olarak salinir
(Calandra ve ark., 1994). T ve B lenfositleri, monosit ve makrofajlar, eozinofiller,
notrofiller, mast hiicreleri, epitelyal hiicreler, 6n hipofiz bezi, karaciger, beyin, bobrek,
plasenta, pankreas tarafindan MIF’in salgilandig1 tesbit edilmistir Bernhagen ve ark.,
1993; Catak ve ark., 2013). MIF, bircok doku ve hastalikta eksprese edilir. Anti-
glukokortikoid, siirekli bir MAP kinaz aktivasyonu, p-53 kaynakl biiylime inhibisyonu
ve Jabl transkripsiyonel etkilerinin kontroliinii saglamasi gibi bir¢ok hiicresel isleme
sahiptir (Bacher ve ark., 2010). Ayrica benzersiz yapist ve kemokin benzeri islevleri ile
pleiotropik bagisiklik regiilatoriidiir. Kesfedildiginden beri belirlenen fonksiyonlart;
spesifik olmayan bagisiklik, inflamatuar hiicre alimi ve inflamatuar tepki olarak
belirtilmistir (Savaskan ve ark., 2012). MIF, iltihaplanma ve bagisiklik yani sira
biiyime faktoriine bagli hiicre c¢ogalmasi, hiicre dongiisii, anjiogenezis ve
tiimorigenezde rol oynayan pluripotent bir sitokindir. MIF, akut ve kronik inflamasyon,
neoanjiyogenez ve kanser patogenezi ile iliskilendirildiginden beri, MIF sinyal
bilesenleri tibbin ¢esitli alanlarinda terapotik miidahale i¢in uygun hedefler olarak kabul
edilir. Norodejeneratif ve ndroonkolojik hastaliklarla, MIF oldukga alakali, ancak halen

¢ok fazla arastirllmayan bir aracidir (Savaskan ve ark., 2012).

MIF sitokininin hastaliklarla olan iliskisi incelendiginde, Meksika - Mestizo
poplilasyonunda yapilan Onceki c¢alismalarda, MIF promotdr polimorfizmlerinin
romatoid artrit (RA) ve sistemik lupus eritomatoz gibi otoimmiin / inflamatuvar
hastaliklarin patolojileri igin etkili olabilecegi tespit edilmistir (Morales-Zambrano ve
ark., 2014). Ayrica yapilan c¢aligmalarda, MIF seviyelerinin bagisiklik ve beyin
hiicreleri ile ¢esitli kanser hiicrelerine ait inflamasyon bolgelerinde yiiksek seviyelerde
oldugu gozlenmistir. MIF'in, hipofiz kaynakli bir hormon olarak, iltihaplanma,
ateroskleroz, kanser gelisimi ve kanser ilerlemesi gibi siire¢lere de katkida bulundugu
gosterilmistir (Savaskan ve ark.,2012). Timoér kaynakli MIF’in, timor igindeki
inflamatuvar hiicrelerini kontrol ederek tiimor biiyiimesini ve metastazi tegvik ettigini
gosteren ¢alismalar mevcuttur (Simpson, Templeton ve Cross, 2012). Mittelbronn ve

arkadaglarinin 2011°de yaptiklar1 ¢alismaya gore insan malign gliomalarinda MIF
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ekspresyonu, bagisiklik kacisina ve timdr progresyonuna katkida bulunmaktadir
(Mitellbronn ve ark., 2011). Fukaya ve arkadaslarmin 2016 yilinda MIF’in p53'i
dogrudan inhibe ederek beyin tlimoriinii baglatan hiicrelerin tiimorojenik kapasitesini
stirdiirdiigine dair bir ¢alisma yaptilar (Fukaya ve ark., 2016). MIF genindeki
polimorfizmler bakimmdan yapilan c¢alismalart inceledigimizde, Bati Meksika
toplumunda -794 CATTsg MIF polimorfizmi ile akut koroner sendromu arasindaki
iligkiyi arastiran bir ¢alisma sonucunda -794 CATTsg MIF polimorfizmi bulunan
bireylerin akut koroner sendromuna genetik yatkinligi oldugu bulunmustur (Valdes-
Alvarado, 2014). Giiven ve arkadaglarininin akut 16semili hastalar ile ilgili yaptiklari bir
arastirmada -173 G>C MIF polimorfizminde -173 C allelini tagiyan bireylerde hastalik
riskinin arttigr bulunmustur ( Giiven ve ark., 2009). Lehmann ve arkadaglarinin yaptigi
bir ¢alismada MIF promotor polimorfizmleri (-173 G>C ve -794 CATTszg) ile sepsis
iligkisi arastirilmis ve bu polimorfizmler ile agir sepsis arasinda anlamli iligkiler
bulunmustur (Lehmann ve ark., 2009). Otoimmiin bir hastalik olan Multiple Skleroz
(MS) ile MIF arasindaki iliskinin arastirildig1 bir calismada, MS hastalarinda -173 CC
genotipi istatistiksel olarak anlamli bir artis géstermistir ve hastalikla iliskilendirilmistir
(Akcalr ve ark., 2010). MIF’in rol oynadig: diisliniilen diger bir hastalik RA’dir ve
RA’Ih hastalarin sinoviyal fibroblastlarinda matrix metalloproteinazlarinin saliimini
arttirarak RA’daki doku yikimina katkida bulundugu saptanmistir (Kim ve ark., 2007).
Ayrica MIF -794 CATTs.g polimorfizmi ile erken baglangigli RA arasinda anlaml bir
iliski bulundugu tespit edilmistir ve MIF promotor polimorfizmleri (-173 G>C ve -794
CATTsg) arasindaki baglanti  dengesizligi ile yiiksek hastalik  aktivitesi
iliskilendirilmistir (Lamas-Covarrubias ve ark., 2013). 2014 yilinda yapilan bir
calismada otoimmiin hepatit hastalarinda -794 CATTsg alellinin yiiksek ekspresyon
gosterdigi bulunmustur (Assis, 2014). El-Adly ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar
calismada MIF -173 G>C polimorfizminin ¢ocukluk c¢agi astimimna karsi duyarliligi
arastirdihmustir (EI-Adly ve ark., 2016). 2016 yilinda Salem ve arkadaslar1 alopesi
areatal1 hastalarin serum ve cilt lezyonlarinda MIF diizeylerini degerlendirmistir (Salem
ve ark., 2016). Ayrica MIF, sistemik lupus eritematoz, sistemik skleroz, atopik dermatit,
psoriaz vulgaris, vitiligo vulgaris, biillo6z pemfigoid gibi birgok otoimmiin deri hastaligi
ve birgok doku ile iligkilendirilmis olup anlaml farkliliklar saptanmistir (Ma ve ark.,
2013; Shimizu., 2015).
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3.1.3. MIF ve AH iligkisi

AH, Parkinson hastaligi, MS, insan bagisiklik eksikligi-viriis iliskili bunama ve
inme gibi nérodejeneratif bozukluklarda néroinflamasyon ve ndronal 6liimde dnemli rol
oynayabilen MSS hiicrelerinde, kemokinlerin ve reseptorlerinin upregiilatdr olduklarina
iliskin ¢alismalar yapilmis ve desteklenmistir (Azizi ve ark., 2014). Azizi ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada AH'de uzun siireli ve siirekli inflamasyonun
sitotoksik etkilere sahip olabildigi, hastaligin siddetini artirdigt ve hastaligin
ilerlemesini hizlandirdig1 belirtilmistir (Azizi ve ark., 2014). Inflamasyon, AH’li
hastalarda beynin patolojik agidan savunmasiz bolgelerinde agik¢a goriiliir ve bu durum,
lokal c¢evresel inflamatuvar yanitlarin tam karmasikligi ile gerceklesir. Cevrede
dejenerasyon gosteren doku ve oldukca ¢oziinmeyen anormal materyallerin birikmesi,
iltihaplanmanin klasik uyaricilaridir. Benzer sekilde, beyinde hasar goren noronlar ve
nevritler, ¢oziinmeyen amiloid beta peptid yataklari ve norofibriller yumrular, AH’de

inflamasyon i¢in apagik uyaranlara neden olur (Akiyama ve ark., 2000).

Inflamatuvar siireclerin AH nin patofizyolojisinde yer aldigin1 gdsteren merkezi
olay, mikroglia'nin B-amiloid (AP) ve proinflamatuvar sitokinler gibi ¢esitli faktorler
tarafindan aktive olmasidir. Senil plaklar1 ¢evreleyen aktive edilmis mikroglia hiicreleri,
IL-1-beta, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinleri serbest birakir (Bacher ve ark.,
2010). Glutamata bagli eksitotoksisitenin arttirilmasi, uzun siireli potensiyasyonun
engellenmesi (ndronal hasardan sonra islevsel plastisiteyi sinirlar) ve hipokampal
nevrojenezin inhibisyonu dahil ¢esitli mekanizmalar néronal 6lim ve islevsizlige yol

acabilir (Bacher ve ark., 2010).

MIF, proinflamatuar, hormonal ve enzimatik aktivitelere sahip olan, birgok
yerde eksprese edilen bir proteindir. Glukokortikoidlerin etkisini anatagonize eder ve bu
nedenle iltihaplanma tepkisinin bilyiikliigiinii belirlemede merkezi bir rol oynar (Barton
ve ark., 2003). Ilgingtir ki, MIF, AH plaklarinin temel bileseni olan B-amiloid peptid ile
baglantili olarak izole edilmekte ve boylece bu norodejeneratif hastalik i¢in ortaya ¢ikan
bir proinflamatuar etiyoloji teorisini desteklemektedir. Yakin tarihli bir raporda, AH

bireylerin BOS orneklerinde yasa uygun saglikli kontrol hastalarina kiyasla MIF



36

diizeylerinin belirgin sekilde yiikseldigi gosterilmistir (Bacher ve ark., 2010). Ayrica bu
sitokin, iltihaplanma iizerindeki onemli etkisi ile ¢oklu organ islev bozuklugu ve
sistemik inflamatuar cevap sendromunda kritik bir rol oynamaktadir (Catak ve ark.,
2013))
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. CALISMA GRUPLARI

Calismaya; Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Noroloji Anabilim Dali’na bagvuran Alzheimer tanis1 almis 209 hasta alindi.

Noroloji Poliklinigine bagvuran saglikli 133 bireyden kontrol grubu olusturuldu.

4.1.1. Etik Kurul Izni ve Bilgilendirilmis Onam

Arastirmaya katilan tiim bireylere arastirma ile ilgili ayrintili bilgi verilmis ve
onam formu kan Ornegi alinmadan Once imzalatilmistir. Calisma Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi etik kurulu tarafindan

04/03/2015 tarih ve 2015/03 sayili toplantist 15-KAEK-019 numarali karariyla

onaylanmaistir.

4.2. CALISMADA KULLANILAN ALET ve CIHAZLAR

Tez calismasinda kullanilan cihaz isimleri ve markalar1 Tablo 4.1. de ayrintili

olarak gosterilmistir.



Tablo 4.1. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar

CIHAZLAR
Real-Time PZR
PZR (Thermal Cycler)
Bilgisayar
Jel Goriintiileme Cihazi
Santrifiij
Vorteks
Su Banyosu
Hassas Terazi
Manyetik Karistirict
pH Metre
Mikrodalga Firin
Elektroforez Tanki
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Buzdolab1

MARKALAR
(Applied Biosystems Step One Plus)
5 Prime Termal Cycler, SPRIMEG102
Exper, intelcore
Transilluminator
Mikro 120, Hettich Zentrifugen
VELP Scientifica, F20220176
Memmert
KERN, ABJ 220-4M
VELP Scientifica, F20520162
fhanna, 507702
Argelik MD554
Cleaver Scientifica, MHCHOICE
Consort, EV26
Indesit, TN5 FNF

4.3. COZELTILER

4.3.1.Agaroz jel hazirlanmasinda kullanilan Kimyasallar;

1. Agaroz (Invitrogen, Lot:0000230689)

2. Trizma Baz (Bioshop, Lot: 1L.22940)

3. Borik Asit (Carlo Erba, Lot: 0L057180L)
4. EDTA (Amresco, Lot: 3228B038)

5. Ethidium Bromid (Serva, 090107)

6. NaOH (Sodyum Hidroksit) (Riedel- de Haen, Lot: 70440 UN 1823)

38
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4.3.2. Agaroz Jel Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler;

1. 100 ml, 0,5M Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) hazirlanmasi: 18,16 gr EDTA
hassas terazide tartilip, ¢oziinme iglemi igin yaklasik 2g NAOH ilave edildikten sonra
80 ml saf suda ¢oziip 100 ml’ye tamamland: ve pH metre (IHANNA, 507702) ile pH

8’e ayarlandiktan sonra otoklav yapildi.

2. 5XTBE (Tris-Borik Asit-EDTA): 54 gr Tris, 27,5 gr Borik asit ve 100 ml hazirlanan
EDTA c¢ozeltisinden 20 ml ilave edilip bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra 1000

ml’ye tamamlandi.

3. Etidyum bromid soliisyonunun (10mg/ml) hazirlanmasi i¢in; 0,1 gr Ethidium Bromid
10 ml distile su igerisinde bir gece boyunca manyetik karistiricida karistirildi.
Kullanilacak tiipler aliminyum folyo ile kaplandi. Oda sicakliginda veya +4 C de

saklandi.

