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OZET

Alzheimer hastaligl, en yaygin demans tiirti olup noéronlarin dejenere olmasina neden olan
multifaktoriyel bir hastaliktir. Giderek diinya niifusunun biiytik bir boélimiinii etkileyen
Alzheimer hastalig1 sinsi bir sekilde ilerlemektedir. Hastaligin patolojisinde amiloid plaklar ve
norofibril yumaklar yer almaktadir. Genetik olarak APP, PSEN1, PSENZ genlerindeki
mutasyonlar ve APOE varyantlar1 hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir. Hastaligin
kesin tam ve tedavisi bulunmamaktadir. Oliim sonrasi beynin incelenmesi sonucu kesin tan
konulabilmektedir. Alzheimer hastalifinin tedavisinde kullanilan ilaglar sadece hastaligin
semptomlarini hafifletmeye yoneliktir. Halihazirda kullanilan biyobelirtegler tani ve tedavi i¢in
yeterli diizeyde degildir. Hastaligin patofizyolojisinde yer alan faktorlerin kapsamli sekilde
arastirilmasi hastaligin daha iyi anlasilabilmesi, tani ve tedavisinin daha saglikli yapilabilmesi
icin biylik o6nem tasimaktadir. Calismamizda ACAN genindeki VNTR polimorfizminin
Alzheimer hastalig: ile iliskisi arastirilmistir. ACAN geninde bulunan VNTR polimorfizmi
genellikle disk dejenerasyonlari ile iliskilendirilmistir. Ancak ACAN geninin kodladig1 agrekan
proteini beyinde perindral aglarin (PN) yapisina katilmaktadir. Calismalarda PN’lerin,
Alzheimer patogenezinde yer alan amiloid plaklar ve nérofibril yumaklarin néronlara zarar
vermesini engelledigi goriilmektedir. Calismamizda 102 Alzheimer hastasi ve 101 saglikl
bireylerden alinan kan ornekleri incelenmistir. Alzheimer hastahigr ile ACAN VNTR
polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (p=0.000). Hasta grubunda 30R ve 31R
allelleri, kontrol grubunda ise 33R allelli en ¢ok tekrar eden allellerdir. Ayni zamanda 13R, 21R,
24R gibi daha kisa alleller hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla daha fazla tekrar
etmektedir. Yaptigimiz ¢alisma ile Alzheimer hastaligi ve ACAN genindeki VNTR polimorfizmi
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arasindaki iliski ilk defa arastirlmistir. iliskinin daha net anlasilabilmesi icin farkh

popiilasyonlarda ve daha biiyiik 6rneklem gruplari ile calisma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastalig, agrekan, ACAN geni, polimorfizim.

Bilim Kodu: FBE19004.21.001
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ABSTRACT

Alzheimer's disease is the most common type of dementia and is a multifactorial disease that
causes neurons to degenerate. Alzheimer's disease, which increasingly affects a large part of
the world's population, progresses insidiously. The pathology of the disease includes amyloid
plaques and neurofibrillary tangles. Genetically, mutations in APP, PSEN1, PSENZ2 genes and
APOE variants play a role in the emergence of the disease. There is no definitive diagnosis and
treatment of the disease. A definitive diagnosis can be made as a result of the examination of
the brain after death. The drugs used in the treatment of Alzheimer's disease are only intended
to alleviate the symptoms of the disease. Currently used biomarkers are not sufficient for
diagnosis and treatment. Comprehensive investigation of the factors involved in the
pathophysiology of the disease is of great importance for a better understanding of the disease
and for a healthier diagnosis and treatment. In our study, the relationship between the VNTR
polymorphism in the ACAN gene and Alzheimer's disease was investigated. The VNTR
polymorphism in the ACAN gene has often been associated with disc degenerations. However,
the aggrecan protein encoded by the ACAN gene participates in the structure of perineuronal
networks (PN) in the brain. Studies show that PNs prevent amyloid plaques and neurofibrillary
tangles, which are involved in the pathogenesis of Alzheimer's, from damaging neurons. In our
study, blood samples taken from 102 Alzheimer’s disease and 101 healthy individuals were
examined. A significant correlation was found between Alzheimer's disease and VNTR
polymorphism (p=0.000). The 30R and 31R alleles in the patient group, and the 33R alleles in
the control group were the most repeated alleles. At the same time, shorter alleles such as 13R,

21R, 24R repeat more in the patient group than in the control group. In our study, the
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relationship between Alzheimer's disease and the ACAN VNTR polymorphism in the ACAN gene
was investigated for the first time. In order to understand the relationship more clearly, it is

necessary to conduct studies in different populations and with larger sample sizes.

Keywords: Alzheimer’s disease, aggrecan, ACAN gene, polymorphism.

