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ALZHEIMER HASTALIGINDA YENi BiYOMARKIR GELiSTiRiLMESI:
SERUMDAN MiKRORNA ANALIZi

Meryem Giilfem Oner, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,

Sinirbilimler Anabilim Dali, 35340, Inciralti, Izmir

OZET

Alzheimer Hastaligi (AH), ileri yasta goriilen demanslarin en sik formudur. Kognitif
fonksiyonlarda ilerleyici bozulma ile karekterizedir. Klinikte, AH’nin kesin kriterlerine
ragmen tanist sekonder nedenlerin ve diger demansif hastaliklarin dislanmasi ile konur.
Tanida altin standart klinik AH tanis1 almis kiside beyinde tipik ndropatolojik degisikliklerin
gozlenmesidir. Bu patolojik degisiklikler ilerleyici sinaptik bozulma ve ndron kaybinin yant
sira hiicre disi amiloid-beta plaklarinin birikimi, hiicre iginde ise hiperfosforillenmis tau
proteinini igeren norofibriler yumaklarin olusumudur. Caligmalar klinik tanimnin kesinliginin
%065 ile %96 arasinda degistigini ortaya koymustur. Bu agidan bakilinca AH i¢in spesifik bir
biyomarkir ¢ok O6nemlidir. Beyin omurilik sivisinin (BOS) elde edilme zorlugu ve AH’de
beyinde gozlenen degisiklerin periferik kana yansidiginin gdsterilmesi nedeniyle giiniimiizde
AH’nin tanisia katki saglayacak biyomarkir arayislart daha ¢ok periferik kan orneklerinde

devam etmektedir.

Post-transkripsiyonel gen regiilasyonunda 6nemli rolii olan mikroRNA’lar (miRNA),
kodlanmayan kii¢tlik riboniikleik asitlerdir (RNA). Gen ekspresyonunu mesajct RNA (mRNA)
parcalanmasi ya da translasyonel baskilanma yoluyla diizenlemektedirler. miRNA’larin sinir
sisteminde; gelisimde, plastisitede, norodejenerasyonda rol oynadiklari diisiiniilmektedir.
miRNA ekspresyon bozukluklar1 daha ¢ok kanserde ¢aligilmis olmakla birlikte son donemde
pek ¢ok hastalikta da g¢alisilmaktadir. miRNA’larin immun hiicre gelisiminde, inflamatuar
yanitin olusmasinda anahtar bir rol {stlenebilecegi ve norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde rol oynayabilecegi One siiriilmiistiir. Son bir ka¢ yilda ise, gerek dolagimdaki
stabiliteleri gerekse dokudaki profilleri ile gosterdikleri korrelasyon nedeni ile dolasimdaki
miRNA’larin ¢esitli hastaliklarin diagnozu ve prognozonda biyomarkir kullaniimasi

Onerilmistir.



Calismamizda AH’lerin (n=10) ve kontrollerin (n=10) serum Orneklerinde miRNA
ekspresyon farkliliklar1 incelenmistir. Bugiine kadar beyin dokularinda yapilan ¢alismalarin
farkli miRNA’larin AH patogenezinde rol aldiginin gostermesi ve bu miRNA’larin AH igin
diagnostik bir biyomarkir olabileceklerinin 6ne siiriilmesinden yola ¢ikilarak, dolasimdaki
miRNA’larin bu hastalik i¢in yeni biyomarkir olarak kullanilmasi arastirilmigtir. Yapilan

mikroarray analizi ile en fazla ekspresyon degisimi gosteren 20 adet miRNA belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Alzheimer hastaligi, mikroRNA, biyomarkir



DEVELOPMENT OF NEW BIOMARKERS IN ALZHEIMER’S DISEASE:
MICRORNA ANALYSIS FROM SERUM

Meryem Giilfem Oner, Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences, Department of

Neuroscience, 35340, Inciralti, Izmir

ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia in elderly. It’s
characterized by progressive deterioration of cognitive functions. In clinic, current criteria for
diagnosis of AD are still largely based on the exclusion of secondary causes and other
dementive disorders. The golden standard of diagnosis is the identification of typical
neuropathological changes in the brain of a patient who has suffered from clinical AD. These
neuropathological changes are progressive synaptic and neuronal loss, presence of
extracellular beta-amyloid plaques and intracellular neurofibrillary tangels contining
hyperphosphorylated tau protein. Studies have shown that the accuracy of clinical diagnosis is
between 65% and 96%. In view of this, the need for spesific AD marker is great. Biomarker
research for AD are doing in peripheral blood samples, because that obtaining cerebrospinal
fluid (CSF) sample is difficult and brain alternations in Alzheimer’s disease could be

observed in peripheral blood.

MicroRNAs (miRNAs) are non-coding, small RNAs which are post-transcriptional
regulator of gene regulation. miRNAs can regulate gene expression through messenger RNA
(mRNA) degradation or translation repression. It’s thought that miRNAs have a role in
development, plasticity and neurodegeneration of the nervous system. Although dysregulation
of miRNA expression has been characterized mostly in cancer, it has recently been studied in
many other diseases. Specifically, miRNAs have been proposed as regulators of immune cell
development, playing roles in the inflammatory response, and as key players in the
pathogenesis of neurodegenerative diseases. Recent studies suggested circulating miRNAs as
new diagnostic and prognostic biomarkers of diseases, because of their high stability in

circulation and correlation compared to tissue profiles.



In this study, we searched for miRNA expression differences in serum samples of both
AD (n=10) and controls (n=10). Up to date studies that focused on the expression changes of
miRNAs from brain tissue of the AD showed that different miRNAs could play an important
role in pathogenesis of AD and could be used as diagnostic markers for AD. In this study we
searched the potential of circulating miRNAs as new class of biomarkers for AD. According

to miRNA array analysis, 20 most significantly changed miRNAs are detected.

Key Words: Alzheimer’s disease, microRNA, biomarker



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer Hastaligi (AH) ilk kez 1907 yilinda Alman psikiyatrist ve ndropatolog Dr.
Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmustir. leri yasta en sik karsimiza ¢ikan dejeneratif
dogada norolojik bir hastaliktir. Toplumdaki genel 6liim nedenleri siralamasinda dordiincii
sirada yer almaktadir. Hastalik i¢in tanimlanan en dnemli risk faktori ileri yastir, altmis bes
yas sonrasinda prevalansi her 5 yilda bir ikiye katlanmaktadir. Yapilan epidemiyolojik
caligmalara gore 2050 yilinda hasta sayisinin 100 milyonun iizerinde olmasi1 beklenmektedir
[1]. Hastalik klinik olarak deger yargilari, karar verme ve oryantasyon da bozukluklar gibi
kognitif fonksiyonlarda ilerleyici kayip ile karakterize edilirken, hastaligin ileri sathalarda
davranig ve konusma bozukluklar1 da gozlenmektedir [2]. Hastaligin tanis1 demansa neden
olan diger nedenlerin yoklugu ile “Olast AH” olarak yapilmaktadir. Kesin tanisi ise post-
mortem donemde beyin incelemesinde AH’na 6zgii olan amiloid plak ve senil plaklarin
varlig1 ile yapilmaktadir. Bu nedenle hastalik tanisina katki saglayacak biyomarkirlara ihtiyag
s06z konusudur. AH’de incelenen biyomarkir, hastaligin tanisinda, prognozun belirlenmesine
katki saglayabilecegi gibi hastaliga yatkinlig1 da belirleyebilmeli, hatta hastalig1 diger demans

tiirlerinden de ayirmalidir [1].

MikroRNA (miRNA)’lar, gen ifadesini Ozellikle transkripsiyon sonrasi asamada
diizenleyen 17-25 niikleotit (nt) uzunlugunda protein kodlamayan kiiciik RNA’lardir.
miRNA’lar genomda RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilerek g¢esitli islemler sonrast
olgun (matiir) forma doniisiirler. Olgun miRNA’lar ¢esitli proteinlerle kompleks olusturarak
hedef gen messenger RNA’sina (mRNA) baglanarak, mRNA’nin yikimina neden olur ya da
translasyonunu baskilarlar. Yapilan calismalar miRNA’larin fizyolojik ve patolojik tiim

mekanizmalarda rol aldigin1 géstermektedir.

Bugiine kadar pekcok caligmada gerek kanser gerek kanser disi hastaliklarda miRNA
ekspresyon degisimleri incelenmis ve bunlarin biyomakir olarak kullanimu ileri siiriilmiistiir.
Ancak son yillarda dolasimdaki miRNA’larin gerek stabiliteleri [3], gerekse doku ile
gosterdikleri korelasyon agisindan biyomarkir olarak kullanilmasini 6neren bir ¢ok calisma
mevcuttur [4, 5, 6]. Buna ragmen Alzheimer hasta serumlarinda miRNA ekspresyon

degisikliklerini inceleyen bir ¢alismaya rastlanmamastir.



Bu ¢aligmadaki amag, Alzheimer hastalar1 ve saglikli kontrollerden alinan serumlardaki
miRNA ekspresiyonlari incelenerek, belirlenen miRNAlarin AH i¢in diagnostik bir markir

olarak kullanilip kullanilamayacaginin aragtirilmasidir.

HI1: Alzheimer hastaliginda serumda ekpresyonu degisen miRNA’larin patogenezde

rolii vardir ve bunlar diagnostik biyomakir olarak kullanilabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg

Dr. Alois Alzheimer, ilerleyici demansla dort buguk yil takip ettigi 55 yasindaki kadin
hastanin, otopsi materyalinde giimiis pozitif ndrofibriler yumak, serebral kortikal ndron kayb1
ve gliniimiizde senil plaklar olarak bilinen degisiklikleri ortaya koymustur. [7]. AH ile ilgili
modern calismalar 1960-1970’lerde serebral kortikal lezyonlarin yapisi, spesifik
norotransmiterlerde eksikliklerin anlasiimas: ile baslamistir. Ozellikle 1980-1990’lardaki
molekiiler biyolojik ve genetik calismalar, AH’deki molekiiler degisikliklere yeni bir bakis
acist kazandirmigtir. 1984’te Glanner ve Wong amiloid beta (AP) peptidini izole edip
saflagtirmig, 1987°de ise Glanner ve Wong'un c¢alismalart Kang ve ark. tarafindan
dogrulanmis, AB’nin dncii proteini olan Amyloid Precusor Protein (APP) klonlanmustir 8, 9].
Bu gelismeler, hastaliktaki patogeneze yonelik mekanizmalari aydinlatmak i¢in basamak

olusturmustur.

AH, demanslarin en yaygin tipidir. Diinya ¢apinda 26 milyon kiside goriilmekte ve 2050
yil1 itibari ile dort kat artig gostererek 100 milyona ulasacagi 6ne siiriilmektedir [7, 10]. Tam
konmasindan sonraki donemde hastaligin tedavisi, hastanin bakimi i¢in yapilan harcamalar ve
hastanin ¢evresinde yarattig1 sosyal problemler nedeniyle toplum agisindan da AH 6nemli bir
yer tutmaktadir [11]. Bugiine kadar tedavisi olmasada astilkolinesteraz inhibitorleri (AchEls)
ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri kullanimi ile en azindan hastaligin

ilerlemesi dnlenmeye c¢alisilmaktadir [11].