4.4. PERIFERIK KAN LOKOSITLERINDEN DNA iZOLASYONU

Alzheimer tanis1 almig 209 hasta ile 133 kontrol grubundan alinan 5ml kan
ornekleri, EDTA’l tiiplere koyularak buzdolabinda +4 derecede calisma yapilincaya

kadar saklandi. Bu kandan 200ul almarak invitrogen DNA izolasyon kiti yardimiyla
DNA’lar1 izole edildi.

4.4.1. DNA Izolasyonu I¢cin Kullanilan Sarf Malzemeler

« Invitrogen DNA izolasyon kiti (Thermo Scientific, Lot: 00169383)
* Mikro pipetler ( Thermo, finnepipette )

* 1,5 mI’lik ependorf tiip

* Pipet Uclar1 (10 pl, 100 pl,1000 pl)

* Rak
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* Etiket

* Filtreli Tiip

4.4.2. Kandan DNA Izolasyonunda Kullanilan Protokol
1. EDTA igeren kan drneklerinden 200 ul kan 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alind1.Uzerine
20 pl RNAz ve 20 pl proteinaz K ilave edildi ve vortekslendi.

2. 240 pl olan karigimin iizerine 200 pl Genomic/Lysis Binding Buffer ilave edilerek
homojenizasyon i¢in vorteksleme islemi yapildiktan sonra 55 derece sicakliktaki su

banyosunda 10 dk bekletildi.

3. 440 pl olan karigimin iizerine 200 pl saf etanol (Merck, K3659586) ilave edildikten

sonra homojen olana kadar vorteks yapildi.

4. 640 pl olan karisim filtreli tiipe alinarak 11.000 rpm’de (dakikadaki evir) 1 dk vorteks
yapildi. Boylece DNA’nin filtrede kalmasi ve diger molekiillerin filtreden siiziilmesi

saglandi.

5. Filtre, temiz bir tlipe alinarak tizerine 500 pul Wash Buffer 1(yikama soliisyonu 1)
ilave edildi ve 11.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi.

6. Filtre tekrar temiz bir tiipe alinarak tizerine 500 pl Wash Buffer 2 (yikama soliisyonu

2) ilave edilip 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij yapildi.

7. Filtre temiz bir ependorf tlipline alinarak {izerine 200 pl Elution Buffer (ayristirma
tamponu) ilave edilip 1 dk oda sicakliginda bekletildi ve 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij
yapilarak DNA’nin ependorfa sizmasi saglandi. Sonugta ependorf tiipte yaklagik 25-50
ng/ ul konsantrasyonda 200 pul DNA elde edilmis oldu.
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4.5 KANTITATIF REAL-TIME POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU(gPZR)

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) yeni fliioresan teknikleriyle birlikte yeni
gelismeler nicel veya gercek zamanli PZR'n ortaya ¢ikmasina yol acti (Ramakers ve
ark., 2003). Gergek zamanli PZR, yiiksek hassasiyet, genis dinamik algilama alani ve
diisiik kontaminasyon riski nedeniyle niikleik asit molekiillerinin spesifik tespiti ve
nicelendirilmesi i¢in altin standart olarak kabul gérmeye baslad1 (Yao ve ark.,2006). Bu
teknoloji “kinetik PZR” ve “homojen PZR” isimleriyle de tarif edilmektedir (Giinel,
2007). Teknik, triin kisitlamasi, enzim istikrarsizligi ve reaksiyon bilesenlerinin
azalmasi nedeniyle yaniltict olabilecek son nokta analizlerine dayanmadigi icin gelisim
biyolojisinde ve tibbi teshistelerde, diger kantitatif PZR yontemlerinden daha fazla
tercih edilmektedir (Ramakers ve ark., 2003).

Gergek zamanli PZR'de olusturulan iiriin miktari, olusmus triiniin miktar1 ile
orantili olarak reaksiyona giren floresan boyalarin ve problarin meydana getirdigi
sinyalin reaksiyonun seyri boyunca izlenmesi ile anlasilir (Kubista ve ark., 2006).
Gergek zamanli PZR yapist iki ana gruba ayrilmistir; Birinei grup, SYBR Green I ve
EvaGreen gibi ¢ift sarmalli DNA araya sokma molekiillerini igermekte, ikinci grup
fluorofor etiketli oligoniikleotidleri icermektedir. Bunlar, PZR reaksiyonunda kullanilan
fliioresan molekiillerinin tiiriine gore ii¢ alt gruba ayrilmistir: (1) primer problar
(Scorpions, Amplifluor®, LUX ™, Cyclicons, Angler®); (2) Hidroliz problar (TagMan,
MGB-TagMan, Snake tahlili) ve hibridizasyon problar1 (Hybprobe veya FRET
Molecular Beacons, HyBeacon ™, MGB-Pleiades, MGB-Eclipse, ResonSense®, Yin-
Yang veya yer degistirme); ve (3) niikleik asit analoglar1 (PNA, LNA®, ZNA ™, dogal
olmayan bazlar: Plexor ™ primeri, Tiny-Molekiiler Sinyal). Primer problar, bir primer
veya probu tek bir molekiilde birlestiren oligoniikleotitlerdir ve klasik primerler gibi
islev yaparlar, hibridizasyon problar1 ise hedef DNA’ya baglandiginda 1sima yapar
(Navarro ve ark., 2015). Birgok farkli ticari qPZR tipi bulunmakta olup ayrim yapilma
kriterleri ve tercih edilme sebepleri “eksitasyon” ve “emisyon” dalga boylarmdaki
farkliliklar ve hizlaridir. En ¢ok tercih edilenler “Stratagene M x 3000p, M x 3005p ve
M x 40007, “Applied Biosystems 7300 ve 75007, “Chromo4”, “Smart Cycler”,
“RotorGene”, “LightCycler” dir (Giinel, 2007).
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4.5.1. Tagman Hidroliz Prob Teknigi

gPZR, baglanma asamasinda bir PZR {iriinliniin i¢ bolgesine hibridize olacak
sekilde tasarlanmis floresan rezonans enerji transferi (FRET) problar kullanir. Bir
Tagman floresan probu, 5 'ucuna tutturulmus bir fliiorojenik boya (reporter-haberci) ve
3' ucuna bir séndiiriicti (gencher) molekiilii olan lineer bir oligoniikleotid igerir. Applied
Biosystems kii¢iik oluk baglayici (MGB) problari 5 'haberci boya ve 3' non-floresan
sondiiriici (NFQ) igerir. Tamamlayict DNA kalibina hibridlesmeden sonra, uzatma
sirasinda Taq polimerazin 5'-3 'ekzoniikleaz aktivitesi tarafindan indirgenir ve haberci
boya floresan serbest birakilir ve 1sima yapar. NFQ, kantitatif olarak daha iyi bir
hassasiyetle sonuglanan diisiik arka plan sinyali avantajim1 sunar (Yao, Nellaker ve
Karlsson, 2006). Taqman hidroliz problarinin ¢alisma prensibi Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

;%mooc
flucrescein 57 X quencher

R s i LT AL WL S B R D Ry RO OU W R

Sekil: 4.1. Tagman  Hidroliz  Problarinin  Temel  Calisma  Prensibi
(http://images.slideplayer.biz.tr/11/2947348/slides/slide_18.jpg)

4.5.2. DNA’nin Kantitatif Tayini

Calismada kullanilan DNA 6rneklerinin miktar tayini i¢in Qubit dSDNA BR
Assay Kit 500 ssays 2-1000ng (katalog no: Q326853) kit protokolii uygulanmis olup

Olctimler kit ile uyumlu Qubit 2.0 Fluometer cihazinda hesaplanmaistir.
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4.5.3.MIF rs755622 (-173 G>C) Polimorfizminin Real-Time PZR ile Kantitasyonu

Bu ¢alismada MIF geni -173 G>C polimorfizminin belirlenebilmesi igin hedef
bolgeye Ozgli tasarlanan Tagman prob ve primer ¢iftleri araciligiyla Real-Time PZR

yontemi kullanildi..

MIF -173 G>C polimorfizmi i¢in yapilan Real- Time PZR yo6nteminde

kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 4.2.” de verilmistir.

Tablo 4.2.Calismada Kullanilan Bilesenler ve Miktarlari (Applied Biosystems
StepOnePlus Real-Time PCR systems)

L™ T

Miktar (ul)
5,50 —
0,55
1,10
3,85

Total Miktar "

-
= LI L=

Tedarik¢i firmanin StepOnePlus Real- Time PZR igin 6nerdigi total hacim her kuyucuk
icin 20ul olmalidir. Ancak calismamiz igin seri diliisyon yaparak kullanilan bilesenlerin

miktarlar1 optimize edilmistir ve totol hacim 11l olarak belirlenmistir.

MIF -173 G>C polimofizmi i¢in yapilan Real- Time PZR reaksiyonunda gerekli
olan PZR sartlar Sekil 4.2.de ayrintil1 olarak gosterilmistir

S = e

BFE éncesi oloms prer—— Diongi sathasy DFF somr=st oluma |
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Sekil 4.2. MIF -173 G>C Bolgesi i¢in Kullanilan PZR Programi (Applied Biosystem
StepOnePlus Real-Time PCR systems)
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4.6. MIF -794 CATTs.g (RS5844572) STR (Short Tandem Repeats - Kisa Ardisik
Tekrarlar) BOLGESI iCIN PZR

PZR, in vitro DNA sentezi ile spesifik DNA sekanslarini iissel olarak biiytitmek,
cogaltmak i¢in kullanilan molekiiler teknoloji iriinlerinden biridir. PZR ¢ temel
adimda gergeklesir: 1) DNA fragmaninin yiiksek 1s1 ile ayrilmasi (Denatiirasyon), 2)
Denatiire DNA  zincirlerine iki sentetik oligoniikleotid primerin tavlanmasi
(Hibridizasyon) ve 3) Termostabil bir DNA polimeraz ile primer uzatma
(Polimerizasyon)’y1 icermektedir. Yeni sentezlenen DNA iplik¢ikleri, sonraki adimlarda
DNA sentezinin hedefi olarak kullanilir, ¢linkii bu {i¢ adim siklus sayisina bagli olarak
tekrarlanir (Henson ve French, 1993). Tiim bu basamaklara amplifikasyon islemi denir
(Ulusoy ve Gorgiil, 2006). PZR islemi i¢in hedef DNA kalibi, ¢ogaltilacak DNA
bolgesine spesifik sentetik primerler, yiiksek sicakliga uygun Taq polimeraz veya farkli
bir polimeraz, deoksiniikleotit trifosfat (dNTP), tampon soliisyonu (Ortamin
uygunlugunu ve DNA polimeraz i¢in sabit ortam saglar), iki iyonlu katyonlar (genelde
Mg*?) gerekmektedir (Sambrook, 2001). Bu calismada MIF geni -794 CATTsg
polimorfizminin belirlenebilmesi i¢in klasik PZR yontemi kullanildi. Bu yontem i¢in

kullanilan primerler Tablo 4.3. de verilmistir.

Tablo 43. MIF -794 CATTss Bolgesi igin Kullanilan Primer ve PZR

Uriin Boylar

Gen Ad1 | SNP ID Primerler PZR Uriin
Forward: Boylar1

MIF-794 5S’GCCTGTGATCCAGTTGCTGCCTTGTC-3 | 5 tekrar- 129 bg

(CATTss) | rs5844572 6 tekrar- 133 bg
Reverse: 7 tekrar- 137 bg
5’CCACTAATGGTAAACTCGGGGACCAT-3" | g tekrar- 141 be
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Calismada kullanilan klasik PZR kompenentleri; toplam reaksiyon hacmi
igerisinde 0,2 mM olacak sekilde ANTP karigimi (Thermo Scientific,25 mM), 1U Taq
DNA Polimeraz (Gene All, Lot: TQ016A28007), 1X Reaction Taq Buffer (Gene All
Lot: TB016G15000), 0,8 pmol primerler ve 3ul genomik DNA ve dH,O. Son hacim 25
ul olacak sekilde reaksiyon gergeklestirilir (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. Calismada Kullanilan Klasik PZR Bilesenleri ve Miktarlari

PZR Bilesenleri Miktarlar (ul/Tiip)
Steril su (dH,0) 15,3 ul
Taq Buffer (10xTampon) 2,5ul
dNTP Mix ( 5mM) 1,0 ul
Pimerler (Forward, Reverse) (20pmol/ ul) 1,0 wl
Tag DNA Polimeraz 0,2 pl
Genomik DNA ( 25-5 ng/ ul) 3,0 ul

Reaksiyon sonucunda -794 CATTs.g bolgesi i¢in 129 bg, 133bg, 137 bg, 141 bg.
uzunlugunda tiriinler beklenmektedir. MIF -794 CATTs.g polimorfizminin belirlenmesi

icin kullanilan PZR programi Tablo 4.5. de verilmistir.

Tablo 4.5.MIF -794 CATTs.g Bolgesi i¢in Kullanilan PZR Programi

Sicaklik °C Siire Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 96 2dk
Denatiirasyon 94 30sn
Baglanma 63 45 sn 40
Uzatma 72 30 sn

Son Uzatma 72 7 dk
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Uygulanan PZR kosullar ile belirlenen MIF -794 CATTs.g bolgesine ait PZR iiriinleri
%5 lik 2:3 nusive agaroz jel hazirlanarak jel goriintileme sitemi yardimiyla

gorlntiilendi.