Science Code: FBE19004.21.001
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GIRIS

Alzheimer hastaligi ilk olarak 1907 yilinda Alman nérolog Dr. Alois Alzheimer tarafindan
tanimlanmistir. Alzheimer, demans tiirleri icinde en yaygini olup néronlarin dejenere olmasina
neden olan nérodejeneratif bir bozukluktur. Belirtiler yasla birlikte yavas yavas ortaya
cikmakta ve hastalarin giinliik aktivitelerini kisitlamanin yani sira diisiince, davranis gibi
faaliyetlerinde ilerleyici ve geriye doniissiiz bozulmalara yol agmaktadir (Soylu ve Karaly,
2017). Alzheimer hastaliginin ndropatolojik 6zelligi, sinaptik kayba neden olan beyinde
biriken plaklarin (amiloid ve tau) ve noérofibriler yumaklarin olusmasidir (Kao ve ark., 2019).
Bunlara ek olarak, graniilovakuolar dejenerasyon, Meynertin bazal niikleusunda kolinerjik
hiicre kayb1 ve arterosklerotik degisiklikler hastaligin patolojik bulgular1 igerisinde yer
almaktadir (Selekler, 2010). Alzheimer hastalifinin etiyolojisi net olmamakla birlikte néronal
transmisyonda gozlenen biyokimyasal bozukluklar, damar hastaliklari, enfeksiyonlar ve
genetik olarak goriilen APOE4 varyantlari ile amiloid prekiirsér protein (APP), presenilin 1
(PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2) genlerinde meydana gelen mutasyonlar hastalik
patogenezinde rol oynar. Alzheimer hastaliginda yas onemli bir faktérdiir ve bu nedenle
hastaligin prevalansini ve insidansini etkilemektedir. 65 yasin altinda ortaya ¢ikan Alzheimer
hastaligi, Erken Baslangi¢chh Alzheimer Hastaligi (EOAD) olarak tanimlanmaktadir. Erken
Baslangi¢li Alzheimer Hastaliginda genetik olarak en 6nemli risk faktorleri APP, PSEN1 ve
PSENZ genlerinde meydana gelen mutasyonlardir. 65 yasin iizerinde ortaya ¢ikan Alzheimer
hastalig1 ise Ge¢ Baslangichh Alzheimer Hastaligi (LOAD) olarak tanimlanir. Ge¢ baslangich
Alzheimer hastaligina neden olan birden fazla gen ve cevresel etkenler oldugu icin Erken
Baslangi¢cli Alzheimer hastaligina gore daha komplekstir. Ge¢ Baslangichh Alzheimer
hastaliginda risk faktori olarak tanimlanan gen APOE’dir. Alzheimer hastaliginin her iki
grubunda da amiloid betalar ve nérofibril yumaklar hastaligin patogenezinde rol oynar (Ozpak
ve ark,, 2017).

Hastaligin patogenezinde ortaya c¢ikan amiloid beta (Af), 21. kromozomdaki APP geni
tarafindan kodlanan amiloid prekiirsor proteininin a sekretaz, 3 sekretaz ve y sekretaz
enzimleri ile proteolitik yikimi sonucu olusur. 8 ve y sekretaz kesimi sonucunda hastaligin
patogenezinden sorumlu 40 ve 42 aminoasitlik Ap’ler olusur (Oztiirk ve Karan, 2009).
Alzheimer hastaliginda beyinde A plaklarinin yani sira norofibril yumaklarin birikmesi de
hastaligin patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Norofibril yumaklar (NFT) fosforile
olmus tau proteinlerinden olusur. Tau, mikrotiibiil ile iligkili protein tau (MAPT) ailesine ait
aksonal lokalizasyona sahip nodronlar tarafindan kodlanan bir proteindir. MAPT geni 17.
kromozomun q kolunda 21 lokusunda bulunur ve 16 eksondan olusur. Tau proteininin esas
islevi mikrotiibiillerin olusmasini ve stabilizasyonunu saglamaktir (Laurentve ark., 2018). Tau
proteininin posttranslasyonel modifikasyonlarindan olan fosforilasyonda tau protein
kinazlarin ve fosfatazlarin aktivasyonu, fosforilasyonun dengesini belirler. Bu dengenin

bozulmasi anormal tau fosforilasyonuna sebep olur. Tau'nun anormal sekilde



hiperfosforilasyonu tau proteininin baglanma afinitesini azaltir ve aksonal tasinmasini etkiler.
Bu durum NFT’lerde agregasyona sebep olarak mikrotiibiillerin dengesini bozar. NFTler
anormal olarak hiperfosforile olmus tau proteinlerinden olusur ve asir1 birikimi Alzheimer

hastaliginda 6nemli rol oynar (Liu ve ark., 2015).



1. BOLUM
ALZHEIMER HASTALIGININ ETiYOLOJiSi
1.1.  Alzheimer Hastaliginda Etkili olan Genler
1.1.1. Amiloid Prekiirsor Protein (APP)