2.1.1. Klinik

AH ilerleyici bir hastalik olmasi nedeniyle, klinik bulgular hastaligin seyrine baglh
olarak siniflandirilmaktadir. Hafif evre AH’de hasta s6zlerini tekrarlar, kelimeleri bulmakta
zorluk ceker, ev islerini yapabilir ancak eski 6zenini gosteremez, yakindan tanidig1 insanlarin
isimlerini unutur, esyalarinin yerlerini hatirlayamaz, banka islerinde hatalar yapar, ancak
sosyal uygunluk korunmustur. Bellekteki bozulma segici olarak yakin ge¢cmisteki olay ve
deneyimleri kapsar, ¢cocukluk ile ilgili uzak olaylar daha iyi hatirlanabilir. SMMT (standardize
mini mental test) Ozellikle demansli yashilarin muayenesinde uygulamasi kisa siirede
uygulanan biligsel bir degerlendirme aracidir. Yonelim, kayit hafizasi, dikkat ve hesaplama,

hatirlama ve lisan olarak bes ana baslik altinda toplanmis 11 maddeden olusmaktadir.



Toplam skor 30 iizerinden degerlendirilmektedir [12]. Hafif evre AH’de SMMT skoru 20-24
arasinda olabilir [13, 14].

Hastaligin orta evresinde lisan, yargilama, mekan oryantasyonunda bozulmalar
baglar ve giinliikk yasam aktivitelerini yiiriitmek konusunda zorluklar artar. Unutkanligin
siddeti artmaya devam eder, giinlik ev islerini yapmada bagimsizlik kademeli olarak
bozulur. Uyku-uyaniklik dongiisiinde bozulma, giiniin sonuna dogru belirtilerde kotiilesme,
genel goriiniim ve hijyende bozulma, hezeyanlar haliisinasyonlar, ajitasyon gibi psikiyatrik

belirtiler ortaya ¢ikabilir. SMMT skoru 10-19 arasinda degisir [13, 14].

Hastaligin son evresi aile bireylerini taniyamama ve hareket etme ve beslenmede
giicliik ile kendini belli eder. Primer duysal ve motor islevler hastaligin seyrinde gec
donemlere kadar saglam kalabilir. Ekstrapiramidal bulgular giderek daha sik hale gelir.

SMMT skoru 0-9 arasindadir [13, 14].

2.1.2. Patogenez
Hastalik histopatolojik ve morfolojik olarak hiicre disinda AP plaklarinin ve hiicre
icinde norofibrilar yumaklarin (tau) birikimi ile karakterize edilmekte ve bu degisimlerin

AH’deki nérodejenerasyonda aktif rol oynadigi diisiintilmektedir [1, 15].

Amiloid Beta (Ap)

J. Hardy tarafindan 6ne siiriilen “amiloid kaskad1 hipotezine” gore beyindeki A iiretimi

ve yikimi arasindaki dengesizlik hastaligin 6nemli nedenlerindendir. [1, 16, 17].

Amiloid prekusor protein (APP)’in metabolizma bozuklugunun AH’nin patogenezinde
ana role sahip oldugu oOne siiriilmektedir. Bu hipotez, 21. kromozomda yerlesen APP
genindeki mutasyonlarin erken yas baslangiclh FAH (Familyal Alzheimer Hastaligi)’na yol
actiginin bulunmasiyla baglamistir. Hipotezi destekleyen bir bagka bulgu ise Down
Sendromu’nda 21 kromozomun bulunmasi, dolayisiyla fazladan var olan APP geninin, gen
dozaj etkisi ile AH gelisimine yol agtig1 one siiriilmiistiir. Bu hipotezin temeli fibriler yapidaki
amiloidin, hastaligin baglangicinda yer aldig1 ve patogenezini baslattifidir. Ancak bugiin
“amiloid kaskad1 hipotezi”, hastaligin siddeti ile amiloid plak sayis1 arasinda korelasyonun

olamamast ya da kognitif bozuklugu olmayan hastalarda amiloid plaklarin gézlemlenmesi



gibi yeni bulgular aciklamada yetersiz kalmaktadir [11, 18, 19]. Yapilan son c¢alismalar,
cozlinen oligomerik AP diizeyleri ile kognitif bozulma arasinda daha iyi bir korelasyon
oldugunu gostermistir [18]. Ayrica in-vitro c¢alismalar oligomerik A tiirlerinin, fibriler

tiirlerden daha toksik oldugunu gostermistir [20].

AB, APP’in a ve P sekretazlar tarafindan kesilmesi ile olusur. APP tek bir
transmembran bdlgesine sahiptir. APP, periferde daha ¢ok a sekretaz aktivitesi ile pargalanir.
Noronal hiicrelerde APP daha cok P sekretazlar ile parcalanir. Bunun sonucunda membrana
bagl ve intakt AP iceren membran-bagli C-terminal fragment (CTF/C99) olusur. Bu daha
sonra y sekretaz tarafindan tekrar membran boliimiiniin ortasindan pargalanir ve serbest
amiloid fragmanlar1 olusur. B sekretaz aktivitesi gosteren en dnemli enzim, membran bagl
aspartil proteaz B-APP parcalayici enzim (BACE)’dir. y sekretazlar APP’nin birden fazla
bolgeden kesilmesini saglar. Presenilin 1 (PSENI1) ve presenilin 2 (PSEN2), y sekretaz
aktivitesi gosteren proteinlerdir (Sekil 1) [21, 7]. APP’nin bu yolla pargalanmasi
amiloidojenik yol olarak adlandirilir ve buna daha ¢ok noronlarda rastlanir. Non-

amiloidojenik yol ise daha ¢ok periferde gozlenir ve a sekretaz aktivitesi ile gergeklesir.
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Sekil 1: APP’nin iki farkli yolak ile kesilimi [1].
Norofibriler Yumaklar (NFY)
Tau proteini noronlarda agirlikli olarak bulunmasina ragmen cekirdekli tiim hiicrelerde

goriilmektedir. Bu proteinin fonksiyonu mikrotiibiillere baglanip, mikrotiibiil olusumunda rol

oynar. Biyokimyasal caligmalar, NFY’nin hiperfosforillenmis tau proteinleri igerdigini



gostermektedir [11]. Tau proteinini, Mikrotiibiil iligkili Protein Tau (MAPT) geni kodlar ve
bu gen 16 ekzondan olugmaktadir. Yetigkin bir bireyin beyninde alternatif kesilim (splicing)
sonucu tau proteininin alti adet izoformu olugmaktadir [2, 22]. Norodejenerasyon sirasinda
tau anormal fosforillenir. Bugiine kadar tau proteininin 39 farkli bolgeden fosforillenebildigi
gozlemlenmistir. Bu modifikasyonlarin  tau’nun mikrotiibiillere baglanma ilgisinin
azalmasinda rolii oldugu ve sonucunda ise aksonal transportta bozulmalara yol actigi
diistiniilmektedir. [1, 23, 24]. NFY’ler noronal yikimin en fazla oldugu beyin bolgelerinde
goriiliir ve demansin siddeti ile koreledir [11, 25, 26]. Birinci kromozomda yer alan tau gen
mutasyonlart “Frontotemporal Demans” adini alan bir klinik tabloya yol agar. Bu hastalikta
AH’de gozlenen NFY’ler saptanir. Norodejenerasyonun frontal ve temporal bolgede sinirl
oldugu bu tabloda AP patolojisi gézlenmez. Tiim bu bulgular “amiloid hipotezinin” hastaligin
baslangicinda yer aldigini, tau ile iliskili patolojinin ise daha sonradan ortaya g¢iktigini

desteklemektedir [27].

Genetik

Genel olarak AH’nin, erken baslangicli FAH ve gec baslangicli AH (sporadik) olmak
tizere iki tiirii bulunmaktadir. AH nin 6nemli bir kismin1 sporadik olgular olusturmakta ve %2
gibi az bir kisminda genetik 6zellik gostermektedir. APP’de 25°den fazla, PSEN1 geninde
150’den fazla ve PSEN2 geninde de 10’un iizerinde mutasyon saptanmistir. PSEN1 gen {irtinii
presenilinl ve PSEN2 gen {iriinli presenilin2, APP parcalanmasinda rol alan y sekretaz
ailesinin tiyeleridir. Tiim mutasyonlar AB42 {iretiminde artisa yol acar [11]. Apolipoprotein E
(ApoE) geni kolesterol metabolizmasinda gorevli olan Apolipoprotein E proteinini
kodlamaktadir ve 19. kromozomda yer alir. ApoE geninin €2, €3 ve ¢4 olmak iizere 3 ana
alleli vardir. Popiilasyonda €3 en yaygin varyantidir, ¢4 varyantinin varligi ise ge¢ yas
baslangichh AH’na yatkinlikta artig ile koreledir. Ancak bu allelin varligi, AH’nin
geliseceginin kesin gostergesi degildir [1, 28].

Genom genelinde yapilan ¢alismalar (genome wide association stuides, GWAS)
ApoE’ye ek olarak farkli risk lokuslarimi isaret etmektedir. Bunlar, clusterin (CLU),
phosphotidylinositol-binding-clathrin assembly protein (PICALM) genleridir [1, 29]. CLU,
AP agregasyonu ya da yikilimindan rol alirken ayn1 zamanda AP fibrilasyonuna da katilirken,
PICALM Kklatrin aracilikli endositozda rol almaktadir [31,32]. Alzheimer hastalig1 genetik
konsorsiyumu (ADGC) tarafindan gec¢ baslangigh AH’lerde yapilan GWAS’a gore gec
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baslangiglhi AH’ye yatkinlik olusturdugu diisiiniilen 10 gen bildirilmistir; APOE, CR1, CLU,
PICALM, BINI1, EPHAL, MS4A, CD33, CD2AP ve ABCA7 [32]. ADAMI0, disintegrin ve
metalloproteaz ailesinin bir liyesidir ve APP’nin anti-amiloidojenik proteolizini gergeklestiren
bir a-sekretazdir. Son bulgular, ADAMIO0 daki mutasyonlarin a-sekretaz aktivitesini
azalttigini ve buna bagli olarak A diizeylerinde artis1 gdstermistir [ 1,33].

Inflamasyon

Son bulgular AH’de giderek artan oranda glial hiicrelerin inflamatuar etkilerinin
patogenezde yer aldigin1 gostermektedir. Aktive mikroglia, AH’lerin beyinlerinde APP’lerin
ve havyan modellerinde amiloid birikimlerinin ¢evresinde gozlenmistir [34]. Aktive mikroglia
ile birlikte akut faz proteinleri, sitokinler ve diger inflamatuar aracilar gosterilmistir. Pozitron
emisyon tomografi (PET) calismalarinda AH’de mikroglial aktivasyon varligi, amiloid
toksisitesinde mikroglianin énemli rolii oldugunun kanitidir [35]. Kiiltiire edilmis mikroglial
hiicrelere ve makrofajlara AP uygulanmasi onlarin aktivasyonuna ve interlokin-1B (IL-1B),
interlokin-6 (IL-6) ve tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinlerin
iiretimine yol agar. Epidemiyolojik verilerde inflamatuar patogenezi desteklemektedir [34,
35]. Aym sitokinlerin AH’ye sahip kisilerin beyinlerindeki ekspresyonlarinda artis
saptanmistir [35]. Anti-inflamatuar tedaviler hem insanda hem de hayvan modellerinde plak

ile iligkili patolojileri azaltmaktadir [34].