4.7. AGAROZ JEL ELEKROFOREZI

Tipik olarak, agaroz jelleri biiyik DNA fragmanlarint (200 bg'den biiyiik)
ayirmak i¢in kullanilir. Farkli boyutlarda iki DNA fragmani arasindaki mesafe, agaroz
matrisinin konsantrasyonuna bagli olarak belirlenebilir. DNA'nin goreli hareketliligi
oncelikle jelin agaroz konsantrasyonuna, uygulanan akimin kuvvetine, tamponlarin
iyonik kuvvetine ve DNA fragmanlarinin konformasyonuna baglidir. DNA molekiilleri
katilagtirllmis agaroz jelinde olusan kiigiik kutucuklardan gegerler. Genel olarak, kii¢iik
molekiiller daha hizli hareket eder ve daha uzun olanlardan daha uzaga go¢ eder, ciinkii
kiigiik molekiiller, pozitif elektroda dogru hareket etmek i¢in daha az siirtiinmeye
sahiptir. Diisiik jel konsantrasyonu, biiyiik fragmentler i¢in daha iyi ¢oziiniirliik saglar.
Ote yandan, yiiksek jel konsantrasyonlari, uzun fragmanlarm gd¢ hizini azaltirken

kiiciik DNA fragmanlarinin daha iyi ayrilmasini kolaylastirir (Lee ve Bahaman., 2010).

Yapilan bu ¢alismada -794 CATTsg bolgesine ait PZR iiriinleri, Brom Fenol
mavisi ve griserol (BBF, Lot: OLB00) iceren takip boyasi ile %5°lik nusiv- agaroz jele

yiiklenerek sonugclari incelendi.

%35’liikk Agaroz Jel Hazirlanirken; 3gr agaroz (invitrogen, Lot:0000186100) ve
2gr nusiv agaroz (Prona (Gamma Micropor), Lot: 095503PR) hassas terazide tartilip,
100 ml 1x TBE (200ml 5XEDTA + 800 ml distile su) ilave edilerek karigtirildi. Daha
sonra mikrodalga firinda yaklasik 2-3 dk isitilarak ¢oziinmesi saglandi. Tamamiyle
¢oziindiikten sonra oda sicakliginda hafif sogumaya birakildi. DNA’nin jel goriintiileme
cihazinda 1s1ma yaparak goriinmesini saglayan yaklasik 10 ul etidyum bromid hafif
soguyan ¢ozeltiye ilave edildi. PZR firiinlerinin yiiklenecegi kuyucuklarin olusmasi i¢in
elektroforez jel kasetinin iki kenarini kapatmak i¢in yapilmis olan kalin lastik bariyerler
takild1 ve taraklar yerlestirildi. Jel kasetinin igerisine ¢ozelti dokiilerek donmasi igin
yaklagik 20 dk bekletildi. Hazirlanan % 5°lik agaroz jel, kaset icerisinde elektroforaz
tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin igine DNA’nin (-) kutuptan (+) kutupa dogru
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goc¢ etmesini saglayan ve elektriksel ortam i¢in gerekli olan 1XTBE c¢ozeltisinden
konulup DNA vyiiriitme islemi yapildi. MIF -794 CATTsg bolgesi i¢in yapilan PZR
tirlinlerinin her birinden ayr1 ayr yiiklemek tizere 10 pl alinip, PZR firiinlerini jelde
takip etmek ve iirlinlerin jel kutucuklarina oturmasini saglamak i¢in yaklasik 1 pl jel
yiikleme tamponu ile pipetaj yapildi ve PZR fdirlinleri jel kuyucuklarina yiiklendi. PZR
tirlinleri arasindaki baz farklar1 ¢ok az oldugu i¢in 100 Volt’da yaklasik 3 saat kadar
marker esliginde yiiriitiildii. Marker olarak Bolim 4.8’de anlatildigi sekilde DNA

dizilemesi yapilarak boylar1 belirlenen 6rnekler kullanilmistir

Yiirtitme islemi yapildiktan sonra jel, jel goriintiileme cihazina konarak UV 15181

altinda goriiniir hale getirildi ve Quantum ST4 programinda goriintiilendi.

4.8. DNA DIiZiLEME

Dizileme, DNA'nin biiyiik fragmanlarinin otomatik siralanmasi i¢in kullanilan
bir yontemdir. DNA sekans analizi, molekiiler biyologlar i¢in mevcut olan en énemli
araclardan bir1 haline gelmistir. Mevcut siralama teknolojisi, dizi verilerinin hemen
hemen her DNA parcasindan edinilmesini saglar. Bu, tim genlerin ve diger genomik
dizilerin siralamasini degil ayn1 zamanda cDNA'nin dizilendirilmesi ile RNA transkript
dizisinin tanimlanmasina da saglar. Geleneksel DNA siralama teknikleri sekans
belirleme yaklasimlarindaki {ic temel adimi paylasmaktadir. Ik olarak, ilgili
restriksiyon enzimi ile DNA’nin iki iplikcigi birbirinden ayrilir ve uygun radyoaktif bir
madde veya radyoaktif olmayan maddelerle ile isaretlenirler. Ikinci adim reaksiyon
kismidir ve burada farkli boylardaki DNA pargalar iiretilir. Bu fragmentler, siralanacak
DNA tiirlerinin eksik kopyalaridir. Ugiincii adim ise bu DNA fragmentlerini birbirinden
ayirabilecek yiiksek voltajli bir elektroforezde yiiriitiilmesidir. Bu islemde mutlaka ince

bir poliakrilamid jel kullanilmaktadir (Rosenthal ve ark., 2000).
DNA dizilemesi i¢in iki temel yontem kullanilmaktadir:
1) Maxam-Gillbert degredasyon yontemi (kimyasal metod)

2) Sanger dideoksi yontemi (Zincir sonlanmasi reaksiyonlari) (enzimatik metod)
(Rosenthal ve ark., 2000).
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Maxam-Gilbert yontemi, temeli kimyasal bozunmaya dayanan bir dizileme
yontemidir. Bu yontemde uglar1 P* ile isaretlenmis DNA, adenin, sitozin, guanin veya
timin pozisyonlarina spesifik kimyasal ajanlar kullanarak rastgele kirilama tabi tutulur.
Bu yontemde DNA c¢ift veya tek sarmalli olabilir. Bu yoniiyle basglangigta Sanger
yontemine gore daha fazla tercih edilse de teknik sebepler ve zararli kimsayal
kullanimindan dolay1 tercih sebebi olmaktan uzaklagsmistir (Franga ve ark., 2002).
Sanger yonteminin temeli ise enzimatik DNA sentezine dayanir. Dizisi saptanacak
DNA dizisi yeni sentezlenecek DNA dizisi i¢in kalip olarak kullanilir. Yontemde DNA
polimeraz, dNTP’lerle birlikte dANTP (Dideoksiniikleotidler) leri de substrat olarak
kullanir. ddNTPs, DNA zincirlerinin uzatilmasi i¢in gereken 3 'hidroksil grubundan
yoksun olduklar1 i¢in bir sonraki dNTP'nin 5' fosfatiyla bir bag olusturamadiklarindan
dolay1 sonlandirici olarak kullanilirlar (Heather ve Chain., 2016). P* ile isaretli primer
DNA sentezi i¢in bir baslangi¢c noktasi saglayan sablon DNA iizerinde 6zel bir bolgeye
baglanir. DNA polimerazlarinin  varliginda, DNA {izerinde deoksiniikleosid
trifosfatlarin (ANTP) katalitik polimerizasyonu meydana gelir. Polimerizasyon, enzim
biiyliyen zincire modifiye bir niikleotit (sonlandirict veya ddNTP) ekleyene kadar uzar.
Reaksiyonlarin her birinde ¢ok az miktarda modifiye niikleotit kullanildig1 i¢in yeni
zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana gelir. Olusan bu
DNA fragmentleri poliakrilamid jelde yiiriitiilerek dizi analizi saglanir (Franca ve ark.,
2002).

Sekil 4.3’ de Sanger yontemi ayrintili bir sekilde gosterilmistir.

(b)

— :4“ ————_
— DNA

primer
DNA polymerase

R-HAOO>O-HO O >>
00 POHOOPD

Sekil 4.3. Sanger Yontemi (Men ve ark., 2008).
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DNA fragmanlarinin floresan saptamasi, enzimatik DNA sekans analizinde
kullanilan  oligoniikleotid primerine kovalent bagli bir florofor vasitasiyla
gergeklestirilir. A, C, G ve T bazlarina 6zgii reaksiyonlarin her biri i¢in farkli renkli bir
fluorofor kullanilir. Reaksiyon karigimlart birlestirilir ve tek bir poliakrilamid jel
tipliniin altinda birlikte elektroforezlenir, ayrilan DNA floresan bantlar1 tliplin
yakininda tespit edilir ve tiipiin dizilimi dogrudan bilgisayar tarafindan edinilir (Smith
ve ark., 1986). Elektroforetik {initelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik
bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’ nin bulundugu jel matriks bu monokromatik 1s1k
ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ ya baglanan floresan boya 1sik ile taranan
bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda
15181 geri yansitir. Yansiyan bu 1sik demeti bir detektdr tarafindan kaydedilir.
Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da

matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir (Sekil 4.4.), (Sambrook ve ark., 2001).

1}Fealesivon kearism
Primer ve DINA lalibs, DINA polimeraz, dNTE lar,
florclkromle ddN T ler

1 "

Y ] | 3) Kapiler jel sleltroforszinde
o " DMA frasmentlerinin avrilmas

« iy gl
* zincir sonlanma I&-' . |i ;_L_W q- F,
=

TLRAAT W 4)Flovrokromlzon lazer detalsivons

| gl -
Al iwl k] vehesaplamals dizi analizi

e EE L

Sekil 4.4. Dizi Analizinin Sematik Gosterimi (http://www.evrimagaci.org/makale/22)

Bu yontem, bir mikrosatellit olan -794 bolgesine ait DNA boylarini
belirleyebilmek i¢in gerekli olan uygun bir marker olusturmak {izere kullanildi.
Oncelikle MIF geni -794 CATTs.g bolgesi i¢in uygun bir primer dizayn edildi. Dizayn
edilen primerler ile PZR kuruldu. PZR iiriinleri %] lik jelde (0,4 gr agaroz+ 49 mi
TBE+ 2,5 ml gel red eklenerek jel olusturuldu) goriintillendi. PZR programi, kullanilan
reaksiyon bilesimi ve jel goriintiisii sirasiyla tablo 4.6, tablo 4.7 ve sekil 4.5°de ayrintili

olarak verilmistir.


http://www.evrimagaci.org/makale/22

Tablo 4.6: PZR Bilesenleri

Bilesen Miktar

Master Mix (GeneAll, Kot no:544- 005, 10 pl

Lot no: TM016G19001)

DNA 2 ul

Primer F (10 pmol) 1ul

Primer R (10 pmol) 1wl

Total 20 pl
Tablo 4.7: PCR Programi

Sicaklik Stire Dongt

Denatiirasyon 95 °C 40 sn
Baglanma 55,8 °C 30sn 35X
Uzatma 72 °C 30 sn

Sekil 4.5. Dizileme Oncesi Yapilan PZR’a ait %1°lik Jel Goriintiileri
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4.8.2.PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi:

Jel goriintiileme cihaz1 altinda istenilen bantlar alkolle temizlenmis blade ile
kesilir. Kesilen jel parcasi mikrosantrifiij tiipiine konulur. Hassas terazi de tartilir.
Ormegin 100mg ise 300ul (3 volume) GB buffer eklenir. 50°C’de 5-10 dk inkiibe edilir.
Jel pargasinin igerisinde erimesi beklenir. Karisimin rengi sar1 olmaya basladigi zaman
pipetaj yapilir. 1 volume isopropanol eklenip vorteks yapilabilir. Bu asamada santrifiij
yapilmaz. Mix SV kolona aktarilir.1 dakika santrifiij yapilir. 10.000rpm. 700ul den fazla
konulmaz. Eger fazla ise miktari ayn1 islem iki kere tekrarlanir. Collection tiip yenilenir.
Uzerine 500ul GB buffer eklenip 30 saniye santrifiij edilir. Collection tiip yenilenir.
Uzerine 700ul NW Buffer eklenir. 30 saniye santrifiij edilir. Collection tiip yenilenir.
Herhangi bir wash buffer kalma ihtimaline kars1 1 dk santrifiij yapilir. Temiz kisim
etiketli 1.5ml lik eppendorfa aktarilir. Uzerine 50ul EB buffer ya da ddH,O eklenir.
Yiiksek devirde 1 dakika santrifiij edilir. Temiz PZR iiriinleri -20°C’de saklanir (Atlas
Biyoteknoloji) . GeneAll Gel SV (Cat no: 102-150, Lot no:10215L.08056) kiti ile jelden

kesilen bantlar saflastirildi.