APP 21. kromozomun q kolunda 21.3 lokusunda yer alan transmembran proteini olan amiloid
prekiirsoér proteinini kodlayan gendir. Amiloid prekiirsér proteininin fizyolojik islevleri tam
olarak bilinmemekle birlikte ndronal go¢ ve sinaptik formasyonda yer aldigi bildirilmistir
(Kenanoglu, 2017). APP’nin a, B ve y sekretaz enzimleri ile proteolitik yikimi1 sonucunda A
plaklar1 olugsmaktadir. Sekil 1.1.’de gosterildigi gibi APP metabolizmas1 amiloidojenik ve
nonamiloidojenik olmak iizere iki farkl yol izlemektedir. Amiloidojenik yolda APP, 3 sekretaz
ile ¢oziilebilen plaklar olusturur. Olusan plaklarin y sekretaz ile tekrar kesilmesi sonucunda
AB40 ve AB42 peptidleri olusur. Nonamiloidojenik yolda ise APP, o sekretaz tarafindan
kesildikten sonra y sekretaz tarafindan tekrar kesime ugrar. Nonamiloidojenik yolla olusan p3
ad1 verilen parcalar zararsizdir ancak y sekretazin kestigi 3 sekretaz tiriinlerinden olan AB42

toksik etkiye sahiptir ve amiloid plaklarda birikme yapmaktadir (Cift¢i, 2011).

Amiloidojenik olmayan Amiloidojenik

sAPP o sAPP

Plaklar

Oligomerler

it T N didedididididide Membran

AICD C83 C99 AICD

Sekil 1.1. APP’nin proteolitik kesimi (Chen ve ark., 2013).



1.1.2. Presenilin 1 (PSEN1)

Alzheimer hastaliginda genetik olarak etkili olan PSEN1 ve PSENZ genleri de Af3’larin olusmasi
ile iligkilidir. PSEN1 geni 14. kromozomun q kolunda 24.3 lokusunda yer alir ve y sekretaz
kompleksinin bir bilesenidir (Giri ve ark.2016). PSEN1 geni 12 eksondan olusur ve 467
aminoasitlik proteini kodlar. PSEN1 geninde meydana gelen mutasyonlar y sekretaz enziminin

aktivitesini degistirerek AB40 ve AB42 oranlarinin artmasina neden olur (Ozpak ve ark., 2017).

1.1.3. Presenilin 2 (PSEN2)

PSENZ geni ise 1. kromozomun q kolunda 31 ve 42 lokuslar1 arasinda yer alir. Yapi ve islevsel
olarak PSEN1 genine benzer ve PSEN1 geni ile birlikte y sekretaz kompleksinin ana bilesenidir
(Giri ve ark., 2016). PSENZ geni 12 eksondan olusur ve 448 aminoasitlik bir proteini kodlar
(Kenanoglu, 2017). PSENZ geninin mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir ancak AP
olusumunun artmasina neden oldugu bilinmektedir. PSENZ2 geni PSEN1 genine yakin homoloji
gostermesine karsin PSENZ geni tarafindan daha az amiloid peptid iiretilir (Giri ve ark., 2016).

APP, PSEN1 ve PSENZ genlerinde meydana gelen mutasyonlar y sekretaz enzim aktivitesini
degistirerek AB40 ve AB42 oranlarinin artmasina ve bu nedenle beyinde Af plaklarinin
birikmesine yol agmaktadir (Ozpak ve ark., 2017).

1.1.4. APOE (Apolipoprotein E)

Alzheimer hastaligina neden olan faktérlerden biri de APOE varyantlaridir. APOE genellikle
ileri yaslarda gortilen Geg¢ Baslangicli Alzheimer hastaliginda en 6nemli risk faktoridiir. APOE
geni 19. kromozomun q kolunda 13.2 lokusunda bulunur ve 229 aminoasitten olusan ApoE
proteinini kodlamaktadir. ApoE proteini kolesterol tasiyicisi olarak gorev yapar (Giri ve ark,,
2016). ApoE proteininin hiicreler arasinda kolesteroliin hareketini saglamak ve hiicre icinde
kolesterolii yeniden dagitmak i¢in 6nemli bir diizenleyici islevi vardir. Bu islevleri, periferik ve
merkezi sinir sisteminde ndronal ve myelin zarlar i¢cinde kritik etkiye sahiptir (Riedel ve ark.,
2016).

APOE geni insanlarda polimorfiktir. E2, E3 ve E4 olmak lizere li¢ izoformu vardir. Bu
proteinlerin kodlanmasinda ii¢ APOE alleli (€2, €3, €4) tanimlanmistir. Bu allellerin farkh
kombinasyonlar ile alt farkh (e2/€2, €2/e3, €3/e3, €3/e4, e4/e4, €2/e4) genotip
gorulmektedir. En sik goriilen genotip ise €3/e3’tiir (Karaduman, 2014). Ge¢ Baslangich
Alzheimer hastaliginda APOE €4 allelinin ailesel otozomal dominant Alzheimer hastaligindan
sorumlu oldugu bilinmektedir. APOE €4 allelinin bulunmasi hastalik riskini tek kopya
tasiyanlarda 3 kat, iki kopya tasiyanlarda 12 kat artirmaktadir. Ayrica, APOE €4 allelini tasiyan
kisilerin tasimayanlara kiyasla hastaliga daha erken yaslarda yakalandiklar tespit edilmistir
(Ozpak ve ark., 2017).