2.1.3. Tam

Klinik Tam

AH’nin tam1 kriteri olarak glinimiizde yaygin bigimde “National Institutes of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke” (NINCDS) ve “Alzheimer’s Disease
and Related Disorders Association” (ADRDA) tan1 kriterleri kullanilir. NINCDS-ADRDA
kriterleri bellek veya lisan gibi biligsel islevlerde bozulmayi gerektirir [36]. Kriterlerin
gerceklestigi  tipik tabloya NINCDS-ADRDA ile ‘Muhtemel Alzheimer hastaligr’
denmektedir. Postmortem c¢alismalara ve NINCDS-ADRDA tani kriterine gore tani
dogrulugunun % 65— 96 arasinda oldugu, diger demans tiirlerinden ayirmada ise spesifitesinin

% 23-88 arasinda degistigi goriilmiistiir [37].
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Tanida Laboratuar

AH’nin tanisina gelisen laboratuar testleri katki saglamaktadir. Bunlar: Medial temporal
lob (MTL) atrofisinin varli§i, PET calismalarinda spesifik goriiniim (temporal parietal
bolgede glukoz metabolizmasinda azalma), Anormal BOS biyomarkirlar (diisitk amiloid B1-
42, artmis total ya da fosforile tau diizeyi, gelecekte bulunacak olasi iyi biyomarkirlar),

Otozomal dominant mutasyonun ailede gosterilmesidir.

Medial temporal lobun manyetik rezonans goriintiileme (MRI) ile incelenmesi: Bu
goriintiileme teknigi erken donemde taniya katki saglar. MTL atrofisi, Alzheimer’da %71—
96, 1limli kognitif bozuklukta % 59-78 siklikta karsimiza c¢ikmaktadir. Normal yaslilik
stirecinde siklig1 daha azdir (%29). Ancak MTL atrofisi yapan diger nedenlerin ekarte

edilmesi gerekliligi akilda tutulmalidir.

Ayrica yliksek ¢oOziiniirlikli MRI ile beynindeki yapisal degisimler in-vivo olarak
belirlenmektedir. Hipokampusdeki atrofinin olusumu hastaligin preklinik asamalarinda bile
belirlenebilmekte ayrica AH’na dogru gecis ise %80 giivenilirlik ile tahmin edilmektedir.
Erken teshis i¢in hipokampal hacim 6l¢iimii bu giine kadar AH’nin yapisal degisimini en iyi

yansitan biyomarkirdir [38, 39, 40].

Spesifik metabolik incelemeler: PET ve single photon emission computed tomography
(SPECT) in vivo niikleer radioisotopik kan akimini (99mTc-HMPAO, 133Xe), ya da glikoz
metabolizmasinin 6lgen (18F-FDG PET) yontemlerdir. Son donemde amiloid ve tau protein
agregatlarin1 da 6lgmektedir. SPECT daha yaygin ve kullanilabirligi yiiksek olmakla birlikte
sensitive ve spesifitesi oldukca diisiiktiir. PET ¢alismalarinda bilateral temporal pariyetal
bolgede ve posterior singulate’da azalmis glukoz metabolizmasi en sik bildirilen bulgudur.
Patolojik tani altin standart kabul edildiginde, sensitivitesi % 88-95, spesifitesi % 62—
74°diir. PET Lewy body demansint AH’den kolayca ayirabilmektedir (sensitivitesi % 86—92,
spesifitesi % 80-81). Ancak PET ¢alismalar1 vaskiiler demansi, AH’dan ayirmada smirl

kalmaktadir (sensitivitesi % 75—88, spesifitesi %18-53).

Anormal BOS biyomarkirlar: (diigiik AB1-42, artmis total ya da f-tau diizeyi): Amiloid
B1-42 (AP42) AH ile birlikte Lewy body, frontotemporal lobar dejenerasyon ve vaskiiler

demansta da diizeyi azalmaktadir. Spesifitesinin olmamasi pek aciklanamamakla birlikte
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komorbid AH varlig: bir olasiliktir. BOS tau diizeyi Alzheimer ile birlikte diger demanslarda
da artmaktadir. Ancak fosforile tau diizeyine bakilmas1 6zgiilliigii daha da arttirmaktadir. Her
iki biyolojik markirin tanida kullanim1 sensitiviteyi % 85- 94’e, spesifiteyi ise % 83-100’e
cikartmaktadir. BOS’daki biyomarkirlarla ilgili yapilan bir ¢alisma prodromal evrede olgulari
tespit edebilir. Spesifite % 90, sensitivite ise % 85’in lizerindedir. Bu c¢alisma BOS

biyomarkirlarini oldukga faydali olabilecegini gdstermesi acisindan dnemlidir.

Otozomal dominant mutasyonun ailede gosterilmesi: AH’da ii¢c otozomal dominant
mutasyon tanimlanmigstir. Kromozom 21°de (APP), Kromozom 1°de (PSEN1) ve kromozom
1’de (PSEN2). Aile bireylerinin birinde bu mutasyonun gosterilmesi, diger bireylerin

tanisinda destekleyici bir bulgudur.

2.2. MikroRNA

miRNA’lar ilk kez Caenorhabditis elegans’ta hiicrelerin gelisiminin arastirildigi
caligmalarda kesfedilmistir. Ambros ve ark tarafindan C. elegans’ta gelisimsel siirecte
zamanlamay1 kontrol eden heterokronik genler olan /in-4 ve lin-14’ten lin-4’tUn lin-140
baskiladig1 gosterilmistir [41-43]. Ambros ve ark. lin-4 genini klonlarken bu genin 22
niikleotidlik kodlanmayan bir dizi oldugunu gostermislerdir [43]. Daha sonra Ruvkun ve ark.
lin-14 geninin 3’-UTR (Untranslated region: translasyon olmayan bolge) bolgesinde
korunmusg dizilerin bulundugunu, bu dizilerin lin-4 dizisine komplementer oldugunu
bildirdiler [44]. Bunun yaninda lin-4’lin, lin-28’1 de regiile ettigi Ambros ekibi tarafindan
gosterildi [45].

2000 yilinda yine C. elegans’ta Ruvkun ve ekibi tarafindan gelisimsel zamanlamay1
kontrol eden, 21 niikleotid uzunlugundaki let-7 isimli RNA molekiilii kesfedilmistir. Let-
7’nin gelisimsel zamanlamay1 kontrol eden diger bir gen olan lin-41’i regiile ettigi
gosterilmistir [46, 47]. Aym yil i¢cinde yine Ruvkun ve grubu let-7 genlerinin bir ¢ok
hayvanda korundugunu gostermistir [48]. Glinlimiize kadar farkli tiirlerde toplam yaklagik
21643 adet miRNA kesfedilerek miRNA veritabani olan miRBase’e kaydedilmistir (miRBase
Release 18, Kasim 2011) [49].
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2.2.1. miRNA Biyogenezi

miRNA’lar niikkleer genomda tek tek ya da polisistronik olarak yerlesmislerdir. RNA
polimeraz II enzimi tarafindan transkribe edilirler. Transkripsiyon sonucunda 6ncii miRNA
molekiilii elde edilir. Bir dizi enzimatik olay sonucunda matiir formuna gecerek fonksiyonel
hale gelir. Fonksiyonel hale gelen miRNA, RNA ile indiiklenen susturma (RNA induced
silencing complex; RISC) kompleksine katilarak hedef genlerinin ekspresyonlarini

baskilayarak veya degrade ederek regiile eder.

Klasik Yol

Niikleer genomda kodlanan miRNA genlerinden RNA polimeraz Il enzimi araciliiyla
primer mikroRNA (pri-miRNA) formunda ilk molekiil sentezlenmektedir [50]. Sentezlenen
pri-miRNA 3-4 kilobaz boyutta ve 5’ cap ve poli(A) i¢eren karmasik sekonder yapiya sahiptir
[50-53]. Elde edilen pri-miRNA bir sonraki basamakta yaklasik 70 niikleotid boyutunda olan
pre-miRNA (prekiirsor miRNA) formuna mikroislemci kompleks tarafindan dontstiiriiliir. Bu
kompleksin yapisinda insanda Drosha ve DiGeorge sendrom kritik bolge gen 8 (DGCRS)
proteinleri sineklerde ise Drosha ve Pasha (Partner of Drosha) proteinleri bulunmaktadir [53-
59]. RNaz III ailesinin bir {iyesi olan Drosha proteini mikroislemci kompleksinde katalitik
birim olarak ig goriitken, DGCR RNA yapisin1 tanimaktadir. Pri-miRNA’nin mikroiglemci
kompleksi tarafindan kesilimi sirasinda DGCRS8’in tek ve ¢ift iplikli RNA molekiiliini
tanimasinin ardindan Drosha ¢ift iplikli sactokas: yapidaki molekiilii keser ve 5’ ucunda
monofosfat, 3’ ucunda 2 niikleotid hidroksil uzantisi bulunan pre-miRNA olusmaktadir [60].
Olugan pre-miRNA RAN-GTPaz iligkili exportin-5 (Exp-5) araciligiyla sitoplazmaya tasinir
[60-64]. Exp-5’in pre-miRNA’lar1 tasima gorevinin yaninda baglandigi pre-miRNA’y1

yikimdan koruyucu etki gdsterdigi 6ne siiriilmistiir [65].

Sitoplazmaya gelen pre-miRNA diger bir RNaz III enzimi olan Dicer ile islem gorerek
22 niikleotidlik matiir miRNA’ya doniisiir [65, 66]. Bu islem sonrasinda miRNA dupleksi
acilir ve RNA baskilanmasinda gorev alan kilavuz iplik ile miRNA* veya yolcu iplik olarak
adlandirilan komplementer zincir acgiga ¢ikar. Burada hangi ipligin RISC kompleksine
katilarak fonksiyonel olarak is gorecegi molekiillerin termodinamik 6zelliklerine bagli olarak
belirlenmektedir [67]. RISC kompleksi bir Riboniikleoprotein (RNP) kompleksidir, yapisinda
miRNA’nin yaninda transactivation-responsive RNA-binding protein (TRBP), PKR aktive
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edici protein (PACT) ve Argonaute-2 (Ago2) proteinleri bulunmaktadir. Bu kompleks;
mRNA kesimi, translasyonel baskilama ve kromatin yapisinin diizenlenmesi gibi
fonksiyonlart yonlendirmektedir [68-71]. Ago2 mutant organizmalarda yapilan g¢aligmalar
RISC kesim aktivitesinde Ago2’nin dogrudan etkisinin oldugunu gostermistir [72]. Ago
proteinleri PAZ, mid ve PIWI gibi karakteristik bolgeler icermektedir ve bu bolgelerden PAZ
bolgesi RNA’nin 3’ ucunu tanirken, Mid bolgesi 5° fosfata baglanir.

miRNA/Ago RNP kompleksleri miRNA fonksiyonlarini yonlendiren efektor
kompleksin ana bilesenidir [73]. Katalitik miRNA olusumu sirasinda kilavuz miRNA
ipliginin 5° ucunun Ago2 proteini ile baglanmasi gerekmektedir [74]. Olusan miRISC
kompleksi hedef mRNA’nin 3’-UTR bolgesine baglanarak genellikle ekspresyonu baskilar,

ancak bazi durumlarda hedef genin aktivasyonunu sagladigi da goriilmiistiir [75].
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miRNA-RISC kompleksi olusumunun ardindan bu komplekslerin P- veya GW-
cisimcikleri gibi yapilarda post-transkripsiyonel regiilasyon fonksiyonlarmi gosterdigi
yoniinde kanitlar bulunmaktadir. P- cisimciklerinde hem mRNA yikim olay1 ger¢eklesmekte
hem de baskilanmig mRNA’lar depolanmaktadir [76-79]. P cisimciklerinin yapisinda motor
ve duyu polindropati hastasinin serumunda bulunan otoimmiin antijen GW 182 bulunmaktadir.
Bu protein, P-cisimciklerine yerlesen Agol iceren susturucu komplekslerde bulunur [80, 81].
Bununla birlikte, P-cisimciklerinin sinapslarda kesfedilmesi ve noronal farklilasmada
meydana gelen uyartilara verdikleri yanitlar dolayist ile ndronal farklilagma, 6grenme ve

bellek gibi mekanizmalarda rol alabilecekleri 6ne siiriilmiistiir [82, 83].