PZR fiirtinleri saflastirildiktan sonra dizileme i¢in uygun kosullar saglanarak PZR
kuruldu ve sonuclar degerlendirildi. Dizileme i¢in gerekli olan PZR kosullar1 ve

Reaksiyon bilesimi Tablo 4.8 ve Tablo 4.9’de ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 4.8: Dizileme PZR i¢in kullanilan bilesenler

PZR BILESENLERI

Uriin Miktar

PZR Uriinii Sul
Primer (F/R) (3.2 pmol) lul
Florasan isaretli Dye Terminator 1pl
5X sekans buffer 4nl
ddH,O 2ul
TOTAL 11pl

Tablo 4.9: Dizileme PZR i¢in belirlenen PZR programi
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PZR PROGRAMI
Sicakhk Siire Dongii
On Denatiirasyon 95 °C 30sn
Denatiirasyon 95°C 10 sn
Baglanma 50 °C 5sn 30X
Uzatma 60 °C 4 dk

4.9. iISTATISTIKSEL BULGULAR

Verilerin istatistiksel analizi i¢gin SPSS 16.00 programi ve Winpepi yazilim
programi kullanildi. Tespit edilen genotip dagilimi1 ve Hardy — Weinberg denkligi, Ki
kare testi ile arastirildi. P<0,05’den kii¢iik bulunan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Her iki polimorfizm igin olusan haplotip ve sikliklarinin belirlenmesinde

Arlequin 3.11 yazilim programi kullanildi.

5. ARASTIRMA BULGULARI
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5.1. ARASTIRMA GRUBUNA AIT BULGULAR

Bu tez calismasinda, MIF geninin promotor bdlgesinde bulunan -173 G>C
polimorfizmi Real-Time PZR yontemi ile -794 CATTs.g tekrar bolgesi ise klasik PZR
yontemi kullanilarak belirlendi. Calisma gruplarinin yas ve cinsiyet dagilimi Tablo 5.1.

ve Tablo 5.2. de verilmistir.

Tablo 5.1.Tez Calismasinda Yer Alan Hasta ve Kontrol Gruplarminin Cinsiyete Gore

Dagilimi
Alzheimer N(%) Kontrol N (%) Toplam N (%)
Bireyler 209 (100) 133 (100) 342 (100)
Kadm | 102 (48,80) 65 (48,87) 167 (48,83)
Erkek | 107 (51,19) 68 (51,12) 175 (51,16)

Tablo 5.2.Tez Calismasinda Yer Alan Hasta ve Kontrol Gruplarmmin Yasa Gore

Dagilimi

Ozellikler Alzheimer (%) Kontrol (%)
Yas (Yil) 75,70 74.29
Hafif Evre 59 (30,41)

Orta Evre 78 ( 40,20)

Siddetli Evre 57 (29,38)

Ortalama Hastalik siiresi (Yil) 4,16
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5.2. DNA’NIN KALITATIF TAYINi

Elde edilen genomik DNA’lar % 2’lik agaroz jelde 120V’da 20 dk yiiriitiilerek
analiz edildi. Sekil 5.1.’de gosterildi.

Sekil 5.1. Genomik DNA’nin agaroz jelde yiiriitiilmesi

5.3. MIF -173 G>C (rs755622 ) POLIMORFIZMINE AiT REAL- TIME PZR
VERILERI

Bu ¢aligma kapsaminda 209 Alzheimer hastasi ve 133 kontrol 6rnegi incelenmis
olup, MIF -173 G>C polimorfizmi igin 205 hasta ve 130 kontrol 6rneginden sonug elde
edilebilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarma ait -173 G>C (rs755622) tek niikleotit
polimorfizminin allel spesifik genotiplendirilmesi ‘Allelic Discrimination Plot’ sekil

5.2°de gosterilmistir.
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Aldlelic Discrimination Plot
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Sekil 5.2. MIF -173 G>C Polimorfizminin Allel Spesifik Genotiplendirilme Grafigi.

5.4. MIF -173 G>C LOKUSUNUN iSTATISTIiKSEL ANALIiZ BULGULARI

MIF -173 G>C polimorfizmine ait genotiplendirme i¢in gergelestirilen Real-
Time PZR sonuglar1 Sekil 5.2°de gosterildigi gibi mavi renkteki kutucuklar homozigot
GG genotipini, kirmiz1 renkteki kutucuklar homozigot CC genotipini ve yesil renkteki
kutucuklar heterezigot GC genotipini gostermektedir. Hastalarda homozigot GG
genotipinin goriilme sikligi  %70,73 (145) iken kontrol grubunda goriilme sikligi
%60,76 (79); hasta grubunda homozigot CC genotipinin goriilme siklig1 %2,43 (5) iken
kontrol grubunda goriilme siklig1 %3,84 (5); hasta grubunda heterozigot GC genotipinin
goriilme siklig1 %26,82 (55) iken kontrol grubunda %35,38 (46) olarak belirlenmistir.
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Calisma grubuna ait allel frekanlart incelendiginde ise hasta grubunda G allelinin
goriilme sikligr %84,14 (345), C allelinin goriilme sikligt %15,85 (65) olarak
bulunmustur. Kontrol grubunda ise G allelinin gériilme siklig1 %78,46 (204), C allelinin
goriilme siklig1 % 21,53 (56) olarak bulunmustur.

-173 G>C polimorfizmi genotip ve allel dagilimi bakimindan Kkarsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamistir. MIF -173 G>C polimorfizmi i¢in

genotip ve allel dagilimi Tablo 5.3°de ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 5.3. -173 G>C polimorfizmine ait genotip ve allel dagilim verileri

Sikhig1 Hasta Grubu Kontrol Grubu P
N: 205 (%) N: 130 (%)
Genotip
GG 145 (70,73) 79 (60,76)
GC 55 (26,82) 46 (35,38) p=0,060
cC 5 (2,43) 5 (3,84)
Hardy-Weinberg p=0.094 p=0.59
Denkligi
Allel
G 345 (84,14) 204 (78,46)
C 65 (15,85) 56 (21,53) p= 0,064
55. MIF -794 CATTsg (rs5844572) POLIMORFIZMININ KLASIK PZR
VERILERI

MIF -794 CATTss STR bolgesi igin galisilan 209 hasta ve 133 kontrol

orneginden 173 hasta ve 88 kontrol 6rnegi i¢in genotipleme yapilabilmistir.

MIF promotor bolgesinde yer alan -794 CATTsg bir tekrar bolgesidir ve 5-8
tekrarlarinin farkli kombinasyonlar1 beklenmektedir. Uriinler arasinda 4 bg gibi kiiciik

bir fark bulunmakta olup bu farki ayirt edebilmek igin poliakrilamid jel gerekmektedir.
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Universitemiz imkanlar1 ve biitgemiz dahilinde poliakrilamid jel uygulamasi
yapitlamadigr icin DNA dizileme yontemi kullanilarak iirlinlerimizin boyunu
belirleyebilecegimiz markerlar olusturulmak tizere hasta ve kontrol gruplarindan
sectigimiz 6rneklerimiz dis merkeze (ATLAS Biyoteknoloji) gonderildi. Olusturulan bu

markerler baz alinarak diger drneklerimize ait sonuglar degerlendirildi.

Dizileme sonucunda homozigot olarak belirlenen 5 tekrar igeren ornek sekil

5.3.’de verilmistir.
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Sekil 5.3 Dizileme sonucu elde edilen ve marker olarak kullanilan 5 tekrara ait dizileme
goruntisu

M

Dizileme sonucunda heterozigot olarak belirlenen 6/7 tekrar igeren drnek sekil
5.4.°de verilmistir.

Sekil 5.4. Dizileme sonucu elde edilen ve marker olarak kullanilan 6/7 tekrara ait

dizileme goriintiisii
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Sekil 5.5° de dizilemeye gonderilen Orneklerden olusturulan markerler ve

belirlenen genotipler gosterilmistir.

Sekil 5.5. Markerlerin ve genotiplerin Agaroz Jelde Gosterilmesi

5.6. MIF -794 CATT5.5 ISTATISTIKSEL ANALIZ BULGULARI

MIF -794 CATTs.g polimorfizmine ait genotiplendirme bulgularina gore; toplam
bes genotip (5/5, 6/6, 5/6, 5/7 ve 6/7) belirlenmistir. 5/5 genotipinin hastalarda goriilme
sikligi %8,09 (14) ve kontrol grubunda goriilme sikligr %15,90 (14); hasta grubunda
homozigot 6/6 genotipinin goriilme sikligr %39,30 (68) iken kontrol grubunda %30,68
(27); hasta grubunda heterozigot 5/6 genotipinin gorilme sikligi %37,94 (57) iken
kontrol grubunda goriilme sikligi %28,40 (25); hasta grubunda heterozigot
5/7genotipinin goriillme sikhigr %8,09 (14) iken kontrol grubunda %6,81 (6); hasta
grubunda heterozigot 6/7 genotipinin gorilem sikligi %11,56 (20) iken kontrol
grubunda %18,18 (16) olarak belirlenmistir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip
dagilimi bakimindan anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,70). Calisma grubuna ait
allel frekanlar1 incelendiginde ise hasta grubunda 5 allelinin goriilme sikligi %28,61
(99), 6 allelinin goriilme sikligr % 61,56 (213), 7 allelinin gériilme siklig1 %9,82 (34)
olarak bulunmustur. Kontrol grubunda ise 5 allelinin goriilme sikligi %33,52 (59), 6
allelinin gorilme sikligi % 57,97 (95), 7 allelinin goriilme sikligr %12,5 (22) olarak
bulunmustur (p=0,10). -794 CATTsg STR bolgesi genotip ve allel dagilimi bakimindan
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamistir. -794 CAT T s
STR bolgesi i¢in genotip ve allel dagilimi Tablo 5.4’de ayrintili olarak gosterilmistir.
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Genotip Hasta Grubu Kontrol Grubu p
N: 173 (%) N:88(%)

5/5 14 (8,09) 14 (15,90)

5/6 57 (37,94) 25 (28,40)

517 14 (8,09) 6 (6,81) 0=0,70
6/6 68 (39,30) 27 (30,68)

6/7 20 (11,56) 16 (18,18)

Allel
5 99 (28,61) 59 (33,52) p=0,10
6 213 (61,56) 95 (57,97)
7 34 (9,82) 22 (12,5)

Hasta ve kontrol gruplart MIF -173 G>C ve MIF -794 CATTs.g bolgeleri ikili
genotip ve haplotip agisindan da karsilagtirilmistir. Bu karsilastirmaya incelenen her iki
polimorfizm bakimindan sonug¢ elde edilen 6rnekler dahil edilmis olup toplamda 170
hasta 87 kontrol karsilagtirilmigtir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda MIF-173 G>C ve
MIF -794 CATTs.g ikili genotip agisindan karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlaml
farklar bulunmustur (p<0,05) (Tablo 5.5.). Hasta grubunda 6/6- GG ikili genotipi
(%31,76) kontrol grubuna nazaran (%18.40) anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur
(p= 0,026). Kontrol grubunda ise 6/7- GG (%6,90) ve 5/5- GC (%5,74) ikili genotipleri
hasta grubuna nazaran (sirasiyla, %1,17 ve 0) anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur
(sirastyla, p=0,020 ve p=0,004). Diger ikili genotipler agisindan da hasta ve kontrol
grubunda farkliliklar saptansa da, bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildir.



Tablo 5.5. Hasta ve kontrol gruplarinin MIF -173 G>C ve MIF -794 CATTs.g ikili

genotip karsilastirmasi

Genotipler AH Eontrol OR; 95%(C1

MIF-173/MIF-794 170¢%) 87 (%)
£6-GC 40728 82%) 2172414 %) NA NA
55-CC 13(7.64%) 9(10,34%) NA NA
57-GC 2117%) 1(1,14%) NA NA
6/6-GC 12(7 05%) 89, 1%%) NA NA
5/6-CC 7(4.11%) 44 60%) NA NA
57-CC 11(6.47%) 4(4,60%) NA NA
&/7-CC 15(8,82%) O(10,34%) NA NA
6/6-CC 1(0,5%) 2(2.29%) NA NA
56-CC 0 0 NA NA
5/5-CC 0 0 NA NA
&7-CC 100, 5%) 141, 14%) NA NA
&7-CC 3(1,76) 141, 14%) NA NA

Hasta ve kontrol gruplart MIF -173 G>C ve MIF -794 CATTss

polimorfizmlerinin olusturduklart haplotipler agisindan karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli farklar bulunmustur (p<0,05). 6-G haplotipinin gériilme sikligi hasta

grubunda (0,5494) kontrol grubuna nazaran (0,4406) daha yiiksek bulunmustur
(p=0,025). Konrol grubunda ise 7-G (0,00483) ve 5-C (0,0463) haplotipleri hasta
grubuna gore (sirasiyla, 0,0126 ve 0,0062) anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur

(swrastyla, p=0,026 ve p= 0,003). Hasta ve kontrol grubunda diger haplotipler acisindan

da farkliliklar bulunmakla birlikte bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildir.