APOE €4 allelini tasiyan kisilerde AP birikiminin arttifi gdzlemlenmistir. Lipoprotein
reseptoriiniin APOE4 lipoproteinine bagh Af’ye afinitesi diisiik oldugu icin bu durum Af
birikmesine neden olmaktadir. APOE2, APOE4’iin aksine yliksek afiniteye sahiptir. Bu ylizden
APOE?2 hiicre dis1 bosluktan AB fragmentlerini temizleyerek birikmesine engel olur. APOE &4
allelinin bulunmasi hastalik riskini artirirken €2 allelinin bulunmasi koruyucu etkiye sahiptir
(Giri ve ark., 2016).



2. BOLUM
ACAN GENi

ACAN geni 15. kromozomun q kolunda 26 lokusunda yer almaktadir. Kikirdagin ana yapisal
bileseni ve biiyiik toplayic1 proteoglikan olan agrekan proteinini kodlar (Oz ve ark., 2020).
Agrekan hiyalin kikirdagin hiicre dis1 matris bilesenidir ve ozmotik bir ortam olusturarak su
tutulmasini saglar (Cong ve ark., 2014). ACAN geninde CS1 alanin1 kodlayan boélgede ekson
12’de 13 ile 33 arasinda degisen, degisken sayili bitisik tekrar (VNTR) polimorfizmi
bulunmaktadir. VNTR polimorfizmi 19 aminoasit kodlayan 57 nitikleotid tekrari icermektedir
(Oz ve ark., 2020). Az sayida agrekan allel tekrar olan kisiler disk dejenerasyonlarina daha
duyarhdir. Bu yiizden Lumber Disk Herniasyonu, otozomal dominant kisa boy ve
Intervertebral Disk Dejenerasyonu bu gende bulunan VNTR polimorfizmi ile iliskilendirilmistir
(Cong ve ark., 2014).

Agrekan proteini G1, G2 ve G3 olmak iizere (¢ kiiresel alandan ve glikozaminoglikan (GAG)
baglanma alanindan olusur (Sekil 2.1.). N terminalinde bulunan G1 ve G2 alanlar1 hyaluronan
(HA) ile etkilesime girerken, C terminalinde bulunan G3 alani farkl hiicre dis1 proteoglikanlara
baglanir. GAG alani ise keratan siilfat (KS) ve kontroitin stilfat (CS) baglanma bélgesi gorevi
gorerek negatif ytikli bir molekiil olusturur (Stavber ve ark., 2020).

G1, li¢ disiilfid bagli alani olan A, B ve B’ alanlardan olusur. B ve B’ alanlar1 HA ile etkilesimden,
A alani ise HA ile etkilesimi stabilize etmekten sorumludur. G2 alan1 G1 bolgesine benzeyen
disiilfid bagh B ve B’ alanlardan olusur. G3 bolgesi lektin alami iceren birkac disiilfid bagh
alandan olusur. Keratan siilfattan zengin olan alanlar GAG boélgesinin ilk kismini olusturur ve
prolin-serin iceren aminoasit tekrarlarindan olusur. Kondroitin siilfat alanlar1 CS1 ve CS2
alanlarindan olusur. CS1 alani glisin-serin iceren 19 aminoasitten meydana gelir. CS1 alani
insanlarda 13 ile 33 arasinda degisen tekrar sayilarina sahiptir. Az sayida tekrar agrekan
proteininin fonksiyonunu olumsuz olarak etkilemektedir. CS2 alan1 CS1 alanina gore daha ¢ok

degisen tekrar sayisina sahiptir (Sivan ve ark., 2014).
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Sekil 2.1. Agrekan proteininin yapisi (Sivan ve ark., 2014).



Agrekan proteini kikirdak dahil olmak iizere beyinde, proksimal dentritik alanlarda,
noronlarin baslangic segmentinde ve hiicre disi matris igerisinde perinéral aglarin (PN)
yapisinda bulunur. Agrekan beyinde kikirdak yapisinda oldugu gibi polianyonik karakteri ile
ozmotik bir basing olusturarak cevreden su cekmektedir. Agrekanin beyindeki islevleri genel
olarak; PN yapisina dahil olarak néronlarda yiiksek hizli sinaptik iletim saglamak, sinir
sisteminde sinaptik plastisitenin stabilizasyonunu saglamak ve oksidatif stresi azaltarak

noroprotektif eylemler gerceklestirmektir (Morawski ve ark., 2012).

2.1. Beyin Hiicre Dis1 Matris (ECM) Bilesenleri ve Perinoral Aglar

Beyin hiicre dis1 matrisi (ECM) hiicre icin gerekli gorevleri yerine getirmektedir ve yetiskin
beyin hacminin yaklasik %20’sini olusturmaktadir (Dauth ve ark., 2020; Sethi ve Zaia, 2017).
Hiicre dis1 matris, hiicrenin hayatta kalmasi, farkli beyin bolgeleri ile organizasyon, beyin
plastisitesi ve hasar yanit1 gibi pek cok islevi gerceklestirmek i¢cin mikro bir ortam saglar. ECM
icerisinde kondroitin stilfat proteoglikanlar1 (CSPG) (agrekan, brevican, ndrokan),
glikozaminoglikanlar (GAG), hyaluronan (HA) ve glikoproteinler olmak iizere c¢esitli
molekiiller bulunur (Dauth ve ark., 2016). ECM igerisinde bulunan bilesenler dokulara 6zgii
olarak degisiklik gosterir ve ECM’'nin yenilenmesi icin gerekli enzimleri de icerisinde barindirir
(Mohamedi ve ark. 2020). Alzheimer hastalif), sizofreni, multiple skleroz (MS), Parkinson
hastaligr gibi pek ¢ok nodrodejeneratif hastaliklar ECM bilesenlerindeki degisikliklerden
etkilenmektedir (Sethi ve Zaia, 2017).