Drosha Bagimsiz Yollar

Klasik miRNA biyogenez yoluna ek olarak Drosha bagimsiz ve Dicer bagimsiz

yolaklarin da miRNA biyogenezinde rol aldig1 yapilan ¢aligmalarca gosterilmistir.

Mirtronlar pre-miRNA’larin bir alt smifidir ve biyogenezleri icin RNA kesim
islemlerine bagimli olduklar1 gosterilmistir [84-86]. Mirtronlar sagtokast yapist olusturma
potansiyeline sahip kisa intronik dizilerdir. Bu diziler mRNA’larin splicing asamasinda ortaya
cikarak pre-miRNA yapisini taklit eder. Bu yapisindan dolay1 Drosha ile islenme zorunlulugu
ortadan kalkar, Exp-5 araciligiyla sitoplazmaya taginarak klasik miRNA biyogenez yolagina
girer. Sonunda RISC kompleksine yliklenir [87]. Mirtonlarin kesfi pre-miRNA’larin
ozelliklerini tastyan herhangi bir RNA’nin miRNA islenme mekanizmasi tarafindan

kullanilabilecegi ve islevsel bir miRNA olusabilecegi konusunda fikir vermektedir [84-86].

Kiigiik niikleolar RNA’lar (Small nucleolar RNA; snoRNA) mikroislemci kompleksten
bagimsiz olarak islenebilen pre-miRNA’larin diger bir kaynagidir [88, 89]. Yaklasik 70-200
niikleotid uzunlukta olan snoRNA’lar se¢ilmis ribozomal RNA (rRNA) molekiillerinin
enzimatik modifikasyonlarina rehberlik ederek kiiciik niikleolar riboniikleoprotein (small
nucleolar ribonucleoprotein; snoRNP) kompleksleri olarak fonksiyon gdsterir [90]. Agol ve
Ago? ile iliskili kiiciik RNA’larin incelendigi calismada pre-miRNA’ya benzeyen yapilarda

snoRNA’lar bulunmustur. Bu calismanin sonucuna goére bu RNA’larin islenmesi siireci
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Dicer’a bagimli ancak Drosha’dan bagimsiz gerceklesmektedir. Ozetlemek gerekirse bazi

snoRNA’lar kendi fonksiyonlarinin disinda miRNA’lara kaynak olmaktadir [91].

Miirin y-herpes viriisii 68 (MHV68) tarafindan kodlanan miRNA’lar pol Il tarafindan
transkribe edilerek tRNA ile bagli bir pre-miRNA yapist olustururlar [92-94]. Bu pre-
miRNA'lar Drosha tarafindan islenmek yerine tRNA’y1 3’ ucundan kesip, pre-miRNA hairpin
yapisini serbest hale getiren tRNaz ile islenirler. Daha sonra Dicer tarafindan islenip olgun
viral miRNA'lar1 olustururlar. Ozetlemek gerekirse MHV68’in miRNA’lar1 Drosha bagimsiz
olup tRNaz ve Dicer’a bagimlidir.

Dicer Bagimsiz Yolaklar

miRNA biyogenezinin klasik yolunda rol alan Ago2 proteininin katalitik olarak gorevi
etkilenerek olusturulan mutant farelerde kiigilk RNA baglanmasi engellenerek RNA kesimi
onlenmistir [95]. Bu ¢alismada, ayrica, pre-miR-451’in Drosha tarafindan tiretildigi ve Dicer

basamagi atlanarak dogrudan Ago2’ye yiiklendigi bulunmustur.

2.2.2. miRNA’larmn Regiilasyonu

Kodlanmayan RNA’lar genomda ¢ok sayida bulunmaktadir ve bu RNA’larin
ekspresyonlar1 internal ve eksternal olaylara bagli olarak sinyal yolaklar1 tarafindan iyi
kontrol edilmektedir [96]. Okaryotik miRNA’lar genomda intergenik, intronik ve polisistronik
olmak tizere 3 farkli sekilde kodlanmaktadir. miRNA’larin biiyiik bir kism1 kiimelenmis halde
transkribe olmaktadir [97]. Kiimelenmemis miRNA’lar ise genomda ekzonik veya intronik

olarak kodlanmaktadir [98].

Cogu miRNA, sinyal yolaklarinin en son agamasinda rol alan transkripsiyon faktorleri
tarafindan dokuya veya gelisimsel doneme 6zgii olarak eksprese edilir. Yapilan son ¢alismalar
miRNA’lar ve transkripsiyon faktorlerinin arasinda regiilator bir bag oldugunu
gostermektedir. [96]. Baz1 arastirmalar da miRNA ekspresyonlarinin post-transkripsiyonel

diizeyde de regiile edildigini gdstermektedir [99].
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2.2.3. miRNA Deteksiyon Yontemleri

miRNA ekspresyonlar1 hiicrelerin bulundugu fizyolojik veya patolojik duruma gore
degisiklikler sergilemektedir. Patolojik durumlar dolayisiyla, miRNA’larin biyomarkir olarak
kullanimina yonelik ¢aligmalar giliniimiizde devam etmektedir. Bu sebeple hastalik
patogenezinde rol alan miRNA’larin kesin olarak bilinmesi gerekmektedir. Ancak, miRNA
deteksiyonu boyutlarinin ¢ok kisa olusu ve guanin-sitozin (GC) igeriginin ¢ok degisken

olmasi dolayisiyla teknik agidan zorluklar yaratmaktadir.

miRNA ekspresyon diizeylerini belirlemeye yonelik c¢aligmalarda genellikle 200
niikleotitten kiiglik RNA’larca zenginlesmis total RNA’lar kullanilmaktadir. Eger belirli bir
RNA ekspresyonu analiz edilecekse northern blot veya RNaz koruma testi (RNase protection
assay; RPA) yontemleri tercih edilir [100]. In situ hibridizasyon yontemi de miRNA
deteksiyonu amaciyla kullanilmaktadir [101]. Ancak, kullanilacak probun fazla olmas1 ve elde
edilen verinin az olmasi sebebiyle mikroarray ve kantitatif PCR (qPCR) yontemleri daha sik
kullanilmaktadir [102]. Bunlarin yaninda gen ekspresyonunun seri analizi (Serial analysis of
gene expression; SAGE) ve derin sekanslama teknikleri de global miRNA profilleme

caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Mikroarray

Mikroarray yontemi genom ¢apinda yapilan ekspresyon, mutasyon ve kromatin immiin
presipitasyonu gibi amaglarla ortaya ¢ikan ucuz, hizli ve giivenilir bir teknolojidir [103].
Yontemdeki temel prensip analiz edilecek Ornekte bulunan niikleik asitlerin ¢ip {izerinde
bulunan komplementer problarla hibiridizasyonudur. Hibridizasyon dncesinde analiz edilecek
molekiiller isaretlenir ve hibridizasyon sonrasi isaretlenmis molekiiller mikroarray tarayict
tarafindan okunarak kantitasyon yapilir. Cip {izerinde binlerce dizi bulundugu i¢in ayn1 anda

biiylik bir miktarda transkript veya DNA molekiilii analiz edilebilmektedir.

miRNA-mikroarray uygulamalarinda izole edilen total RNA’da ¢ogunluk rRNA’lardan
olustugundan dolay1 200 niikleotitten kiiciik RNA’larca zenginlestirme islemi yapilmalidir.
Yapilan analizde yiiksek kaliteli RNA kullanilmas1 gerektigi i¢in degisik yontemlerle

kalitenin  belirlenmesi  gerekmektedir [104]. Hibridizasyon asamasinin &ncesinde

18



biyokimyasal reaksiyonlar yer almaktadir. Bu sathada analiz edilecek Ornekler floresan
isaretlenmis niikleotidlerle ¢ogaltilir. Bu asamada isaretleme 1-renk ve 2-renk olacak sekilde
2 yontemle yapilmaktadir. 1-renk yonteminde tiim Ornekler ayni renk ile isaretlenir ve her
ornek ayr1 c¢ipe hibridize edilerek analiz gerceklestirilir. Diger yontem olan 2-renk
yonteminde ise kontrol ve kiyaslanacak 6rnek (Or: hasta, ila¢ uygulanan vb.) farkli renklerle
isaretlenir ve 2 Ornek ayni ¢ipe hibiridize edilerek analiz yapilir. Hibridizasyon sonrasi
yikama islemleri gerceklestirilir ve okumalar yapilir. Okuma islemi lazer tarayicilarla yapilip
analiz kisminda veri normalizasyonu, analizi ve istatistiksel analizler yapilmaktadir.
Normalizasyon asamasinda c¢ok farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlarin en sik
kullanilanlar1 Quantile [105], Locally weighted regression and smoothing scatterplot

(LOESS) [106], varyans stabilizasyonu [107] ve medyan normalizasyonlaridir.

Kantitatif PCR

qPCR yontemi miRNA ekspresyon analizlerinde genellikle dogrulama amaciyla
yapilmaktadir. qPCR analizinde sirasiyla komplementer DNA (cDNA) sentezi, PCR
yontemiyle isaretli {iriinlerin sentezi ve veri analizi olmak iizere 3 basamak vardir. ilk olarak
cDNA sentezi asamasinda miRNA tamamen cDNA’ya c¢evrilmelidir. Ancak, miRNA’lar
yaklagik 22 niikleotidden olustugu icin PCR ile amplifikasyonu ¢ok zordur. Bu sebeple
poli(A) polimeraz enzimi kullanilarak mRNA’nin 3° ucuna Poli(A) kuyrugu eklenmektedir.
Bu basamaktan sonra universal primer baglanma noktasi igeren oligo d(T) sekanslariyla
cDNA sentezlenmektedir. ¢cDNA sentez basamaginin ardindan PCR ile miRNA’larin
cogaltilmast islemi yapilir. Bu islemde miRNA’nin 5’ ucuna eslesen primer ve universal
primer kullamlir. Isaretleyerek ¢ogaltmak amaciyla da floresan 1s1ma yapan SYBR green I
veya reaksiyon 0zgiilliigiinii arttiran Tagman Problar1 iceren PCR karisimlar1 kullanilmaktadir
[108]. Reaksiyon sirasinda her oOrnegin amplifikasyon egrisi ¢izilmektedir. Bu egride
reaksiyonda olusan 1s1ma miktar1 gosterilmektedir. Olusan 1simanin PCR cihazinda detekte
edildigi esik degerin okundugu siklusa Ct denmektedir. Gruplar arasi ekspresyon miktari
kiyaslanirken reaksiyonda elde edilen Ct degerleri kullanilarak AACt ydntemiyle analiz
yapilmaktadir [109]. Analizde normalizasyon amaciyla bir housekeeping gen
kullanilmaktadir. Bu sebeple, miRNA qPCR analizlerinde U6 gibi kiicik RNA’lar
kullanilmaktadir. Ancak birden fazla housekeeping genin kullanilmasi analizin 6zgilliigiini

arttirmaktadir [110, 111].
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2.2.4. Alzheimer Hastaliginda Ekspresyonu degisen miRNA’lar