Tablo 5.6’da hasta ve kontrol gruplarinin MIF -173 G>C ve MIF -794 CATT5-8

haplotip karsilastirmasi ve sikliklar1 gosterilmistir.
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Tablo 5.6. Hasta ve kontrol gruplarinin MIF -173 G>C ve MIF -794 CATTsg haplotip

karsilastirmasi ve sikliklari

Haplotip

AH

Kontrol

OR, 95%CI

5-G

6-C

0,2762

0,0682

0,2928

0,0939

NA

NA

NA

NA

7-C

0,0874

0,0781

NA

NA
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6. TARTISMA ve SONUC

Ik kez 1906'da Alois Alzheimer tarafindan tanimlanan AH, anormal tau
proteininden olusan hiicre igi serebral norofibriller yumrular ve amiloid pettidlerdeki
ekstraseliiler plaklarla kendini gosteren, biligsel ve davranis bozuklugu ile karakterize
edilen ve yavas yavas ilerleyen norodejeneratif bir bozukluktur (Rubin ve Glazer,
2016). AH bunamanin en yaygin nedenidir ve en yaygin norodejeneratif bozukluktur.
Su anda demans nedeniyle magdur olan yaklasik 47 milyon kisinin % 75'inden AH
sorumludur ve diinya ¢apindaki gayri safi yurti¢i hasilanin % 1, 9'unu olusturan kiiresel
bir maliyeti vardir, dolayisiyla diinya ¢apinda 6nemli bir saglik ve ekonomik sorun

olusturmaktadir (Decker ve Mufioz-Torrero, 2016).

AH icin prevalans oranlar yasla birlikte katlanarak yiikselir ve 65 yasindan
sonra belirgin sekilde artar. 60-85 yas arasindaki AH’nin prevalansinda demans
prevalansina kiyasla yaklagsik 15 kat artis vardir (Evans ve ark., 1989). AH’de 6nemli
bir faktor olan iltithaplanma kavrami, lezyonlarla iliskili otrodestratif degisikliklerin
postmortem bulgularina ve antiinflamatuvar ajanlarin koruyucu etkisinin epidemiyolojik
kanit1 tizerine kurulmustur. IL-1a, IL-Ip, IL-6, TNF-a, a2-makroglobiilin (A2M) ve ai-
antikimotripsin (ACT) gibi inflamatuar sitokinler AH'li hastalardan alinan dokularda
up-regiile edilir ve AH lezyonlariyla belirgin sekilde iligkilidir. AH ile etkilenen
beyindeki norofibriler yumaklar ve senil plaklarla birlikte immunohistokimyasal olarak
saptanirlar (McGeer ve McGeer, 2001).

MIF ise dogustan gelen ve adaptif imminitenin diizenlenmesinde yer alan
pleiotropik bir sitokindir. Baglica faaliyetleri, glukokortikoidlerin bagisiklik-baskilayici
ve anti-inflamatuar etkilerini tersine diizenlemek ve makrofajlarin aktivasyonla
indiiklenen apoptozunu inhibe etmektir. Hayvan modellerinde MIF'in genetik
susturulmasi, IL1P, IL-12 ve TNF-a gibi monosit / makrofajdan tiiretilen aracilarin
tretiminde global bir azalmaya neden olur ve MIF'in inflamatuar kaskatin upstream
diizenleyicisi olarak roliinii teyit eder. MIF’in ifadesi, insanlarda gecikmis asir1

duyarlilik ve hiicresel bagisiklik ile iligkilidir. MIF’in inflamasyon sahasinda
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ekspresyonu, makrofajlarin konak savunmasini diizenleyici olarak araci rol oynadigin

destekler (Wang ve ark., 2013).

MIF’in inflamatuvar bir sitokin olmasi, birgok otoimmiin inflamatuvar hastalikla
iligkilendirilmesi AH ve MIF arasindaki olasi iligkiyi akla getirmekte ve arastirma

konusu olmaya itmektedir.

Bu tez ¢alismasinda MIF geninin en yaygin iki varyanti olan MIF -173 G>C ve -
794 CATTs.g polimorfik bolgelerinin AH ile olan olasi iliskisini degerlendirdik. Yapilan
Real-Time PZR ve Klasik PZR verilerine gore her iki polimorfizm ile AH arasinda ayr1
ayrt anlamli bir iliski bulunamamistir. Fakat yapilan ikili genotip ve allel
karsilastirmasinin -~ sonuglari AH ve MIF arasinda bir iliski olabilecegini

disiindiirmektedir.

Literatiirii taradigimiz kadariyla MIF -173 G>C polimorfizimi ve AH arasinda
yapilan calismalarin az oldugu, bu iliskinin farkli etnik koékene sahip bireylerde
arastirilmadig gozlenmistir. Ayrica MIF’e ait diger bir lokus olan -794 CATTsg STR
polimorfizmi ile AH arasinda olasi1 iliskiyi arastiran bir caligmanin bulunmadig

saptanmuistir.

Calismamizin sonuglart daha ayrintili incelendiginde ise MIF -173 G>C
polimorfiziminin genotip dagiliminda hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark
saptanmamistir (p=0,060). MIF -173 G>C polimorfizminin ayri ayri genotipleri
bakimindan GG genotipinin hasta grubunda (%70,73) kontrole nazaran (%60,76) daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Kontrol grubunda ise C alleli iceren genotipler: GC
genotipi (%26,82 ve %35,38) ve CC genotipi (%2,43 ve %3,84) daha yiiksek
bulunmustur. Fakat her {ic genotip bakimindan da hasta ve kontrol gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.

Allel sikliklar1 bakimindan G allelinin hasta grubunda (%84,14) kontrole
nazaran (%78,46) daha yiiksek oldugu bulunmustur. Genotip ve allel sonuglarina
baktigimiz zaman, G allelinin resesif olarak varligi hastaliga yatkinlikla iliskili
olabilecegi yorumu yapilabilir. Fakat istatisiksel olarak allel dagilimina bakildiginda da
anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,064). Her ne kadar elde ettigimiz sonuglar MIF

15755622 polimorfizminin AH ile iligkisi olmadig1 sonucunu ortaya ¢ikarsa da, 6zellikle
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kontrol grubundaki 6rnek sayimizin gorece daha az olmasi ¢aligmalarin daha fazla
sayida ornekle tekrarlanmasi ihtiyacint dogurmustur. Literatlirdeki ilgili calismalara
baktigimiz zaman, 2004 yilinda Flex ve arkadaslarinin MIF-173 G>C polimorfizminin
Italyan toplumunda 116 AH hastas1 ve 184 kontrol grubu ile yaptiklari ¢alismanin
sonuglarinin istatistiksel olarak bizim sonuglarla uyumlu oldugu (Genotip: p=0,93,
Allel: p=0,89), fakat sirasi ile GG, GC ve CC genotip dagilimlar1 (Hasta: 68,1%, 25,0%,
6,9%; Kontrol: 69,0%, 23,4 %, 7,6%) ve allel dagilimlar1 (Hasta: G-80,60, C-19,4;
Kontrol: G-80,7%, C-19,3%) agisindan biraz farkliliklar oldugu tespit edilmistir. -173
G>C bolgesi icin buldugumuz sonuglar Flex ve arkadaglarinin ¢alisma sonuglart ile
karsilastirildiginda Flex ve arkadaslarinin ¢aligmasinda hem ayri ayri genotip, hem de
allel sikliklar1 bakimindan hasta ve kontrol gruplari arasinda neredeyse hi¢ fark
gbzlenmezken, bizim calismamizda, istatistiksel olarak anlamli olmasa da, hasta ve

kontrol arasinda 6nemli farkliliklar bulunmustur.

2014 yilinda Flex ve ark.’larinin 533 AH hastas1 ve 713 konrol grubunun dahil
edildigi calismada aralarinda MIF’in de oldugu bircok gen ile AH iliskisi arastirilmistir.
Calismada -173 G>C polimorfizmine ait genotip dagilimi incelendiginde, GG genotipi
hasta grubunda %64,0 (341), kontrol grubunda %69,7 (497) olarak, GC genotipi hasta
grubunda %30,6 (163), kontrol grubunda %26,4 (188) olarak ve CC genotipi hasta
grubunda %05,4(29), kontrol grubu ise %3,9 (28) olarak bulunmustur. Calismada IL6,
IL1B, CCL2, CCL3, SELE, ICAM1, MMP3 ve MMP9 gen polimorfizmleri ile AH
arasinda istatistiksel bir iliski bulunmasina ragmen MIF’in -173 G>C polimorfizmi ile
kesin bir iliski bulunmamistir (Flex ve ark., 2014). Bizim ¢alisma sonuglarimiz ve Flex
ve arkadaslariin c¢alisma sonuclar1 karsilastirildiginda, GC ve CC genotipi bizde
kontrol grubunda daha yiiksek oranda bulunurken, Flex ve arkadaslarinin ¢alismasinda
hasta grubunda daha yiiksek oranda bulunmustur. GG genotipi ise bizde hasta grubunda
yiiksek c¢ikarken, Flex ve arkadaslarinda konrol grubunda yiliksek ¢ikmustir. Yapilan
caligmalarda elde edilen farkli sonuglarin etnik farkliliklardan, caligma grubunu
olustururken kullanilan kriter farkliliklarindan ve 6rnek sayisindan kaynaklanabilecegini

diistinmekteyiz.

Popp ve arkadaglarinin ¢alismasinda ise MIF iiretiminin AH baslangicinda erken

diizenlenip  diizenlenmedigini  belirlemek i¢in ELISA ile MIF diizeyleri
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degerlendirilmistir. Calismaya AH hastaligi olan 31 hasta, amnestik hafif bilissel
bozuklugu olan 28 hasta ve biligsel acikliklari olmayan 19 kontrol katilmistir. Ek olarak,
hem MIF tarafindan yukari regiile edildigi hem de AH patofizyolojisinde yer aldigi
diisiiniilen inflamatuar mediator TNF-a, IL-6 ve IFN-c'nin BOS konsantrasyonlar1 da
Olciilmiistiir. Beyin omurilik sivisindaki, MIF seviyeleri karsilastirildiginda Alzheimer

grubunda MIF seviyesinin yiiksek oldugu bulunmustur (Popp ve ark., 2009).

Bacher ve arkadaslar1 tarafindan NCDMS ve DSM-IV Alzheimer tipi demans
kriterlerine gore muhtemel AH igin klinik tan1 6l¢iitlerini karsilayan 7 hasta ve 7 kontrol
hastasi ile yapilan ¢alismada, kisilerin serebral omurga sivisinda 6rneklerindeki MIF
proteininin yiikselmis seviyeleri arastirilmistir. ELISA veya Western blot kullanilarak
degerlendirilen MIF seviyeleri, kontrol ve hasta gruplart karsilastirildiginda MIF
proteinin anlamli bir artisin1 gostermistir (p<0,001). Bu calisma AH ilerlemesinde
merkezi bir rol oynadigi diisiiniilen, proinflamatuvar MIF ile AP agregalarinin
toksisitesi arasinda islevsel bir baglant1 saglayan ilk rapordur. Noronal ve mikroglial
hiicrelerdeki endojen MIF'in engellenmesi, her iki hiicre tipinde Af'ya bagli toksisiteyi
onlemistir. Sonuglar, MIF ile AH'in ilerlemesi arasinda benzer bir baglantinin in vivo’da
var olabilecegini ve Afmin toksisitesinin direkt olarak artmus MIF ifadesine

baglanabilecegini gostermektedir (Bacher ve ark., 2010).

Calismamizin -794 CATTsg STR polimorfizmine ait verileri incelendiginde,
genotip dagiliminda hasta ve kontrol gruplari arasinda anlaml bir fark saptanmamistir
(p=0,70). MIF -794 CATTs.g polimorfizminin ayri ayr1 genotipleri incelendiginde hasta
grubunda 5/6 genotipi (%37,94), 5/7 genotipi (%8,09), 6/6 genotipi (39,30) kontrol
grubuna nazaran (sirasiyla %28,40, %6,81 ve %30,68) daha yiiksek bulunmustur.
Kontrol grubunda ise 5/5 genotipi (%15,90) ve 6/7 genotipi (%18,18) hasta grubuna
nazaran (sirastyla, %8,09 ve %11,56) daha yiiksek bulunmustur. Fakat her bes genotip
bakimindan da hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamustir.

Allel sikliklar1 bakimindan hasta grubunda 6 alleli (%61,56) kontrol grubuna
nazaran (%57,97) daha yiiksek bulunmustur. Kontrol grubunda ise 5 alleli (%33,52) ve
7 alleli (%12,5) hasta grubuna nazaran (%28,61 ve %9,82) daha yiiksek olarak

bulunmustur. Bu sonuglara gore, 6 allelinin varligi hastaliga yatkinlikla, 5 ve 7
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alellilinin varlig1 ise hastaliga kars1 olan direngle iliskili olabilir, yorumu yapilabilir.
Fakat, istatistiksel allel dagilimina bakildiginda anlamli bir fark olusturmamaktadir
(p=0,10).

Bu calismada ayrica incelenen lokuslar bakimindan ikili genotip ve haplotip
karsilastirmas1 yapilmistir. Oncelikle her iki lokus bakimindan genotipleri tespit edilen
ornekler kullanilarak ikili genotipler ve bunlarin sikliklar1 belirlenmistir. Bu nedenle
ikili genotip ve haplotip calismasinda degerlendirilen 6rnek sayisi (170 hasta ve 87
kontrol) toplam 6rnek sayisindan daha diisiik olmustur. Tespit edilen 15 ikili genotipten
li¢ tanesinin (6/6-GG, 6/7-GG, 5/5-GC) goriilme sikligi bakimindan hasta ve kontrol
gruplari arasinda istatistiksel anlamli fark oldugu tespit edilmistir. 6/6- GG ikili genotipi
hasta grubunda (%31,76) kontrol grubuna nazaran (%18,40) daha yiikksek bulunmustur
(p=0.026). Kontrol grubunda ise 6/7-GG (%6,90) ve 5/5- GC (%5,74) ikili genotipleri
hasta grubuna nazaran (%1,17 ve 0) daha yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,020 ve
p=0,04).