Hiicre dis1 matrisin en goze ¢arpan ve 6zel formu perinoral aglardir (PN). PN’ler ECM yapisinda
bulanan hyaluronana (HA) bagh genellikle agrekan olan kondroitin siilfat proteoglikanlari
(CSPG) ve bu proteoglikanlarin capraz olarak baglandigi baglanti proteini ve tenascin-R
bilesenlerinden olusur (Sekil 2.1.1.) (Suttkus ve ark., 2012). PN’lerin molekiiler omurgasini
olusturan hyaluronan diger PN bilesenleri ile etkilesime girerek néronlarin etrafinda stabil bir
yap1 olusturur. Negatif ytklii olan HA ve GAG'lar etkilesime girerek PN’lerin néronlarin
etrafinda polianyonik bir ortam olusturmalarini saglar (Suttkus ve ark., 2014). PN’ler ilk olarak
Camillo Golgi tarafindan 1889’da gézlemlenmistir. Daha sonraki yillarda islevleri ve yapilari
daha ayrintili bir sekilde arastirilmistir (Duncan ve ark., 2019). PN'ler beyinde néronlarin
govdelerini, proksimal dentritleri, aksonlarin baslangic segmentlerini ve parvalbumin
(PV)+GABAerjik internéronlarin etrafini sarar (Suttkus ve ark., 2012; Wen ve ark., 2018). Genel
olarak sinaptik stabilizasyondan ve néroprotektif 6zelliklerden sorumlu oldugu bilinmektedir
(Suttkus ve ark. 2012). PN’ler noronlar arasindaki baglantiy1 diizenleyerek bir ndéronun
aksonu ile bir diger noronun govdesi arasinda baglanti kurulmasina yardimci olur ya da
noronlar arasindaki baglantiy1 engeller ve boylece sinaptik plastisiteye katki saglarlar
(Bosiacki ve ark., 2019). Bunlara ek olarak diger gorevleri PN’lerin polianyonik yapida
olmasindan kaynaklanmaktadir. Boylece PN’ler redoks aktif demiri baglayabilir ve

temizlenmesini saglar. Bu durum noéronlarin oksidatif strese karsi PN’ler tarafindan



korundugunu gostermektedir (Suttkus ve ark., 2012). PN’lerin demir baglama ozelligi
yapisinda bulunan HA ve kondroitin siilfat molekiillerinden kaynaklanmaktadir. Bu molekiiller
ve PN’'nin diger bilesenleri antioksidan 6zellik gostererek hidroksil (OH) radikali olusumunu
engeller ve boylece DNA hasar1 ve protein oksidasyonlar1 azalir (Cabungcal ve ark., 2013).
Demir katalizli oksidatif stres iirlinli olan lipofuscin birikimi PN kapli ve PN kapli olmayan
hiicrelerin her ikisinde de bulunmustur. Ancak PN kapli olmayan hiicrelerin oksidatif stres
sonucu olusan hiicre 6limiine karsi daha duyarl hale geldigi gézlemlenmistir (Wen ve ark,,
2018).
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Sekil 2.1.1. PN’lerin yapisi (Djerbal ve ark., 2017).

PN’ler genel olarak korteks, hippokampus, hipotalamus, amigdala, bazal ganglionlar olmak
iizere beynin pek cok yerinde eksprese edilirler (Bozzelli ve ark., 2018). Olustuktan sonra stres,
O0grenme ve immiin yanit gibi degisikliklere duyarli hale gelirler (Shen, 2018). PN’ler,
Alzheimer hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarda, otizm, epilepsi, duygudurum
bozukluklar gibi pek ¢ok néropskiyatrik hastaliklarda rol oynamaktadir (Schmidt ve ark,
2020; Shen, 2018).



2.1.1. PN bilesenleri

PN bilesenlerinin sentezi noronlar, astrositler ve oligodentrositler tarafindan saglanir. Temel
bilesenleri; HA, agrekan, brevican, norokan ve versican gibi CSPG’ler, tenasin ve baglanti
proteini HAPLN'dir (Bosiacki ve ark., 2019). PN’lerin omurgasini proteoglikanlarla etkilesime
giren HA’lar saglarken baglanti proteinleri (HAPLN) ile uzun GAG zincirleri olusur ve tenasin
ailesi proteinleri ile yogun bir ag olusturulur. PN bilesenleri beyin icinde degisiklik gosterir ve

bundan dolay1 oldukca heterojendir (Testa ve ark., 2018).