Giderek artan sayida calisma AH patogenezine katilan proteinlerin ve yollarin
diizenlenmesine katilan g¢esitli mikroRNA’larin  varligimi  ve mikroRNA ekspresyon

degisikliklerini ortaya koymaktadir [112, 113]

Postmortem AH olgularimin hastaliktan etkilenen hipokampus, temporal korteks ve
medial frontal girus gibi beyin bolgelerinde ekspresyon degisikligi saptanmis olan
miRNA’larin bir boliimii mir-146a gibi hastalik patogenezine katilan inflamasyon ve oksidatif
stres gibi siireclerde rol oynamaktadir [114-117]. miR-146a beyinde inflamatuar yanitin
onemli bir baskilayici molekiili olan komplement faktéor H’m (CFH) translasyonunu
baskilamaktadir. AH’de beyin miR-146a ekspresiyonu artarken, CFH diizeyi azalmaktadir
[117]. AH’de ekspresyon anormalligi gosteren miRNA’larin bir boliimii de noral gelisim,
noronal farklilasma ve sinaptik siireglerde rol oynayan miRNA’lardir. Ornegin axon guidance
stirecinde rol oynayan ve AH’de beyinde ekspresyonu artan neuron navigator 3 AH’de beyin
ekspresiyonu azalan miR-29a’nin hedefledigi bir gendir [118]. Bir baska 6rnek de beyinde
yogun bulunan ve sinir sisteminde islev gordiigi diisliniilen miR-9, miR-125b ve miR-138
mikroRNA’larinin diizeyinin AH’da artisidir [116, 119] (Tablo 1). AH’de miR-125b

ekspresiyon artis1 astrogliozis ile iliskili olabilir [120].

miR-138’in sican hipokampal noronlarinda dendritik spine biiyiikligiinli negatif yonde
diizenledigi bilinmektedir [121]. miR-29a’nin da aralarinda bulundugu ve AH’da beyin
ekspresyon degisiklikleri bildirilen bir grup miRNA ise AH patogenezinde rol oynayan APP,
BACEI ve tau gibi genlerin translasyonunu baskilamaktadir. miR-29a’nin hedef genlerinden
biri de BACE1dir. Her ne kadar sporadik AH olgularinda BACE1’e miR-29a’nin baglanma
bolgesinde varyantlarin hastalik riskini arttirmadigi saptanmissa da [122], postmortem olarak
AH’de miR-29a ekspresyonunun BACE]1 ekspresyonunun artigiyla ters korele olarak azaldig:
bildirilmistir [123]. Hedefi yine BACE1 geni olan miR-107’nin beyin ekspresyonu da AH’de
azalmaktadir [124, 125, 126]. miR-107’nin bir baska hedefi de, AH’de modifiye edici bir gen
olarak rol oynadigi diisliniilen granulindir [127]. Cift transgenik AH fare modelinde
(APPswe/PS1), beyinde BACEl mRNA ve protein diizeyleri arasinda korelasyonunun
kayboldugu saptanmistir [128] (Tablo 1). Bu farelerin beyinlerinde ekspresiyonu azalan miR-
298 ve miR-328’in BACEI’i hedefleyen miRNA’lar oldugu belirlenmisti. Bu farkliliklar

tiirler aras1 miRNA ekspresyon ve hedef gen profili farkliliklarinin deneysel modellerde g6z
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ontlinde tutulmasi gerektigini gdstermektedir [112, 129].

Yeni bir ¢calisma da iki kodlamayan ve diizenleyici RNA grubunun (miRNA ve dogal
antisense transkriptler) BACE1 ekspresyonunu diizenleme siirecinde etkilesdigini ortaya
cikarmistir [130]. BACEI antisense transkripti AH beyinlerinde artmakta ve BACEI’in miR-

485-5p tarafindan baskilanmasini 6nlemektedir.

AH olgularinin beyinlerinde hedefi APP olan miRNA’larin ekspresyonlarinda da
degisiklik oldugunu postmortem yapilan ¢aligmalar gostermistir. APP  translasyonunu
baskilayan miR-106’nin ekspresyonu sporadik AH olgularinin beyinlerinde azalmaktadir

[131]. APP’nin miR-106’nin hedef geni oldugu in vitro ¢alismalarla dogrulanmistir [132].

AH’nin ¢ift transgenik (APPswe/PSDeltaE9) fare modelinde ise beyin korteksinde miR-
106 ekspresyonu 3. ve 6. aylarda artma gosterirken, 9. ayda azalmaktadir [133]. Bu farelerde
miR-106"nin hedefi olan transforming growth factor-beta (TGF-B) ve type II receptor (TPR
IT) ekspresyon anormalligi de belirlenmis ve miR-106 TGF-B sinyalleme yolunu da
etkileyerek AH patogenezinde rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir. Ozellikle yaslanma
stirecinin etkisini incelemek amaciyla kullanilabilecek bir baska AH modeli olan senescence-
accelerated mouse prone 8 (SAMP8) farelerin hipokampusunda APP diizeyi artmakta ve
ekspresyon paterni kendisinin tranlasyonunu baskilayan miR-16 ekspresiyonuyla ters korele
olmaktadir [134]. Hedefi APP olan bir bagka mikroRNA (miR-101) ise AH’de artmistir [135,
136]. Ote yandan eriskin fare on beyin néronlarinda dicer delesyonu anormal tau
fosforilasyonuna ve norodejenerasyona yol agmaktadir [137]. Tau fosforilasyonuna katilan
enzimlerin transkriptom analizi bu siirece in vivo katilan kinazlardan birinin extracellular
regulated kinases 1 (ERK1) olabilecegini diisiindiirmektedir. miR-15 ailesinden mikroRNA
molekiillerinin ERK1 translasyonunu baskilamasi ve AH olgularinin beyinlerinde miR-15
ekspresiyonunun azalmis olmasit mikroRNA molekiillerinin tau fosforilasyonunu etkileyerek
de norodejenerasyonda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir [137]. AH’da tau protein
degradasyonunda anormallikler de patogenezde rol oynuyor olabilir. Tau degradasyonuna

katilan co-chaperone BAG2 diizeyleri ise miR-128a tarafindan diizenlenmektedir [138].

AH alaninda miRNA c¢aligmalarinin baglica getirisi hastaligin patogenezinin daha iyi
anlasilabilmesini saglamasidir. AH’de miRNA ekspresyon degisikliklerinin mRNA

degisikliklerine oranla farkli caligmalar arasinda daha az degiskenlik gostermesi bu
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molekiillerin tanisal ve prognostik biyomarkir olarak kullanimini giindeme getirmektedir
[139, 140]. Biyomarkir molekiillerin AH’de ayrica tedavi yanitlarini izlemede, olgulari
gruplandirmada ve tedavi yontemlerinin se¢iminde de kullanilabilmesi geregi vardir [141-
143]. miRNA’larin biyomarkir olarak bu dlciitleri yerine getirip getirmeyecegi gelecekteki

calismalarla belirlenecektir.
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Tablo 1: Farkl1 AH ¢alismalarinda miRNA ekspresyon degisimleri

Referans

Ornek

miRNA Ekspresyon Degisimi

Lukiw 2007
[119]

Lukiw 2008
[117]

Wang 2008
[126]

Hebert 2008
[123]

Schipper 2010
[113]

Hebert 2009
[181]

Sethi ve Lukiw

2009
[116]

Numez-Iglesias

2010
[140]

Shioya 2010
[118]

5 AH, 5 kontrol,
5 fetal beyinin
hipokampiisi

23 AH, 23
kontroliin
hipokampis ve
superior
temporal lobu
6 AH, 6 IKB,

11 kontroliin
temporal
korteksi

5 AH,
5 kontroliin
anterior
temporal
kompleksi

16 AH, 16
kontroliin
alyuvarlar

19 AH,

11 kontroliin
anterior
temporal
korteksi

6 AH,
13 kontroliin
temporal lobu

5 AH,
5 kontroliin
paritel lob
korteksi

7 AH,
4 kontroliin
frontal lobu

1 miR-9, miR-128

1 miR-146a

| miR-107, miR-29a/b-1, miR-
15a, miR-9, miR-19b

| let7i, miR-15a, miR-101, miR-
106b, miR-22, miR-26b, miR-93,
miR-181c, miR-210, miR-363

1T miR-197, miR-511, miR-320,

Cok sayida

| miR-106b

1 miR-9, miR-125b, miR-146a

miR-629, miR-637, miR-657,
miR-661, miR-09369, miR-
15903, miR-44691

| miR-29a



Tablo 2: AH hayvan modellerinde miRNA ekspresyon

degisimleri
miRNA
Referans Hayvan Modeli Ekspresyon
Degisimi
Cift transgenik
Wang 2010 (APPswe ve 1T miR-106
[133] PSAE9)
Lui 2010 SAMPS8 | miR-16
[134] fare
Cift transgenik
Wang 2009 (APPswe ve 1 miR-34a
[158] PSAE9)
Boissonneault Cift transgenik ImiR-298, miR-328
2009 (Presenilin ve
[128] APP)

Tablo 3: AH’de dolasimdaki miRNA ekspresyon degisimleri

Referans Ornek miRNA Ekspresyon Degisimi
Schipper 2010 16 AH, 16 Kontrol 1 miR-34a, miR-181b,miR-579,
[113] Kan Hiicreleri miR-520h, miR-155, miR-517%,
Let-7f, miR-200a, miR-371
Geekiyanage 2011 7 AH, 7 Kontrol | miR-137, miR-181c, miR-9, miR-29a,
[182] Serum miR-29b

Oner, Genc 2011

10 AH, 10 Kontrol
Serum

1 miR-660, miR-15a, miR-1263, miR-
20b, miR-324-3p, miR-92b, miR-30d,
miR-3148, miR-126, miR-16

|miR-1469, miR-663, miR-1915, miR-

1825, miR-320¢, miR-320b, miR-320a,
miR-762, miR-1280, miR-129-3p
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2.3. Dolasimdaki miRNA’lar

miRNA’larin hiicre i¢inde bulundugunu gosteren ¢alismalara ek olarak son dénemde
yapilan ¢alismalar Onemli miktardaki miRNA’larin hiicre disinda da bulundugunu
gostermistir. Weber ve ark’larinin yapmis oldugu ¢alismada farkli viicut sivilarinda miRNA
ekspresiyon profilleri gosterilmistir [144].  Ozellikle kanda DNA, mRNA ve diger
kodlamayan RNA’larla birlikte bulunan bu hiicre dist miRNA grubuna “dolasimdaki
miRNA’lar” (circulating miRNAs) ad1 verilmistir [145].