Haplotip ¢alismasinda ise bu iki polimorfizm bakimindan 6 farkli allel
birlikteligi saptandi. Bu haplotiplerden 6-G, 7-G ve 5-C haplotipleri Alzheimer hastalari
ve saglikli bireyler ile kiyaslandiginda anlamli sonuclar elde edilmis olup, hastaliga
yatkinlik veya hastaliga yakalanma riskine etki edebilir, yorumu yapilabilir. Hasta
grubunda 6-G haplotipi (0,5494) kontrol grubuna goére (0,4406) daha yiiksek
bulunmustur (0,025). Kontrol grubunda ise 7-G haplotipi (0,0483) ve 5-C haplotipi
(0,0463) hasta grubuna nazaran (sirasiyla, 0,0126 ve 0,0062) daha yiiksek bulunmustur
(swrasiyla, p= 0,026 ve p= 0,003). MIF G/7 CATTs.g ve MIF C/5 CATTs.g haplotipleri
icin OR’ler sirastyla 0.25 ve 0.12 olarak saptanmistir. Bu sonuglara gére MIF G/6
CATTs.g haplotipi artmis AH riski ile MIF G/7 CATTs.g ve MIF C/5 CATTs.g ise AH
riskinde azalma ile iliskilidir. Bu ikili genotip ve allel birliktelik frekans ve sikliklar1 ilk

kez Tiirk toplumunda belirlenmistir.

Sakaue ve arkadaglarinin 2006 yilinda MIF ve obezite ilikisini arastirdiklar
calismada MIF -173 G>C ile obezite arasinda bir iliski bulunmamistir. MIF -794
CATTsg tekrar bolgesinde ise MIF 5-CATT alleli olmayan genotipler obez kisilerde
daha sik olarak bulunmustur. ki promotér polimorfiziminin haplotiplerine bakildiginda

sonuglar MIF G/5- CATTsg (p=0,025) ve MIF G/6-CATTsg (p=0,028)’nin obezite ile
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iligkisinin oldugunu gostermistir (Sakaue ve ark., 2006). Swanberg ve arkadaslarinin
yaptiklar1 c¢alismada Onceki ¢aligmalara dayanarak MIF C/7- CATTs.g haplotipinin
inflamatuvar artrit, skleroderma, atopi, prostat kanseri, sedef hastaligi, astim ve sistemik
lupus eritramatozus ile iliskisinin oldugu belirtilmis ve buna dayanarak MIF promotor
polimorfizimleri ile kemik mineral yogunlugu arasindaki iliski arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara géore MIF C/7-CATTs.g haplotipi artan kemik kayb1 oran ile iligkili
olarak bulunmustur (p<0,005) (Swanberg ve ark., 2010). Kim ve arkadaslari 2016
yilinda Koreli atopik dermatit hastalarinda MIF promotor polimorfizmleri ile total IgE
diizeyleri arasindaki iliskiyi arastirmistir. Verilere gore MIF -173 C alleli ile MIF C/5-
CATTs.g ve MIF C/7-CATTs.g haplotiplerinin artmis atopik dermatit riski ile iligkili
bulunmustur (Kim ve ark., 2016). Tiim bu bilgiler haplotip analizinin ne kadar énemli

oldugunu ve arastirma sonuglarini ne kadar etkiledigini gostermistir.

Sonug olarak, yaptigimiz ¢alisma MIF -173 G>C polimorfizminin Tirkiye’de,
MIF -794 CATTs.g STR polimorfizminin ise diinyada AH ile iliskisinin incelendigi ilk
calismadir. Her ne kadar tek tek polimorfimleri ile AH arasinda iliski tespit edilemese
de, polimorfizmlerin toplumlar arasinda farklilik gosterebildigi ve bu farkhiliklarin
onemli olabildigi hem daha onceki ¢alismalarda hem de bizim sonuglarimizda
gosterilmistir. Bu ¢alismanin ¢ok énemli diger bir sonucu da ¢alismanin ikinci kisminda
yaptigimiz ikili genotip ve haplotip analizleri ile ortaya cikmistir. Buradan elde
ettigimiz veriler, bir gendeki tek tek polimorfizmlerin ¢esitli hastalik veya karakterlere
etkisinin incelenmesinin yani sira, o gendeki diger polimorfizmlerle birlikteliginin
etkisinin aragtirilmasinin ¢ok 6nemli oldugunu gostermistir. Nitekim bizim c¢aligmada
incelenen MIF geninin iki lokusunu tek tek ele aldigimizda AH hastalig: ile iligkili
olmadig1 sonucu ¢iksa da, ikili genotip ve haplotip karsilastirmasi ile elde ettigimiz
sonuglar bunun tam tersini isaret etmektedir. Boylece, ikili genotip ve haplotip
sonuglarma gore MIF geninin AH iizerine etkisinin olabilecegi sonucu ¢ikmistir. Bu
sonuglarin teyidi i¢cin hem polimorfizm caligmalarinin farkli irk ve etnik kokenlerde
farklilik gostermesi hem de farkli genotip ve allel birlikteligi bakimindan AH ve MIF
iligkisini arastiran ilk ¢alisma olmasi sebebiyle benzer ¢alismalarin gorece daha fazla
sayida ve dengeli bir kontrol grubuyla ve farkli etnik kokenlerde tekrarlanmasina ihtiyag

vardir.



68

KAYNAKLAR

Adlard, P., Perreau V., Pop, V. ve Cotman, C. 2005. Voluntary Exercise Decreases
Amyloid Load in a Transgenic Model of Alzheimer’s Disease. The Journal of
Neuroscience, April 27, 25 (17): 4217- 4221, 4217.

Adlard, P., Tran, B.A., Finkelstein, D. I., Desmond, P. M., Johnston,LA., Bush, Al.
ve Egan, G. F. 2014. A review of P-amyloid neuroimaging in Alzheimer's
disease. Journal List, Front Neurosci, Volume 8, Article 327.

Aeberli, D., Leech, M. ve Morand, E. 2006. Macrophage migration inhibitory factor and

glucocorticoid sensitivity. Advance Access publication, 45: 937-943.

Akcali, A.Pehlivan S., Pehlivan, M., Sever, T. ve Neyal M. 2010. Association of
macrophage migration inhibitory factor gene promoter polymorphisms with
multiple sclerosis in Turkish patients. J Int Med Res 38(1):69-77.

Akiyama, H., Barger, S., Barnum, S., Bradt, B., Bauer, J., Cole, G. M. ve ark., 2000.
Inflammation and Alzheimer's disease. Neurobiol Aging. 2000 May-
Jun;21(3):383-421.

Almeida, O. P.ve Shimokomaki, C.M. 1997. Apolipoprotein E4 and Alzheimer's
Disease Arg Neuropsiquiatr, 1997; 55(1): 1-7.

Alzheimer’s disease facts and figures 2012.Alzheimer’s Association Report.
Alzheimer’s & Dementia Volume 8, Issue 2, March 2012, Pages 131-168.
Alzheimer’s Disease Facts and Figures 2013.Includes a Special Report on long-distance

caregivers. Alzheimer’s Association, 2013 Alzheimer’s Disease Facts

and Figures, Alzheimer’s & Dementia, Volume 9, Issue 2.



69

Alzheimer’s Disease Facts and Figures 2015. Includes a Special Report on Disclosing a
Diagnosis of Alzheimer’s Disease. Alzheimer’s Association. 2015 Alzheimer’s
disease Facts and Figures. Alzheimer’s & Dementia 2015;11(3)332.

Alzheimer’s Disease Facts and Figures 2016. Includes a Special Report on the Personal
Financial =~ Impact  of  Alzheimer’s on  Families. = Alzheimer’s
Association.2016Alzheimer’s Disease Facts and Figures. Alzheimer’s &
Dementia 2016;12(4).

Assis, D., Leng L., Du, X., Zhang, CK., Grieb, G., Merk, M.ve ark ., 2014. The role of
macrophage migration inhibitory factor in autoimmune liver disease. Hepatology
59(2):580-91.

Azizi, G., Khannazer, N. ve Mirshafiey, A. 2014. The Potential Role of Chemokines in
Alzheimer’s Disease Pathogenesis. American Journal of Alzheimer’s Disease &
Other Dementias® 2014, Vol. 29(5) 415-425.

Bacher, M., Deuster, O., Aljabari, B., Egensperger, R., Neff, F., Jessen, F. ve ark.,
2010. The Role of Macrophage Migration Inhibitory Factor in Alzheimer’s
Disease. Molmed 16 (3-4)116-121.

Bagyinszky, E., Park, S. A., Kim, H.J., Choi, S.H., An, S. S. ve Kim, S.Y. 2016. PSEN1
L226F mutation in a patient with early-onset Alzheimer’s disease in
Korea.Clinical Interventions in Aging 2016: 11 1433-1440.

Bagyinszky, E., Youn, Y. C., An, S. S. ve Kim S.Y. 2016.Mutations, associated with
early-onset Alzheimer’s disease, discovered in Asian countries. Clinical

Interventions in Aging 2016: 11 1467-1488.



70

Barton, A., Lamb, R., Symmons, D., Silman, A., Thomson,W., Worthington J.ve Donn,
R.2003.Macrophage migration inhibitory factor (MIF) gene polymorphism is
associated with susceptibility to but not severity of inflammatory polyarthritis.
Genes and Immunity (2003) 4, 487-491.

Becher, B., Spath, S. ve Goverman. J. 2016. Cytokine networks in neuroinflammation.
Nature Reviews Immunology (2016) doi:10. 1038/nri.2016.123.

Bernhagen, J., Calandra, T., Mitchell, R. A. ve ark., 1993. MIF is a pituitary-derived
cytokine that potentiates lethal endotoxaemia. Nature, 365: 756-759.

Bertram, L.ve Tanzi, R. 2008. Thirty years of Alzheimer's disease genetics: the
implication of systematic meta-analyses. Nat Rev Neurosci Oct;9(10):768 78.

Bruni, A.C., Bernardi, L., Colao, R., Rubino, E., Smirne, N., Frangipane, G. ve ark.,
2010. Worldwide distribution of PSEN1 Met146 Leu mutation. Neurology. 2010
Mar 9; 74(10): 798-806.

Calandra, T., Bernhagen, J., Mitchell R. ve Bucala, R. 1994. The Macrophage Is an
Important and Previously Unrecognized Source of Macrophage Migration
Inhibitory Factor. J. Exp. Med Volume 179 June,1895-1902.

Clarkson, A.ve Sutherland, B.2005. The biology and pathology of hypoxia-ischemia: an
update. Arch Immunol Ther Exp 53,213-225.

Calapoglu, N.ve Calapoglu, M. 2009. Alzheimer hastaliginda kemokin ve kemokin
reseptorlerinin rolii. S.D.U. Tip Fak. Derg.16(4)/ 39-44.

Coon, K., Myers, M.,Webster, J., Pearson, J., Hu Lince, D.ve ark., 2007. A High-
Density Whole-Genome Association Study Reveals That APOE Is the Major
Susceptibility Gene for Sporadic Late-Onset Alzheimer’s Disease. J Clin

Psychiatry.68:613-618.



71

Chaudhuri, T. K. ve Paul S. 2006. Protein-misfolding diseases and chaperone-based
therapeutic approaches. FEBS J. 2006 Apr;273(7):1331-49.

Cortese, G.P. ve Burger, C. 2016. Neuroinflammatory challenges compromise neuronal
function in the aging brain: postoperative cognitive delirium and alzheimer’s
disease. Behavioural Brain Research 2016 Aug 17.

Cruz, K.S., Lewis, J., Spires, T., Paulson, J., Kotilinek, L., Ingelsson, M. ve ark., 2005.
Tau Suppression in a Neurodegenerative Mouse Model Improves Memory
Function. Science. 2005 July 15; 309 (5733): 476-481.

Catak, O., Aydemir, O. ve Ustiindag, B. 2013.Vernal keratokonjonktivitte gdzyast
makrofaj migrasyon inhibitér faktor diizeyleri. Journal of Clinical and
Experimental Investigations 2013; 4 (2): 195-198.

Decker, M. ve Munoz-Torrero, D. 2016. Special Issue: ‘Molecules against Alzheimer’s
Molecules 2016, 21, 1736; doi:10.3390/molecules21121736.

De-Paula,V., Radanovic, M., Diniz, B.ve Forlenza, O. 2012. Protein Aggregation and
Fibrillogenesis in Cerebral and Systemic Amyloid Disease. Subcellular
Biochemistry Vol 65,329-352.

Donn, R. P. ve Ray D.W. 2004. Macrophage migration inhibitory factor: molecular,
cellular and genetic aspects of a key neuroendocrine molecule. Journal of
Endocrinology 182, 1-9.