2.1.1.1. Hyaluronan

Hyaluronan (HA) cok sayida disakkarit alt birimlerinden olusan bir polimerdir. HA'nin sentezi
hiicre dis1 boslukta hyaluronan sentaz (HAS) tarafindan saglanir. HAS1, HAS2 ve HAS3 olmak
lizere li¢ izoformu vardir (Bosiacki ve ark. 2019). HAS3 hyaluronanu HAS1 ve HAS2’ye gore
daha yavas sentezler ve daha kisa polimerler olusturur. HA’y1 sentezleyen bu enzimler beyinde
farkl yerlerde farkli diizeylerde dagilim gostermektedir. HAS1, HAS2 ve HAS3 hipokampal
noronlarda eksprese edilirken serebellum néronlarda sadece HAS2 ve HAS3 eksprese edilir.
HA’lar PN’leri diizenleyen en dnemli bilesendir (Testa ve ark. 2018). PN’lerin ana iskeletini
olusturan HA’lar PN hidrasyonundan ve ECM viskozitesinden sorumludur (Bosiacki ve ark,,
2019).

2.1.1.2. Glikozaminoglikan

Glikozaminoglikanlar (GAG), N-asetilgalaktozamin iceren ¢cok sayida tekrarlayan disakkarit
birimlerinden olusur (Suttkus ve ark. 2014). GAG’lar bir g¢ekirdek proteini ile birleserek
proteoglikanlari (PG) olusturur (Testa ve ark., 2018). GAG’lar ¢ok sayida proteinle etkilesime
girerek hiicre goci, bliyiime ve rehberlik gibi fizyolojik stireclerde gorev alirlar. GAG'larin
bir¢ogu, heparin (Hp), heparan siilfat (HS), keratan siilfat (CS) ve kondroitin siilfat olmak iizere
siilfatlanmis durumdadir (Djerbal ve ark., 2017).

2.1.1.3. Kondroitin siilfat proteoglikanlari

Kontroitin siilfat proteoglikanlar1 (CSPG) bir ya da birden fazla kovalent bagh CS zincirleri ve
cekirdek proteinlerinden olusur (Sorg ve ark., 2016). PN’lerin yapisinda en belirgin bulunan
lectican CSPG ailesidir. Bu CSPG’ler degisen ¢ekirdek protein boyutuna ve GAG zincirlerinin
baglanma sayisina gore degisiklik gosteren, agrekan, brevican, norokan ve versicani igerir
(Wen ve ark,, 2018). Lecticanlar, hyaluronana baglanabilen N-terminal ve diger bilesenleri

baglayabilen C-terminal alana sahiptir. Bu 6zellikleri sayesinde ECM ve diger hiicreler arasinda



koprii gorevi gorerek hiicre disi alani diizenlerler (McRae ve Porter, 2012). Ayrica CSPG’ler

akson bliyiimesini, sinir rejenerasyonunu ve noral plastisiteyi engeller (Lin ve ark., 2021).

2.1.1.4. Tenasinler

Tenasin ailesi Tn-R, Tn-C, Tn-W ve Tn-X olmak iizere dort farklh glikoproteinden olusur. Ancak
simdiye kadar beyinde, noronlarda ve glial hiicrelerde bunlardan sadece ikisi (Tn-R, Tn-C)
gozlemlenebilmistir. Tenasinler transkripsiyon sonrasi goriilen uc¢ birlestirme ve katalitik
mekanizmalarda gorev yapan metalloproteinaz modifikasyonlar1 nedeniyle heterojendir
(Testa ve ark., 2018). Sinir sisteminde yliksek oranda eksprese edilen Tn-R tekrarlanan
fibronektin III alani aracilig1 ile CSPG’lerin lektin alani ile birlesir. Tenasin ailesinden 6zellikle
Tn-R, PN’ler icin cok 6nemlidir (Bosiacki ve ark., 2019; McRae ve Porter, 2012).

2.1.1.5. Hapln proteinleri

HAPLN, PN ile sarili néronlar tarafindan eksprese edilen, hyaluronan ve lecticanlar arasindaki
etkilesimleri stabilize eden baglanti proteinidir (McRae ve Porter, 2012). HAPLN ailesi dort
farkli proteinden olusmaktadir ve bunlarin ii¢li beyinde bulunmaktadir. HAPLN ailesinin
ozellikle de tiim lectinler ile baglanti kuran HAPLN1'in in vivo ¢alismalarda PN’lerin olusumu
icin onemli oldugu ve kaybinin PN olusumunu engelledigi gosterilmistir (Bosiacki ve ark.,
2019).

2.2.  Perinéral Aglar (PN) ve Alzheimer Hastahig Iliskisi

Alzheimer hastalifl, tau proteinin hiperfosforile olarak noérofibril yumaklar seklinde
toplanmas1 ve amiloid beta plaklarinin birikerek néron 6liimiine sebep olmasi ile ortaya
cikmaktadir. Alzheimer hastalarinin postmortem beyinlerinin incelenmesi sonucu PN’ler ile
sarili noronlarin tau ve amiloid patolojisinden daha az etkilendigi goriilmiistiir (Schmidt ve
ark., 2020). PN’lerin yapisinin bozulmasi ve ortadan kalkmasi néronlar1 savunmasiz hale
getirerek noronlarin nérotoksik saldirilara maruz kalmasina neden olur. Béylece Alzheimer
hastaliginin nedenlerinden olan hiicre 6liimi gerceklesir (Reichelt, 2020). Bu ¢alismalardan
yola cikarak PN’lerin amiloid beta ve norotoksisitesine karsi koruma sagladigi ve néronlari tau

patolojisinden korudugu ortaya cikmistir (Testa ve ark., 2019).