Bir ¢ok grup tarafindan yapilan farkli ¢calismalar bu miRNA grubunun kendine has
ozellikleri oldugunu gostermistir. Bunlarin en basinda dayaniklilik ve kararlilik gelmektedir.
Dolasimdaki RNazlar tarafindan yikima ugramamakta, diger kimyasal modifikasyonlara da
diren¢ gosterebilmektedirler. Ayrica pH degisiklerine, dondurup-¢oziilmelere karsi da mRNA
ve hiicre i¢i miRNA’larina gore daha dayaniklhidirlar [3]. Tim bu 6zelliklerinden dolay1
dondurulmus, parafine gomiilmiis dokulardan, plazmadan, serumdan ve daha bir ¢ok viicut
stvisindan izole edilebilmektedirler [146, 147]. Bu kararlilik ve dayanikliligin RNA baglayan
proteinlerle birlikte bulunmalarindan ya da lipid ve lipoprotein birlesenlerinden olusan
mikrovezikiiller ya da ekzozomlar i¢inde tasinimlarindan kaynaklandigi ileri siiriilmektedir
[3]. Bu tip vezikiiller i¢inde tasinarak hiicreler arasinda haberlesmeyi ve madde taginimini

sagladiklar1 da belirtilmistir.

Ayrica dolasimdaki miRNA profilleri dokudaki profiller ile ortiismekte ve bu tip
miRNAlarin ¢esitli hastaliklarin tanisal biyomakiri olarak kullanilabilecegi fikrini akla
getirmektedir. Yapilan ¢alismalar kiiltiire edilmis kanser hiicrelerinde ve bunlarin ortamlarinin
slipernatantlarinda; plazma/serum ve pek ¢ok kansere ait tiimor dokusunda ekspresyon
profilleri korelasyon gostermektedir. Ornegin Chen ve ark. yaptig1 calismada miR-17-92
sinift ve miR-17-5p’nin akciger kanseri hastalarinin hem serumunda hem de timor
dokularinda artis gosterdigini bulmuslardir [148]. Bagka bir calismada ise lenfoma
hastalarinda miR-155 seviyesi gerek dokuda gerekse hasta plazmalarinda artis goézlenmistir

[149, 150, 151].

Tiim bu agilardan degerlendirilecek olduklarinda dolasimdaki miRNAlarin hiicreler

arasi iletisim ve madde tasiniminda rol oynamalari, dolasimdaki kararliliklari, dokunun
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fizyolojik Ozellikleri ile oOrtiisecek sekilde profil gostermeleri bu molekiillerin hastalik tanist

ve seyrini yansitabilecegini ve biyomarkir olarak kullanilabileceklerini gostermektdir.

2.4. Alzheimerda Biyomarkir olarak MikroRNA
2.4.1. Alzheimer Hastahiginda Biyomarkirlar

Biyomarkirlar (biyolojik gostergeler) biyolojik sistemlere yada olaylara ait
gostergelerdir. Biyolojik sistemler; mutajenlere, karsinojenlere yada toksik etkenlere maruz
kaldiklarinda sistemde fizyolojik degisimler meydana gelmektedir. Biyomarkirlar sayesinde

bu degisimler hiicre, doku ve viicut sivilarinda dl¢iilebilmektedir.

Kesin tanist ancak postmortem olarak yapilabilen AH’de, hastaligin tanisinda ve
tedavinin izlenmesi i¢in gelistirilebilecek biyomarkirlar son derece oOnemlidir. AH’da
biyomarkir erken donemde taninin saglanmasi, ayirict taninin yapilmasi, hastaligin seyrinin
monitorize edimesi ve tedaviye yanitin degerlendirilmesi amaciyla kullanilabilir [152].
AH’da biyomarkir gelistirme konusunda yapilan ¢aligmalar artmis ve bu c¢alismalarin sonucu
patent basvurulart da s6z konusudur. Hatta 1998 yilinda Amerika’da AH’da molekiiler ve
biyokimyasal markir gelistirilmesi konusunda bir grup olusturulmustur [153, 154]. Bu

toplantida ideal biyomarkir s6yle tanimlanmistir:

AH’daki patoloji ile direkt ilgili olmali
Markir hastaliga yakanlanma riskinden 6te hastaligin gostergesi olmali
Markir hastaligin erken evresinde hatta preklinik donemde pozitif olmali

Markir hastaligin siddetini gostermeli

A e

Diagnostik 06zelligi ile birlikte markir hastaligin tedaviye yaniti konusunda bilgi

vermeli

o

Norolojik klinik bulgularla korele olmali

7. Non-invaziv, ucuz ve tekrar 6rnek alimina izin vermelidir.

Bu 6zelliklerin tamamini karsilamasa da AH’da giiniimiize degin serum ve BOS’ta pek
cok molekiil biyomarkir olarak incelenmistir. Biyomarkir arastirmalarint igin BOS iyi bir
baslangi¢ noktasidir. BOS’da yapilan ¢alismalarda artmis fosforile tau ve azalmis AP olasi
biyomarkirlardir. Her ikisinin birlikte kullanimi % 85 sensitivite ve spesifiteye sahiptir. Diger

demanslardan da ayirimda kullanilabilir [152].
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2010 y1linda Dubois tarafindan AH’nin tani kriterleri yeniden tanimlanmis ve BOS taki
artmis fosforile tau ve azalmig AP destekleyici bulgu olarak yerini almistir [37]. BOS,
AH’nin patolojisine uygun bir 6rnek gibi goziikse de elde edilme zorlugu s6z konusudur.
AH’da gozlenen degisikliklerin perifere yansidig1 gosterilmigtir [155]. Periferden elde edilen
plazma, serum, lenfosit ve trombosit gibi drnekler AH’da biyomarkir gelistirme amaciyla
kullanilmistir. AH’da BOS’ta diizeyi incelenen pek ¢ok molekiiliin diizeyine periferde de
bakilmustir [156, 157]. Pek ¢ogunun diizeyinde farkliliklar bulunmustur. Ornegin, sporadik
AH olgularinda kan mononiikleer hiicrelerinde miRNA mikroarray analiziyle saptanan ve
ardinda qPCR ile dogrulanan anlamli miRNA degisiklikleri miR-34a, 181b, 200a ve let-7f
artistdir [113] (Tablo 3). Her ne kadar periferik kan hiicrelerinin miRNA ekspresyon
degisiklikleri beyin ekspresyon degisikliklerini dogrudan yansitmasa da, miR-34a artisi
AH’nin ¢ift transgenik (APPswe/PSDeltaE9) fare modelinde beyin korteksinde de
saptanmistir ve bcl-2  anti-apoptotik  protein  translasyonu miR-34a  tarafindan
baskilanmaktadir [158]. Periferik kan hiicrelerine oranla BOS ndrodejeneratif hastaliklarda
beyin miRNA ekspresyon degisikliklerinin daha dogrudan gosterebilir. AH‘nin tan1 kriterleri
arasina giren AP 1-40 ve AP 1-42 diizeyi plazmada aragtirilmig, ancak plazmada 6l¢timlerinin
zor oldugu goriilmiistiir. Farkli gruplarin sonuglar arasinda benzerlik bulunmamaktadir [157].
Molekiiler biyolojide gozlenen gelisim AH’de biyomarkir arastirmalarina da yansimistir. Pek
cok genin ekspresyonunu ayni anda belirleyebilen mikroarray ve ayni1 anda pek ¢ok proteinin
ekspresyon degisiklikleri saptayabilen proteomiks yontemleri AH’daki biyomarkir
caligmalarina yenilik katmistir. AH’de yapilan mikroarray ve proteomiks ¢aligmalarinda ¢ok
farkl1 gen ya da proteinin diizeyinde farklilik saptanmistir. Bu nedenle bolgesel transkript
analizleri daha olumlu sonug¢ verebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagla, senil plaklarda ve
amiloid yumaklarda gen ekspresyon analiz ¢aligmalar1 yapilmigtir. Senil plaklardan yapilan
analizlerde APP, tau, Bcl-2, bax, protein fosfataz, degisik iyonotropik glutamat
reseptorlerinde ekspresyon artisi saptanirken, ndrofilament alt birimleri ve glial fibrilar asidik
protein (GFAP), interlokin-1 ve ileri glikasyon son {iriin reseptorleri mRNA
ekspresyonlarinda azalma saptanmigtir. Norofibriler yumaklardan yapilan analizlerde hiicre
iskelet elemanlari, dopamin reseptorii ile iligkili hastaliklarda pek ¢ok transkriptin azaldigi
gosterilmistir. Fosfatazlarin ekspresyonundaki azalma AH’da go6zlenen tau fosforilasyon

artisindan sorumludur [159].
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AH’da mikroarray ve proteomiks calismalarinda c¢ok fazla gen ya da proteinde
degisiklik saptanmasi biyomarkir ¢aligmalari a¢isindan umutsuzluk yaratmistir. Ancak Ray S.
ve ark tarafindan yapilan bir ¢aligmada hematopoez, immun sistem, apoptoz ve ndronal
destekle gorevli 18 proteinin plazma analizi ile erken evrede Alzheimer tanisina katki
saglanabilecegi One siirlilmiistiir. Bu proteinlerden bazilari: Anjiopoetin2, C-C motifi tagiyan
kemokinler, C-X-C motifi tasiyan kemokinler, G-CSF, GDNF, ICAMI1, TNF-a, IL3,
IL11,TRAIL R4 [160]. Hatta iki ayr1 firma tarafindan AH’ nin tanisinda kullanilmak {izere
diagnostik kit piyasaya siiriilmiis, ancak diger arastirmacilar tarafindan bu ¢aligma sonuglari

tartisilir bulunmustur. Sonucta AH’da diagnostik biyomarkir ihtiyact halan devam etmektedir.

2.4.2.Biyomarkir Olarak Dolasimdaki miRNA’lar

Kan kaynakli bir ¢ok biyomarkir, genellikle dolasimda bulunan patolojiye 0zgii
proteinlerdir. Bugiin bir ¢ok kanser tiirli i¢in karsinoembriyojenik antijen, prostat kanseri i¢in
prostata 6zgii antijen ve karaciger fonksiyonlari i¢in ise aminotransferazlar biyomarkir olarak
kullanilmaktadir.  Kanin karmagik protein igerigi, post-translasyonel modifikasyonlarin
cesitliligi, ilgilenilen proteinin digik diizeyde bulunmasi, tiir i¢i sekans farkliliklari,
deteksiyonda kullanilacak ajanlarin gelistirilmesinin pahali ve zaman alic1 olmasi protein

yapidaki biyomakirlarin gelistirilmsinedeki zorluklardan bazilaridir [4].

Diger yandan miRNA’larin pek ¢ok viicut stvisinda bulunmasi, tiirler arasi sekanslarinin
korunmus olmasi, dokuya ya da biyolojik siirece paralel ekspresiyon sergilemeleri, polimeraz
zincir reaksiyonu gibi bir ¢ok basit yontemler belirlenebilemeleri biyomarkir olabilemeleri

icin istenilen 6zelliklerdendir.

Bugiine kadar pekcok calisma dolasimdaki miRNA’larin  biyomarkir olarak
kullanilmasin1 aragtirirken bir grup bilim adami ise saglikli bireylerin dolagimidaki miRNA
profillerini incelemislerdir. Bu bulgulara gore 5 farkli arastirma grubu dolasimda 270 kadar
miRNA ekspresiyonu gozlemlemis bunlarda en anlamli 20 tanesini sOyle siralmistir; let-7b,
miR-16, miR-21, miR-223, miR-24, miR-25, miR-30d, miR-320, miR-106b, miR-142-3p,
miR-15a, miR-183, miR-19b, miR-20a, miR-22, miR-26a, miR-451, miR-484, miR-92a [ 6,
148, 161, 162, 163, 164]. Calismalar sonucunda cinsiyetlerden kaynaklanan (gebelik haric)
bir profil farklilig1 gézlemlenmemistir [6, 148, 164].
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Dolasimdaki miRNA profilleri pek ¢ok olgu caligmasinda ve hayvan modellerinde de
incelenmistir. Ozellikle kanser tiplerinde miRNA ekspresyon profillerini inceleyen ¢alismalar
yapilmistir. Bu kanser tipleri arasinda kolorektal kanser [165, 166], akciger kanseri [167,
168], karaciger kanseri [169], over kanseri [170], prostat kanseri [171, 161], pankreas kanseri
[172], lenfoma [173, 174] yer almaktadir.