Donn, R. P., Alourfi, Z., De Benedetti, F., ve ark., 2002. Mutation screening of the
macrophage migration inhibitory factor gene: positive association of a functional
polymorphism of macrophage migration inhibitory factor with juvenile

idiopathic arthritis. Arthritis Rheum, 46: 2402- 24009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cortese%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27544872

72

Duggan, S. P., Yan, R. ve McCarthy, J.V. 2015. A ubiquitin-binding CUE domain in
presenilin-1 enables interaction with K63-linked polyubiquitin chains. FEBS
Letters 589 (2015) 1001-1008.

Eker, E. 2008. Alzheimer Hastalig1. Tiirkiye’de Sik Karsilasilan Psikiyatrik Hastaliklar
Sempozyum Dizisi No:62 «Mart 2008 S:85-110.

El-Adly, T. Z., Kamal, S., Selim, H.ve Botros, S. 2016. Association of macrophage
migration inhibitory factor promoter polymorphism -173 G>C with
susceptibility to childhood asthma. Cent Eur J Immunol. 2016;41(3):268-272.

Ertekin, A ., Demir, R., Ozdemir, G., Ozel, L., Ozyildirim, E. ve Ulvi, H. 2015. An
Investigation of the Risk Factors and Prevalence of Alzheimer’s Disease in the
Eastern Region of Turkey. Eur J Gen Med 2015; 12(2): 144-151.

Flex, A., Pola R., Serricchio, M., Gaetani E., Proia, A. S., Di Giorgio, A., Papaleo, P.,
Bernabei, R. ve Pola, P. 2004. Polymorphisms of the macrophage inhibitory
factor and C-reactive protein genes in subjects with Alzheimer's dementia.
Dement Geriatr Cogn Disord 18(3-4):261-4.

Flex, A., Giovannini, S., Biscetti F., Liperoti, R., Spalletta, G., Straface, G., Landi, F.,
Angelini, F., Caltagirone, C., Ghirlanda, G. ve Bernabei, R. 2014. Effect of
proinflammatory Gene Polymorphisms on the Risk of Alzheimer’s Disease.
Neurodegener Dis 13: 230-236.

Flier, W., Pijnenburg, Y. A, Fox, N.C. ve Scheltens P. 2011. Early-onset versus late-set
Alzheimer's disease: the case of the missing APOE €4 allele. The Lancet

Neurology, Volume 10, Issue 3, March 2011, Pages 280-288.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1474442210703069
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1474442210703069
http://www.sciencedirect.com/science/journal/14744422/10/3

73

Franca, L., Carrilho, E. ve Kist, T. 2002. A review of DNA sequencing techniques.
Quarterly Reviews of Biophysics 35, 2 (2002), pp. 169-200. " 2002 Cambridge
University Press.

Fukaya, R., Ohta, S., Yaguchi, T., Matsuzaki, Y., Sugihara, E., Okano, H.ve ark., 2016.
MIF Maintains theTumorigenic Capacity of Brain Tumor-Initiating Cells by
Directly Inhibiting p53. Cancer Res. 2016 May 1;76(9):2813-23.

Gilinel, T. 2007. Gen Anlatiminin Kantitatif Analizi ‘“Real-Time PCR”. Turkiye
Klinikleri J Med Sci 2007, 27: 763-767.

Giinsoy, G. ve Tekeli, S., 2015. Niifusun Yaslanmas: ve Ekonomik Biiyiime Iliskisi:
Tiirkiye Uzerine Bir Analiz. Amme Idaresi Dergisi, Cilt 48, Say1 1 Mart 2015, s.
35-87.

Giiven, S., Pehlivan, M., Yilmaz, M., Okan, V. ve Pehlivan, S. 2009. Akut l6semilerde
MIF genindeki polimorfizmlerinin énemi ve febril ndtropenik ataklara etkisi.
Gaziantep Tip Dergisi 12009; 15(2): 5-9.

Heather, J. M. ve Chain, B. 2016. The sequence of sequencers: The history of
sequencing DNA. Genomics 107 (2016) 1-8.

Henson, J. M. ve French R. 1993.The Polymerase Chain Reaction and Plant Disease
Diagnosis. Annu. Rev. Phytopathol. 1993.31:81-109.

Honarvar, N. M., Saedisomeolia, A., Abdolahi, M., Shayeganrad, A., Sangsari, G. T.,
Hassanzadeh, Rad, B. H. ve Muench, G. 2016. Molecular Anti-inflammatory
Mechanisms of Retinoids and Carotenoids in Alzheimer’s Disease: a Review of
Current Evidence. J Mol Neurosci. DOI 10.1007/s12031-016-0857-x.

Hippius, H. ve Neundorfer, G. 2003. The discovery of Alzheimer's disease. Dialogues

Clin Neurosci. 2003 Mar; 5(1): 101-108.



74

Hong, C.S., Caromile, L., Nomata, Y., Mori, H., Bredesen, DE. ve Koo, EH. 1999.
Contrasting Role of Presenilin-1 and Presenilin-2 in Neuronal Differentiation In
Vitro. The Journal of Neuroscience, January 15, 1999,19(2):637—-643.

Ji, K., Wang, X., Li, J., Lu, Q., Wang, G., Xue, Y. ve ark., 2015. Macrophage Migration
Inhibitory Factor Polymorphism Is Associated with Susceptibility to
Inflammatory Coronary Heart Disease. Hindawi Publishing Corporation BioMed
Research International, Volume 2015, Article ID 315174, 6 pages.

Kanatsu, K.ve Tomita T. 2017. Molecular mechanisms of the genetic risk factors in
pathogenesis of Alzheimer disease. Front Biosci (Landmark Ed). 2017 Jan 1;22:
180-192.

Kara, 1. ve Miidiiroglu, A. 2008. Inflamasyon ve Norodejeneratif Hastaliklar. Tiirkiye
Klinikleri J Med Sci 2008;28(Suppl):S115-S118.

Kelley, B. J. ve Petersen, R.C. 2007. Alzheimer’s Disease and Mild Cognitive
Impairment. Neurol Clin. 2007 August; 25(3): 577.

Kim, E. J,,Cho S. S., Jeong, Y., Park K. C., Kang, SJ., Kang, E. ve ark.,2005.
Glucose metabolism in early onset versus late onset Alzheimer's disease. Brain,
128, 1790-1801.

Kim, M. J, Seo, SW., Kim, S. T, Lee J.M, Na D.L. 2016. Diffusion Tensor Changes
According to Age at Onset and Apolipoprotein E Genotype in Alzheimer
Disease. Alzheimer Dis Assoc Disord, Volume 00, Number 00.

Kim, H. R., Park, M. K., Cho, M. L., Yoon, C. H., Lee, S.H. ve Park, S.H. 2007.
Macrophage migration inhibitory factor upregulates angiogenic factors and
correlates with clinicalmeasures in rheumatoid arthritis. J Rheumatol 34(5): 927-

36.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27227996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seo%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27227996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27227996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27227996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Na%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27227996

75

Kubista, M., Andrade, J. M., Bengtsson, M., Forootan, A., Jonak, J., Lind, K., Sindelka,
R., Sjoback, R., Sjogreen, B., Strombom, L., Stdhlberg, A. ve Zoric, N. 2006.
The real-time polymerase chain reaction. Mol Aspects Med. 2006 Apr Jun;27 (2-
3):95-125.

Lehmann, L., Book, M., Hartmann, M., Weber, S., Schewe, J., Klaschik, S., Hoeft,
A., Stiiber, F. 2009. A MIF haplotype is associated with the outcome of patients
with severe sepsis: a case control study. J Transl Med 7: 10.

Llamas-Covarrubias, M., Valle, Y., Bucala, R., Navarro-Hernandez, R., Palafox-
Sénchez, C., Padilla-Gutiérrez J.ve ark.,2013. Macrophage migration inhibitory
factor (MIF): genetic evidence for participation in early onset and early stage
rheumatoidarthritis. Cytokine VVolume 61, Issue 3, March, Pages 759-765.

Lee, S.V. ve Bahaman, A.R. 2010. Modified gel preparation for distinct DNA fragment
analysis in agarose gel electrophoresis. Tropical Biomedicine 27(2): 351-354
(2010).

Leuba,G., Saini, K.,Schwed, P., Lannfelt, L.ve Savioz, A. 1998.Early onset Alzheimer’s
disease in a large Swiss family. Schweiz Arch Neurol Psychiatr 1998;149:170-7.

Li, S. Q. Yu, Y., Han, J.,, Wang, D., Liu, J., Qian, F., Fan, G., Bucala, R. ve Ye, R. D.
2015. Deficiency of macrophage migration inhibitory factor attenuates tau
hyperphosphorylation in  mouse models of Alzheimer’s disease. J
Neuroinflammation. 2015; 12: 177.

Li, D., Parks, S.B., Kushner, J. D., Nauman, D., Burgess, D., Ludwigsen, S. ve ark.,
2006. Mutations of Presenilin Genes in Dilated Cardiomyopathy and Heart

Failure. The American Journal of Human Genetics VVolume 79.



76

Ma, L., Xue, H., Guan, X. H., Shu, C. M., Zhang, Y.J., Zhang, J. H. ve An, R. Z. 2013.
Relationship of macrophage migration inhibitory factor levels in PBMCs,
lesional skin and serum with disease severity and activity in vitiligo vulgaris.
Braz J Med Biol Res. 2013 May; 46(5): 460-464.

McGeer, P. L. ve McGeer, G. 2001. Polymorphisms in Inflammatory Genes and the risk
of Alzheimer Disease. Arch Neurol. 2001;58: 1790-1792.

Men, A. E., Wilson, P., Siemering, K. ve Forrest, S. 2008. Sanger DNA Sequencing.
Next-Generation Genome Sequencing: Towards Personalized Medicine. Edited
by Michal Janitz Copyright 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,
Weinheim ISBN: 978-3-527-32090-5.

Merlini, G. ve Bellotti, V. 2003. Molecular Mechanisms of Amyloidosis. The New
England Journal of Medicine, 349;6.

McKhanna, G. M., Knopman, D. S., Chertkowd, H., Hyman, B. T., Jack, C. R,
Kawash, C. H. ve ark., 2011.The diagnosis of dementia due to Alzheimer’s
disease: Recommendations from the National Institute on Aging Alzheimer’s
Association workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer’s disease.
Alzheimers Dement. 2011 May; 7(3): 263-2609.

Miklossy, J. 2016. Bacterial Amyloid and DNA are Important Constituents of Senile
Plaques: Further Evidence of the Spirochetal and Biofilm Nature of Senile
Plaques. Journal of Alzheimer’s Disease 53 (2016) 1459-1473.

Mittelbronn, M., Platten, M., Zeiner, P., Dombrowski, Y., Frank, B., Zachskorn, C. ve
ark.,2011. Macrophage migration inhibitory factor (MIF)expression in human
malignant gliomas contributes to immune escape and tumour progression. Acta

Neuropathol. 2011 Sep;122(3):353-65.



77

Morales-Zambrano, R., Bautista-Herrera, L.,Cruz-Mosso, U.,Villanueva-Quintero, G.,
Padilla-Gutiérrez, J., Valle, Y. ve ark., 2014. Macrophage migration inhibitory
factor (MIF) promoter polymorphisms (-794 CATTsg and -173 G>C):
association with MIF and TNFa in psoriatic arthritis. Int J Clin Exp Med 7(9):
2605-2614.

Multter, J., Naumann, J., Sadaghiani, C., Schneider, R. ve Walach H. 2004. Alzheimer
Disease: Mercury as pathogenetic factor and apolipoprotein E as a moderator
Neuroendocrinol Lett 2004; 25(5):331-339.

Nazliel, B.1999. Alzheimer Hastalig1 ve Genetik. Demans Dizisi 1: 45-51.

Navarro, E., Serrano-Heras, G., Castafioa, M. J. ve Solera, J. 2015. Real-time PCR
detection chemistry. Clinica Chimica Acta 439 (2015) 231-250.

Nie, Q., Du, X. ve Geng, M. 2011. Small molecule inhibitors of amyloid B peptide
aggregation as a potential therapeutic strategy for Alzheimer's disease. Acta
Pharmacol Sin. 2011 May; 32(5): 545-551.

Nussbaum, J. M., Seward , M.ve Bloom G. S. 2013. Alzheimer Disease. Prion. 2013 1
Ocak; 7 (1): 14-109.

Ozbakir, S. ve Aydin, H. 1999. Alzheimer Hastaliginda Klinik Bulgular. Demans
dizisi 1999;3: 73-80.

Ozkay, U., Oztirk,Y. ve Can., O. 2011.Yaslanan diinyanin hastaligi: Alzheimer
Hastalig1. S.D.U. Tip Fak. Derg. 2011: 18(1)/35-42.

Oztiirk, G. ve Karan, M. 2009. Alzheimer Hastaliginin Fizyopatolojisi. Klinik Geligim

cilt: 22/ NO:3.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nussbaum%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22965142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seward%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22965142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bloom%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22965142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3609044/

78

Pappolla, M. A., Omar, R.A., Sambamurti, K., Anderson, J. P. ve Robakist, N.K. 1992.
The Genesis of the Senile Plaque. American Journal of Pathology, Vol. 141:
1151-1159,No. 5.

Pike, C. J. 2017. Sex and the Development of Alzheimer’sDisease. Journal of
Neuroscience Research 95: 671-680.