CSPG iceren PN’ler ile kaph néronlar amiloid betanin proteolitik kesimi sonucu olusan Af42
peptitlerinin norotoksisitesine karsi direnclidir. Bu noéroprotektif etki lipid peroksidasyonunu
ve reaktif oksijen hasarini azaltmak i¢in Ap peptitlerinin néronal membranla etkilesiminin

inhibisyonundan kaynaklanmaktadir (Miyata ve ark., 2007).
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PN’ler, hem hiicre dis1 tau proteinlerinin beyin dokusunda yayilmasini hem de hiicre i¢i tau
proteinlerinin néronlarla etkilesim halinde olmasini 6nler. PN’lerin tau proteinine karsi bu
etkileri PN’lerin giiclii anyonik yapisindan kaynaklanmaktadir. PN’lerin anyonik yapisi,
proteoglikanlar icerisinde bulunan yiiksek sayida kovalent bagh negatif yiiklii kondroitin siilfat
glikozaminoglikan (CS-GAG) zincirlerinden kaynaklanir. Proteoglikanlar icerisinde en yliksek
sayida CS-GAG zincirine sahip olan agrekan, PN’lerin negatif yiikii lizerinde en gii¢li etkiye
sahiptir. PN’ler negatif yiikii sayesinde hiicre dis1 boslukta bulunan molekiillerin diftizyonunu

saglar ve noérotoksik molekiilleri baglayarak bariyer gorevi goriir. (Schmidt ve ark., 2020).

Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda agrekanin azalmasinin toplam tau proteininin artmasi
ile iliskili oldugu bulunmustur. Calismalardan yola ¢ikarak agrekanin tau ekspresyonu ve tau
fosforilasyonunu diizenleyen mekanizmalarda yer aldig1 goériilmektedir (Schmidt ve ark,
2020).

ECM ve PN’lerin ana bileseni olan ve yasa bagh olarak ekspresyonu artan agrekanin PN’lerin
noroprotektif etkisine katk: sagladig1 ve agrekan eksiliginde PN’lerin noroprotektif etkisinin
ortadan kalktig1 goriilmekte ve yapilan deneylerle desteklenmektedir (Suttkus ve ark., 2014;
Lin ve ark., 2021).

PN’ler beyinde pek ¢ok yerde eksprese edilir ve bunlardan biri de PV internéronlardir. PN’lerin
cevreledigi PV noronlar1 PN kapli olmayan PV’lere gore daha fazla eksprese edilir ve daha
yuksek uyariciliga sahiptir (Carceller ve ark. 2020). Ayrica PN’ler PV hiicrelerini oksidatif
strese karsi korur ve boylece oksidatif stresin neden oldugu hiicre kaybini engeller. Alzheimer
hastaliginda PN kaybi PV néronlarinin isleyisini etkiler ve diisiik néronal aktiviteye neden olur
(Cattaud ve ark., 2018).

Parvalbumin (PV) kalsiyum baglayic1 bir proteindir ve yiiksek enerjili, hizli hareket eden
GABAerjik internéronlarin alt kiimesidir (Brady ve Mutson, 1997). PV internéronlarinin
Alzheimer hastaliginin patogenezinde yer alan amiloid 8 plaklarindan etkilendigi ve Alzheimer
hastalarinda PV hiicrelerinin bozulmus aktivitesinin gézlemlendigi bildirilmistir (Verrent ve
ark, 2012). Hem insan postmortem c¢alismalarda hem de transgenik fare modellerinde PV
noronlarinin kaybinin, norofibril yumaklar ve amiloid {3 plaklarinin olusumu ile korele oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle AH patolojisi diisiik yogunluklu PV néronlari ile iliskilendirilmistir
(Ali ve ark,, 2019).

11



3. BOLUM
ALZHEIMER HASTALIGININ TANISI

Alzheimer hastalig1 demansin en yaygin nedenidir ve diinya capinda 47 milyon kisiyi etkileyen
norodejeneratif bir bozukluktur. Giiniimiizde mevcut tani araglari, klinik degerlendirme ve
invaziv testlerdir. Alzheimer hastaliginin kesin tanisi postmortem beyin incelenerek, hiicre disi
Ap plaklar1 ve NFT’lerin tespiti ile dogrulanir. Alzheimer hastalifinin tanisinda manyetik
rezonans (MRI), pozitron emisyon tomografisi (PET) gibi goriintiileme teknikleri ile kan bazh
ve beyin omurilik (BOS) sivis1 biyobelirtecleri kullanilarak o6nemli ilerlemeler
kaydedilmektedir (Singh ve Verma, 2020). Yapilan bu incelemeler diger demans tiirlerinin
dislanmasini saglamaktadir (Adal ve ark., 2020).