Kanser dis1 calismalar ise gebelikte [175, 176], miyokardial infarksiyonda [177],

karaciger hasarinda [171, 178], sepsiste [179], romatoid artirtte [180] miRNA degisimleri

biyomarkir olarak incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:
Calisma olgu-kontrol tipinde, deneysel bir ¢alismadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:

Calismanin;  katilimeilarla  gériisme ve  goniillillerin - noéropsikolojik  olarak
degerlendirilmesi kismi Dokuz Eyliil Universitesi, Noroloji A.B.D. Demans polikliniginde,
alinan 6rneklerin analizi ise Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Ogrenme Kaynaklari
Merkezi Arastirma Laboratuart1 (ARLAB) da Agustos 2011 - Kasim 2011 tarihleri arasinda

gerceklestirilecektir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklem

Dokuz Eyliil Noroloji A.B.D. Demans polikliniginde izlenmekte olan NINCDS-

ADRDA kriterlerine gére muhtemel Alzheimer tanist almis hastalar (n=10) calismaya
alinmistir.  Birinci derece akrabalifi olmayan hasta yakinlari ve ¢alisanlarin yakinlari
arasindan goniillii olan inme gegirmemis ve diyabeti olmayan saglikli bireylerden (n=10)
kontrol grubu olusturulmustur.

3.4. Calisma Materyali:

Hasta ve kontrollerden alinan periferik kan drneklerinin serum kisimudir.

3.5. Cahismanin Degiskenleri:

- miRNA ekspresyon diizeyleri (bagimli degisken)
- Alzheimer Hastalig1 (bagimsiz degisken)
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* Yas: Hasta ve/veya yakinlarina ve kontrollere yiiz ylize goériisme sirasinda sorularak
elde edilmistir.

* Cins: Kadin ve erkek olarak belirtilmistir.

* Egitim yili: Hasta ve/veya yakinlarina ve kontrollere yiiz yiize goriisme sirasinda
sorularak elde edilmistir.

* Hastalik siiresi: Hasta ve hasta yakinlari ile yiiz ylize gorligme sirasinda ilk belirtilerin
basladig1 zaman sorularak elde edilmistir.

* Bilissel durum: Standardize mini mental test (SMMT) ile degerlendirilmistir.

3.6. Veri toplama Araclar::

3.6.1. Demografik veri toplama

Calismaya Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuar Arastirmalari etik
kurulu tarafindan 11.11.2009 tarihinde 09-9/16 karar numarasiyla onay verilmistir. Hastalarin
ve kontrollerin verileri 01.06.2011-31.08.2011 tarihleri arasinda yiiz yiize goriisme ile

toplanarak noropsikolojik degerlendirmeleri yapilmistir.

3.6.2. Noropsikolojik veri toplama

Hastalar ve kontroller yalniz bir defa goriilmiistiir. Bu goriismeler sirasinda hastalarin
klinik durumunu saptamak ve kontrollerin kognitif fonksiyonlarinda yikim olmadigin
belirlemek amaciyla standart noropsikolojik testler uygulanmistir. Hafif kognitif bozulma
(HKB) gozlenen olgular ¢alismadan dislanmistir.  Hasta ve kontrollere SMMT’i ile

degerlendirilmistir.
3.6.3. Kan Orneklerinden RNA izolasyonu
Hasta ve kontrollerden alinan kan oOrnekleri (10cc) 4000g’de 10 dakika santrifiij

edilerek serumlar ayrildi, -80°C’de saklandi. Serumlardan total RNA mirVana PARIS

izolasyon kiti ile iiretici firmanin protokoliine gore izole edildi (Ambion, Amerika). 800 ul
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hacmindeki 6rnege esit hacimde oda sicakligindaki 2x denature edici soliisyon eklendi. Daha
sonra buz lizerinde 5 dakika inkiibe edildi. Ekstraksiyon i¢in toplam hacim kadar asit:fenol-
kloroform eklendi. 45 saniye vortekslendi. 5 dakika oda sicakliginda 11,000g’de karigimin
organik fazmin ayrilmasi icin santrifiij edildi. Ust berrak faz yeni bir tiipe aktarildi ve
hacminin 1.25 kat1 kadar oda sicakligindaki 100% etanol eklenip iyice karigtirildi. Daha
sonra bu karisim (etanol/lizat) filtreden gecirildi. Filtre 700 pl “miRNA  yikama 1
soliisyonu” ile yikandi. Bu islem 2 kez “2/3 solusyonu” ile tekrarlandi. Son basamakta ise
RNA, 50l RNaz icermeyen su ile filtreden toplandi. Elde edilen RNA’larin konsantrasyon
ve kalite Ol¢timleri spektrofotometre (Agilent, ABD) ile yapildi. Kalite kontrolii Azes0/A2s0

orani 1,8 ile 2,0 arasinda olan 6rnekler kaliteli kabul edildi.

3.6.4. Mikroarray Analizi

Mikroarray analizi Aros (Danimarka) firmasi tarafindan yapilmigtir. Mikroarray
analizinde Affimetrix firmasinca gelistirilen GeneChip miRNA 2.0 Array kullanilmistir. Cip
iizerinde bulunan problar MirBase Release 15 (Nisan 2010)’da

(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.shtml) bulunan tim matiir ve matir* dizilerin

komplementer dizilerine gore dizayn edilmis, toplam 131 organizmaya ait 15,644 prob setini
icermektedir. Mikroarray analizine gore Oncelikle RNA ornekleri ¢ipe hibridize edildi ve
problarin 5’ uclarinda bulunan uzatma bolgeleri, hibridize olan RNA’lar1 primer olarak
kullanarak, Klenow fragmanlar1 ve biotinlenmis niikleotidler kullanarak uzatildi. Biotin

goriintliileme islemi ise Streptavidin-Phycoerythrin kullanilarak gerceklestirildi.

3.6.5. miRNA Hedef Genleri Analizi
miRNA hedef genleri miRGen target veritaban1 kullanilarak belirlenmistir

(http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/Targets.cgi). Yapilan analizde AH ile

iligkili hedefler belirlenmistir.
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3.7. Arastirma Plani

Projelendirme Ekim 2010
Orneklerin Toplanmasi Agustos 2011
Mikroarray Analizleri Eyliil-Ekim 2011
Biyoinformatik Analizler Ekim-Kasim 2011
Tez yazimi Kasim 2011

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma sonuglarinin istatistik analizinde anlamlilik igin student’s t-test, her bir
miRNA’nin diagnostik degerini belirlemek i¢in mutual information (karsilikli bilgi) analizi ve
siniflandirma kesinligini artirmak i¢in Destek Kuvvet Araglart (Super Vector Machines)
kullanilarak miRNA motifleri (Oriintiileri) ile ornekler siniflandirilmistir. Veriler ortalama =+
standart hata bi¢ciminde verilmektedir. Tiim degerlendirmelerde p<0,05 anlamhilik diizeyi

olarak belirlenmistir.

3.9. Arastirmanin simirhhiklar:

Calismanin 6rneklem grubunu genisleterek sonuglarin tekrarlanabilirligi gosterilmelidir.
Calismamizda saptadigimiz anlamli ekspresyon degisimi gdsteren miRNAlar g-PCR ile de
dogrulanmalidir. Bu sekilde ¢aligmanin giivenilirligi ve degeri artmis olacaktir. Tim bunlari
desteklemek amaci ile AH fare modelinde de benzer analiz yapilabilir. Calisma AH’ye
yakalanma riski olan kisilere katki saglayacaktir. AH ¢ok uzun yillardir bilinen bir hastalik
olmakla birlikte patogenezi yeni aydinliga kavusmaktadir. Patogenezde miRNA’larin rolii son

yillarda ortaya konmustur. Bu ¢aligma ile AH nin patogenezine yeni bir katki saglanmustir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Calismaya Ege Universitesi Tip Fakiiltesi izmir 1 No’lu Klinik Arastirmalar etik kurulu

tarafindan 11.11.2009 tarihinde 09-9/16 karar numarastyla onay verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler

Hasta grubuna iliskin (n=10) veriler; SMMT skorlari, yas, hastalik baslangi¢ yast,

cinsiyet ve tedavi amaci ile aldiklar ilaglarin etken maddeleri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4: Hastalarin (n=10) Demografik Verileri

Kod SMMT Yas Hastalik Cinsiyet Tedavide Aldigi ilag(lar)
Baslangic¢ Yasi (Etken Madde)

Hasta 1 13 76 71 Kadin Metoprolol Siiksinat, Rivastigmin
Hidrojen Tartarat, Memantin HCL

Hasta 2 28 76 75 Kadin -

Hasta 3 19 89 84 Erkek Sertralin,Donepezil HCL

Hasta 4 17 77 73 Kadin Memantin, Essitalopram,
Donepezil HCL

Hasta 5 20 78 65 Kadin Memantin, Galantamin, Sertralin,
Ketiapin

Hasta 6 17 73 70 Kadin -

Hasta 7 22 85 77 Kadin -

Hasta 8 0 73 69 Kadin Donepezil HCL, Memantin,
Essitalopram

Hasta 9 27 64 63 Erkek Essitalopram, Klonazepam,
Galantamin, Ketiapin

Hasta 10 11 78 75 Kadin -
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4.2. Alzheimer Hastaliginda Ekspresyonu Degisen miRNA’larin Mikroarray
Yontemiyle Belirlenmesi

Alzheimer hasta ve kontrol serumlarindan total RNA izole edilmis ve konsantrasyonlari
Tablo 5’de gosterilmistir. Bu drneklerden yapilan miRNA array sonucuna gore ekspresyonu
en ¢ok degisen 20 miRNA ise Tablo 6’de verilmistir. Ekspresiyonu degisen miRNA’larin 10
tanesinin ekspresyonu artarken, 10 tanesinin ise azalmis oldugu belirlenip, istatistiksel analize

gore degisimlerde anlamlilik saptanmustir.