Polat, F. ve Kumral E. 2010. Normal and pathologic brain aging. Ege Tip Dergisi / Ege
Journal of Medicine 49(3) Ek / Supplement: 3-10, 2010.

Popp, J., Bacher, M., Kélsch, H., Noelker, C., Deuster, O., Dodel, R. ve Jessen F. 20009.
Macrophage migration inhibitory factor in mild cognitive impairment and
Alzheimer’s disease. Journal of Psychiatric Research 43 (2009) 749-753.

Ramakers, C., Ruijtera, J. M., Lekanne, Depreza, R. H.ve Moorman, A. F. M. 2003.
Assumption-free analysis of quantitative real-time polymerase chain reaction
(PCR) data. Neuroscience Letters 339 (2003) 62—66.

Rosenthal, A. ve Brenner, S. 2000.DNA SEQUENCING METHOD

Rege, S., Geetha, T., Griffin, G., Broderick, T. ve Babu, J. 2014. Neuroprotective
effects of resveratrol in Alzheimer disease pathology. Front Aging Neurosci sep

11; 6: 218.

Revett, T.J., Baker, G.B., Jhamandas, J. ve Kar, S. 2013. Glutamate system, amyloid 8
peptides and tau protein: functional interrelationships and relevance to

Alzheimer disease pathology. J Psychiatry Neurosci. 2013 Jan; 38(1): 6-23.

Robert, D. ve Teryy, M. D. 2000. Cell Death or Synaptic Loss in Alzheimer Disease.
Journal of Neuropathology and Experimental Neurology. Vol. 59, No. 12. pp.

1118 -1119.



79

Rubin, K. ve Glazer, S. 2016. The pertussis hypothesis: Bordetella pertussis
colonization in the pathogenesis of Alzheimer’s disease. Immunobiology, G

Model IMBIO-51552; No. of Pages 13.

Sambrook, J. ve Russel, D.W. 2001. In vitro Amplification of DNA by the Polymerase
Chain Reaction. ABD Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3rd ed.

Ed)Cold Spring Harbor Laboratory Press ISBN 0-87969-576-5.

Salem, S.A., Asaad, M.K., Elsayed, S.B. ve Sehsah H.M. 2016. Evaluation macrophage
migration inhibitory factor (MIF) levels in serum and lesional skin of patients

with alopecia areata. Int J Dermatol. 2016 Dec;55(12):1357-1361.

Savaskan, N.E., Fingerle-Rowson, G., Buichfelder, M.ve Eyupoglu, 1.Y. 2012. Brain
Miffed by Macrophage Migration Inhibitory Factor. Hindawi Publishing
Corporation International Journal of Cell Biology Volume 2012, Article D

139573, 11 pages.

Scheff, S\W., Price, D. A., Schmitt, FA. ve Mufson E.J. 2006. Hippocampal synaptic
loss in early Alzheimer's disease and mild cognitive impairment. Neurobiology

og Aging, Volume 27, Issue 10, Pages 1372-1384.

Schellenberg, G. D. 1995. Genetic dissection of Alzheimer disease, a heterogeneous

disorder. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995 Sep 12; 92(19): 8552—-8559.

Selekler, K. ve Topcuoglu, E., 1998. Alzheimer Hastaligi. Geriatri 1998, Cilt: L, Say1:2,

Sayfa: 63.



80

Serrano-Pozo, A., Qian, J.,, Monsell, S. E., Betensky, R. A., Hyman, B. T. 2015.
APOEEe2 is associated with milder clinical and pathological Alzheimer's disease.

Ann Neurol. 2015 Jun; 77(6): 917-929.

Sezer, C. ve Memis, L. 2001. Alzheimer Hastalig1 Histopatolojisi. DEMANS DERGISI

2001;1: 42-49.

Shimizu, T. 2005. Role of macrophage migration inhibitory factor (MIF) in the skin.

Journal of Dermatological Science Volume 37, Issue 2, Pages 65-73.

Sleegers, K. ve Duijn, C.M. 2001. Alzheimer’s Disease: Genes, Pathogenesis and Risk

Prediction. Community Genet 2001;4: 197-203.

Smith, L.M., Sanders, J.Z., Kaiser, R.J., Hughes, P., Dodd, C., Connell, Cr., Hemner, H.,
B.H. S., Kent Hood, L. 1986. Fluorescence detection in automated DNA

sequence analysis. Nature 321, 674 — 679.

Simpson, K. D., Templeton, D.J. ve Cross, J.V. 2012.Macrophage Migration Inhibitory
Factor promotes tumor growth and metastasis by inducing Myeloid Derived
Suppressor Cells in the tumor microenvironment. Jimmunol. 2012 December 15;

189(12): 5533-5540.

Sindi, S., Mangialasche F. ve Kivipelto M. 2015. Advances in the prevention of

Alzheimer’s Disease. F1000Prime Reports 2015, 7: 50.

Serrano-Pozo, A., Frosch, M.P., Masliah, E. ve Hyman, B.T. 2011.Neuropathological
Alterations in Alzheimer Disease. Cite this article as Cold Spring Harb Perspect

Med 2011;1:a006189.



81

Santos, L., Hall, P., Metz, C. ve Bucala, R., Morand, E. 2001. Role of macrophage
migration inhibitory factor (MIF) in murine antigen-induced arthritis: interaction

with glucocorticoids. Clin Exp Immunol Feb123(2): 309-314.

Selekler, K. 2010. Alois Alzheimer ve Alzheimer hastaligi. Turkish Journal Of

Geriatrics Supplement 3 (9-14).

Sun, X. ve Zhang, Y. 2011.Amyloid Hypothesis and Alzheimer's Disease.

https://www.researchgate.net/publication/221921333.

Sahin, H. 2009. Clinical Symptoms and Course of Alzheimer's Disease. Turkiye

Klinikleri J Neurol-Special Topics 2009;2(1):31-5.

Tanzi, R.E.veBertram L. 2001.New Frontiers in Alzheimer's Disease Genetics. Neuron,

Volume 32, Issue 2, 25 October 2001, Pages 181-184.

Tanzi, R.E. 2012.The Genetics of Alzheimer Disease. Journal List, Cold Spring Harb

Perspect Medv.2(10); 2012 OctPMC3475404.

Tagkiran, Z. E. ve Yilmaz E. 2007. Amiloid birikiminin molekiiler temeli ve yeni tedavi

yaklasimlari. Hacettepe T>p Dergisi 2007; 38:20-25.

Thinakaran, G.ve Koo, E. 2008. Amyloid Precursor Protein Trafficking, Processing, and

Function. Journal Of Biological Chemistry,*Volume 283+Number 44.

TPD. 2014. http://www.psikiyatri.org.tr/news.aspx?notice=1293.(Eris21.09.2014)
Udeochu, J.C., Shea, J. M. ve Villeda, SA., 2016. Microglia communication: Parallels
between aging and Alzheimer’s disease Clinical and Experimental

Neuroimmunology 7 (2016) 114-125.


https://www.researchgate.net/publication/221921333
http://www.psikiyatri.org.tr/news.aspx?notice=1293.(Eriş21.09.2014)

82

Ulusoy, O. 1. ve Gorgiil, G. 2006. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Endotondik
Mikrobiyoloji. Atatiirk Univ. Dis Hek. Fak. Derg. Cilt:16, Sayr: 2, Y11:2006,
Sayfa: 61-65.

Wang, F.F., Huang, X. F.,, Shen, N., Leng, L., Bucala R., Chen, S. L. ve Lu, LJ. 2013.
A genetic role for macrophage migration inhibitory factor (MIF) in adult-onset
Still’s disease. Arthritis Research & Therapy 2013, 15:R65.

Wang, W., Moerman-Herzog, A. M., Slaton, A., Barger, S. W. 2016. Presenilin 1
mutations influence processing and trafficking of the ApoE receptor apoER2.
Neurobiol Aging. 2016 Oct 11;49: 145-153.

Weintraub, S., Wicklund, A.H. ve Salmon, D.P. 2012. The Neuropsychological Profile
of Alzheimer Disease. Cite this article as Cold Spring Harb Perspect Med
2012;2:a006171.

WHO., 2015. Dementia. http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs362/en/

Williamson, J., Goldman, J., Phil, M. ve Marder, K.S. 2011. Genetic Aspects of
Alzheimer Disease.Neurologist. 2009 Mar; 15(2): 80—86.

Wolfe, M.S. 2013. Toward the structure of presenilin/y-secretase and presenilin
homologs. Biochimica et Biophysica Acta 1828 (2013) 2886—2897.

Wyss-Coray, T. ve Rogers J. 2012. Inflammation in Alzheimer Disease-A Brief review
of the basic science and clinical literature. Cold Spring Harb Perspect Med. 2012
Jan;2(1):a006346. doi: 10.1101/cshperspect.a006346.

Valdes-Alvarado,E.,Munoz- Valle, J., Valle, Y., Sandoval- Pinto, E., Garcia- Gonzasez,
I., Valdes-Haro, A. ve ark., 2014. Association between the -794 CATTs.g MIF
gene polymorphism and susceptibility to acute coronary syndrome in a Western

Mexican population. J Immunol Res. 704-854.


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs362/en/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williamson%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19276785
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goldman%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19276785
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marder%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19276785
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=19276785

83

Yao, Y., Nellaker, C. ve Karlsson, H. 2006. Evaluation of minor groove binding probe
and Tagman probe PCR assays: Influence of mismatches and template
complexity on quantification. Molecular and Cellular Probes. VVolume 20, Issue
5, October 2006, Pages 311-316.

Yao, J., Leng, L., Sauler, M., Fu, W., Zheng, J., Zhang, Y., Du, X,, Yu, X., Lee, P. Ve
Bucala, R.2016.Transcription factor ICBP90 regulates the MIF Promoter and
immune susceptibility locus. Clin Invest.2016;126(2):732-744

Yazici, T. G.ve Sahin, H. A. 2010. Alzheimer Hastaligi. Klinik Gelisim.

Yerer, M.B., Aydogan, S., Késeoglu, E.ve Bastug, R. 2012. Deformability of
Erythrocytes and Oxidative Damage in Alzheimer Disease. Cukurova
Universitesi T1ip Fakiiltesi Dergisi (Journal of Cukurova University Faculty of
Medicine) 2012; 37(2):65-75.

Yu, G., Nishimura, M., Arawaka, S., Levitan, D., Zhang ,L., Tandon A. ve ark.,2000.
Nicastrin modulates presenilin-mediated notch/glp-1 signal transduction and
betaAPP processing. Nature. 2000 Sep 7;407(6800):48-54.

Zhao, R. veYao, W.J. 2014. The functions and clinical studies of macrophage migration
inhibitory factor. Sheng Li Ke Xue Jin Zhan Apr; 45(2):93-9.

Zhang, D. M., Xu, D. H.,Sato,C., Rogaev,E., Smith,M, Janus,C. ve ark., 2000. Nicastrin
modulates presenilin-mediated notch/glp-1 signal transduction and betaAPP
processing. Nature. 2000 Sep 7;407(6800):48-54.

Zhang, J.M. ve An, J. 2007. Cytokines, Inflammation and Pain. Int Anesthesiol Clin.

2007; 45(2): 27-37.



https://www.tkhk.gov.tr/Dosyalar/98f8dcd91e514090804776447e9a3d3c.pdf
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIF
http://library.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS094.html
http://noroloji.blogspot.com.tr/2007/04/alzheimer-hastalii.html
http://thebrain.mcgill.ca/flash/d/d_08/d_08 cr/d_08_cr_alz/d_08_cr_alz.html
http://www.evrimagaci.org/makale/22
http://www.itfnoroloji.org/demans/demans.htm
http://www.itfnoroloji.org/demans/tablo16.JPG.
http://www.itfnoroloji.org/demans/demans11.JPG

http://www.itfnoroloji.org/demans/tablo16.JPG

84



85

7. OZGECMIS
Ad1 Soyadi: Kiibra SAHIN

Dogum Yeri: MERKEZ/TOKAT
Dogum Tarihi: 12.09.1989
Yabana Dili: Ingilizce

Egitim Durumu

Yiiksek Lisans: 2013-2017 Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali

Lisans: 2008- 2012Gaziosmanpasa Universitesi Fen- Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji

Boliimii

Lise: 2002- 2006 Tokat Mehmet Akif Ersoy Lisesi

Katildig1 Kongre, Calistay veya Sempozyumlar

1. Kubra Sahin, Aydin Rustemoglu, Volkan Solmaz, Durdane Aksoy. Effect of
MIF rs755622 gene polymorphism on the alzheimer patients. VI. International
Congress of Molecular Medicine, 2017. Istanbul/ TURKEY, May 22-25

2. Kubra Sahin, Akin Tekcan, Betul Cevik, Aydin Rustemoglu, Serbulent Yigit,
Azize Ipekbayrak. The investigation of MDR1 gene C1236T and C3435T
polymorphisms on the epilepsy patients. VI. International Congress of
Molecular Medicine, 2017. Istanbul/ TURKEY, May 22-25.

3. Aydin Rustemoglu, Kiibra Sahin, Betiil Cevik, Diirdane Aksoy. The
Association of MIF Gene Rs755622 (-173 G>C) and Rs 5844572 (-794 CATT)
Polymorphisms With The Alzheimer Disease. International DNA Day And
Genome Congress 2017. Kirsehir/TURKEY, April 24-28, p60.