Tablo 5: Total RNA izolasyonu sonucu drneklerin konsantrasyonlari

A(260)*F A(260)*F
Ornek Konsantrasyon ug/ml Ornek Konsantrasyon ug/ml
Kontrol 1 13,31 Hasta 1 11,87
Kontrol 2 11,02 Hasta 2 7,43
Kontrol 3 15,32 Hasta 3 12,33
Kontrol 4 12,92 Hasta 4 9,19
Kontrol 5 7,49 Hasta 5 11,49
Kontrol 6 8,04 Hasta 6 15,95
Kontrol 7 6,51 Hasta 7 23,90
Kontrol 8 6,90 Hasta 8 11,23
Kontrol 9 6,66 Hasta 9 9,98
Kontrol 10 6,42 Hasta 10 10,89
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Tablo 6: Mikroarray sonucuna gore ekspresyonu

degisen miRNA’lar

miRNA p-Degeri Kat

Degisim

hsa-miR-1263 0,001 1,16
hsa-miR-663 0,002 0,44
hsa-miR-660 0,003 1,29
hsa-miR-1469 0,005 0,39
hsa-miR-20b 0,016 2,02
hsa-miR-1915 0,017 0,45
hsa-miR-1825 0,017 0,74
hsa-miR-320c 0,020 0,43
hsa-miR-320a 0,023 0,36
hsa-miR-324-3p 0,024 1,23
hsa-miR-92b 0,026 1,22
hsa-miR-762 0,031 0,46
hsa-miR-320b 0,034 0,43
hsa-miR-1280 0,034 0,72
hsa-miR-30d 0,037 1,35
hsa-miR-15a 0,039 1,56
hsa-miR-129-3p 0,043 0,90
hsa-miR-3148 0,044 1,21
hsa-miR-126 0,044 2,09
hsa-miR-16 0,046 6,16

“Mutual information (MI)” (karsilikli bilgi), iki tane rasgele degiskenin karsiliklt
bagliliginin 6l¢iisiinii vermektedir diger bir ifade ile bir bilinmeyenden digerine dogru
belirsizligi tanimlamaya ¢alisan yontemdir. Bu analiz MATLAB, R PROJECT, SAS
programlarinda yapilabilmektedir. MI doniisiimii literatiirde siklikla 2 tabani kullanilarak
islem yapmaktadir. -1 degeri kontrol, 1 degeri ise hasta grubuna verilerek miRNA
ekspresyonlari belirli bir araliga ¢ekilmis ve her bir miRNA igin diagnostik biyomarkir olma
olasiligi hesaplanmistir. Bunun i¢in 1000 miRNA secilmis ve her miRNA i¢in sinif
etiketlerine gore Orneklendirme yapilmistir. Permutasyon testleri 0.06’lik bir ortalama MI
degeri, 0.17 degerinde %95 lik bir dagilim ve 0.28 degerinde en yiiksek rastgele MI degerini
vermistir. Baslangicta t-testine gore anlamli degisim gosteren 20 miRNA’dan 8’1 yiiksek MI
degeri gostermis ve Sekil 3’deki grafikte yiiksek MI degerine sahip miRNA’lar gosterilmistir.
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Mutual Informatlon

Mutual Inkrrmation
7

miRMA

Sekil 3. Bu calismada tiim miRNA ‘larindan ikinci ¢izginin lizerindeki (0,17 olasiliginin
iizerindeki miRNA degerleri) degerlerin mutual information sonuglart gosterilmistir. Var olan
miRNA o6l¢iimlerinden permiitasyonla tiiretilen 1000 deneysel sonug ile %95 {ist sinir
belirlenmistir. Bu st sinir degeri 0,17 ye karsilik gelmekte olup bu degerin iistiinde kalan 13
adet miRNA bulunmaktadir; miR-1826, miR-20a, miR-1263, miR-20b, miR-660, miR-3196,
let-7b, miR-1469, miR-15a, miR-663, let-7i, miR-30d, miR-320c.
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Daha sonra verilere Destek Kuvvet Araglart (Super Vector Machines) ydntemi
uygulanmigtir.  Bu yontem verilerin smiflandirilarak standardize edildigi, farkli 6lglim
degerlerinden tek bir yorum ¢ikartmaya yonelik yapilan ileri analiz yontemidir. Tiim miRNA’
larin birlikte analiziyle sonugta tek bir dogruluk ve gecerlilik degeri verir. Bizim
calismamizda da miRNA’larin tahmin giicii istatistiksel yontemlerle birlestirilerek
siniflandirma dogruluk orani gii¢lendirilmeye caligilmistir. miRNA ornekleri 100 tekrar
yapilarak SVM yontemiyle siniflandirilmistir. Alt kiimelerin se¢imi t-testine dayanan bir
yaklagimla yapilmigtir. En anlamli t degerlerine sahip olan miRNA’lar ile farkli denemeler
yapilmistir. 20 miRNA’dan 2’li, 3’11, 4’14, 5°1i, 10°1u, 15°1i, 20’li olarak alt kiimelere SVM
uygulanmigtir. 4 miRNA (miR-660, miR-663, miR-1263, miR-15a) iceren grupta bu hastalik
acisindan en iyi segicilik 0.76, duyarlilik 0.83 degerleri saptanmistir. Burdaki secicilik saglam

bireyleri ayirt etme, duyarlilik ise hasta bireyleri ayirt etme 6zelligidir.

4.3. Ekspresyon Degisimi Saptanan miRNA’larin Biyoinformatik Araglarla
Hedef Analizleri

Ekspresyonu anlamli degisen miRNA’larin AH ile ilgili olan olas1 hedef genleri
Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7: AH’de Olas1 Hedef genler

miRNA Hedef Gen

miR-660 APP (Amiloid Prekiirsor Protein)
miR-663 APOE (Apolipoprotein)
miR-20b APP (Amiloid Prekiirsor Protein)

PSEN2 (Presenilin 2)
BACE?2 ( Beta Bolgesi APP Kesim Enzimi 2)

APP (Amiloid Prekiirsor Protein)
miR-15a BACE] (Beta Bolgesi APP Kesim Enzimi 1)
BACE?2 ( Beta Bolgesi APP Kesim Enzimi 2)

miR-30d

miR-126 BACEI (Beta Bolgesi APP Kesim Enzimi 1)
APP (Amiloid Prekiirsor Protein)

miR-16 BACE] (Beta Bolgesi APP Kesim Enzimi 1)
BACE2 ( Beta Bolgesi APP Kesim Enzimi 2)
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5. TARTISMA

Calismamizda Alzheimer hastalarinin serumlarinda ekspresyon diizeyleri degisen
miRNA’lar mikroarray analizi ile belirlenmis daha sonra ise biyoinformatik olarak SVM

analizi ile biyomarkir olarak kullanilmasi miimkiin olan miRNA’lar belirlenmistir.

Mikroarray sonuglarina gore 20 tane miRNA’nin ekspresiyonunda anlamli degisiklik
saptanmistir. Dort miRNA (miR-660, miR-663, miR-1263, miR-15a) bu hastalik agisindan
en iyi segicilik 0.76, duyarlilik 0.83 degerlerine sahip miRNA’lardir. Bu dort miRNA
literatiirde tarandiginda miR-15a’nin ekspresiyon degisikligi gosterdigi farkli ¢aligmalara

rastlanmistir [123, 126].

Heébert ve arkadaslari tarafindan bes sporadik Alzheimer hastast ve bes kontroliin
anterior temporal korteksinden yapilan calismada 328 miRNA’nin ekspresiyon profili
incelenmistir. miR-15a’nin ekspresiyonunun anlamli azaldigi goriilmiistiir. Alzheimer ile
baglantili hedef belirleme analizleri miRanda, Targetscan, Pictar ve miRbase veritabanlari
kullanilarak yapilmistir. miR-15a’nin BACE1 ve APP’nin 3’UTR’sinde baglanma bdlgesinin
oldugu belirlenmistir [123]. miR-15a i¢in ayn1 veri tabanlarin1 kullanarak yapmis oldugumuz
hedef gen belirleme analizlerinde Heébert’in caligmasi ile paralel olarak bu miRNA’nin

BACEI1, BACE2 ve APP genlerini hedefledigini gézlemlenmistir.

Ote yandan miR-660, miR-663 ve miR-1263’iin Alzheimer’daki ekspresyon
degisimlerine yonelik bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ancak miR-660’1n Mitchell ve ark.
tarafindan ksenogref prostat kanseri fare modelinde serumdaki hem miR-669 hem de miR-660
diizeyinin ksenogref fareleri kontrollerden 100% secicilik ve 100% duyarlilikla ayirdigini
gostermislerdir. Bu sonug tlimor dokusu ile de paralellik gosterdigi i¢in, dolasimdaki

miRNAlarin kanseri teshis i¢in biyomarkir olabilecegini 6nesiirmiislerdir [161].

Karsiliklt bilgi (Mutual Information) analizine goére ise hasta ve kontrol grubu arasinda
degisim gosteren 13 miRNA belirlenmistir; miR-1826, miR-20a, miR-1263, miR-20b, miR-
660, miR-3196, let-7b, miR-1469, miR-15a, miR-663, let-71, miR-30d, miR-320c. Bunlardan

let-71 yine Heébert’in ayni c¢aligmasinda hastalarda anlamli azalma gostermistir ve hedef

39



belirleme analizlerine gore de APP’nin 3’UTR’sinde baglanma bdlgesinde bulundugu

belirlenmistir [123].

Hebert’in 2009 yilindaki 19 Alzheimer hastast ve 11 kontroliin anterior temporal
korteksi ve serebellum 6rneklerini kullanarak yaptig1 calismada ise miRNA’larin APP’nin gen
ekspresyonuna katkist incelenmis ve miR-20a’nin APP ekspresiyonunu regule ettigi

gosterilmistir [181].

Son olarak ise bizim galismamiza benzer sekilde serumdaki miRNA’larin Alzheimer
hastalig1r i¢in biyomarkir olabilecegini ileri siiren bir g¢alisma Geekiyanage tarafindan
yaptlmistir. Bu c¢alismada yedi Alzheimer hastasi ve yedi kontroliin serum oOrnekleri
kullanilmistir.  Yapilan q-PCR analizi ile olast Alzheimer hastalarinda miR-137, miR-181c,
miR-9, miR-29a ve miR-29b’nin diizeylerinde anlamli azalma gozlemlenmistir. Aymn

zamanda bu miRNA’larin hastaligin erken tanisi i¢in kullanilabilecegi onerilmistir [182].
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz  kapsaminda Alzheimer hastalarinin  serumlarinda  kontroller ile

karsilastirildiginda anlamli olarak degisen 20 miRNA, miRNA mikroarray ile belirlenmistir.

Daha sonra her bir miRNA’nin diagnostik biomarkir olma olasilig1 karsilikli bilgi
analizi (MI) ile hesaplanmistir. Fakat miRNA’lar tek tek kullanildiginda hasta ve kontrol
grubunu ayirmada yeterli secicilik ve duyarliligi gostermediginden SVM analizi kullanilarak
miRNA’lar gruplandirilmig ve dort miRNA’y1 igeren grup; miR-660, miR-663, miR-1263 ve
miR-15a’nin bu hastalik agisindan en iyi secicilik 0.76, duyarlilik 0.83 degerlerini tasidig:

belirlenmistir.

Ayrica miRanda, Targetscan, Pictar ve miRbase veritabanlar1 kullanilarak
biyoinformatik olarak yapilan hedef gen analizlerine gore calismamizda kontrol grubuna gore
anlamli ekspresyon degisimi gosteren 20 miRNA’dan miR-660, miR-663, miR-15a, miR-16,
miR-20b, miR-30d’nin AH ile iliskili olasi hedef genler olan APP, BACEI, BACE2,
PSEN2’yi hedefledigi gosterilmistir. Ancak bu hedefler Ongoriilen (Predicted) hedef

oldugundan dolay1 dogrulama deneyleri yapilmalidir.

Bugiine kadar pek c¢ok calisma dolagimdaki miRNA’larin o6zellikle kanser alaninda
biyomarkir olarak kullanilabilecegini gdstermis ancak Alzheimer hastaliginda miRNA array

analizi ile gosterilmesi ilk kez bu ¢aligma ile olmustur.
Calismanin degerinin ve glivenilirliginin artmast amaci ile bu miRNA’lar ig¢in

serumlardan g-PCR ile dogrulama deneyleri yapilmalidir. Ayrica 6rneklem grubunun

genisletilmesi de sonuglarin tekrarlanabilirligini 6lgmek amaci ile yararli olabilir.
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