Alzheimer hastaliginda ilk olarak ortaya ¢cikan semptom hafiza kaybidir ve semptomlar yavas
yavas ilerlemektedir. Hastaligin tanisi konmadan ortalama 3 yil 6nce semptomlar fark
edilmeye baslanmaktadir. Hastaligin ilk evrelerinde meydana gelen medial temporal lobdaki
patolojik durumlar sonucunda epizodik hafizada bozulmalar baslamaktadir. Hastaligin
ilerlemesi ile patoloji diger bolgelere yayilmaktadir. Orta ve siddetli evrelerde ¢oklu bilissel
alanlarda bozulma, islevsellik, hareketlilik ve yutmada diisiis ile giinliik temel aktiviteleri icin
baskalarina bagimlilik artmaktadir (Eratne ve ark., 2018).

Alzheimer hastalifi yavas bir seyir gostermektedir ve bulgularina goére {li¢ evreden

olusmaktadir.

Erken Evre: Bu evrede hafizada bozulmalar goriilmektedir. Yakin zamanda 06grenilen
bilgilerin unutulmasi, yeni bilgilerin 6grenilmesinde zorluk, isimlerin unutulmasi, konusmada
glcliik ve esyalarin yerini karistirma bu evrenin en 6nemli 6zelliklerindendir (Adali ve ark.,
2020).

Orta Evre: Belirtilerin agirlasmasiyla gilinliik aktivitelerde ciddi bozulmalar baslamaktadir.
Yeni bilgi 6grenmek imkansiz hale gelmektedir. Var olan bilgiler yakin zamandan baslayarak
yavas yavas kaybolmaktadir. Disar1 ¢iktiklarinda kaybolmalar, karsilikli sohbetler
gerceklestiremeyecek kadar dilsel islevlerde bozulmalar ve saat, tarih gibi zaman
oryantasyonlarinda bozukluklar gerceklesmektedir. Bu evrede hastalarda saldirganlik,
ajitasyon ve baz psikiyatrik belirtiler ortaya ¢cikmaktadir (Adali ve ark., 2020).

ileri Evre: Bu evrede hastalar anlamsiz kelimeler konusmaya baslar ve kelime bulmada zorluk
yasarlar (Ozkay ve ark. 2011). En temel giinliik aktivitelerin gerceklestirilebilmesi icin bile
yardima ihtiya¢ duyarlar. Yakinlarindaki kisileri tanimamaya baslarlar. Bu evrenin ilerleyen
zamanlarinda hasta tamamen yataga bagimli hale gelir. Oliimler genellikle akciger embolisi,
iriner enfeksiyon ve yatak yarasi enfeksiyonlari gibi nedenlerden gerceklesir (Adal ve ark,,
2020).
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Alzheimer hastaliginin tani kriterleri icin 1984 yilinda Ulusal Nérolojik ve Iletisimsel
Bozukluklar ve iInme Enstitiisii (NINCDS) ile Alzheimer Hastalig1 ve iliskili Bozukluklar Dernegi
(ADRDA), tarafindan bir ¢alisma grubu olusturuldu. Belirlenen tani kriterleri Tablo 3.1’de de
gosterildigi gibi; noropsikolojik testler, ilerleyici hafiza kaybi, giinliik yasam aktivitesinde
bozulma ve dil bozuklugu (afazi), motor beceri bozuklugu (apraksi) ve algi kayb1 (agnozi)
kriterlerini icermektedir. 2011 yilinda ise Ulusal Yaslanma Enstitiisii-Alzheimer Dernegi,
NINCDS ve ADRDA tarafindan belirlenen kriterleri gilincelleyerek klinik biyobelirte¢ ve
patofizyolojik kanitlarla ilgili birka¢ degisiklik yapmistir (Breijyeh ve Karaman, 2020).

Tablo 3.1. NINCDS-ADRDA Alzheimer Hastaliginin klinik tani kriterleri (Canbolat ve
Yardimci, 2016).

Muayene ile gosterilen ve objektif testlerle dokiimante edilen demans

iki veya daha fazla alanda kognitif bozukluk

Bellek ve diger kognitif fonksiyonlarda ilerleyici kotiilesme

Baslangic 40 ve 90 yaslar1 arasinda

1.
2
3
4. Biling bozuklugu yok
5
6

Kognisyonda ilerleyici bozukluga yol acabilecek sistemik hastaliklar veya diger

beyin hastaliklarinin bulunmamasi

7. Asagidakilerle taninin desteklenmesi
e Afazi, apraksi, agnozi
e Gilinliik yasam aktivitelerinde bozulma ve davranis tarzlarinda degisiklik

e Benzer bozukluklara iligkin aile 6ykiisii

e Uyumlu laboratuvar bulgular (serebralatrofi gibi)

Tablo 3.2. Alzheimer tipi demans icin DSM-V tani kriterleri (Canbolat ve Yardimci, 2016).

A. Agir ya da hafif nérokognitif bozukluk icin tani kriterleri karsilanmalidir

B. Bir ya da birden ¢ok kognitif alanda, gizlice ve sessizce baslayan yavas yavas

ilerleyen bir bozulma vardir

C. Olas1 ya da olabilir AH i¢in tani kriterleri sdyle karsilanmaktadir:
C1. Agir nérokognitif bozukluk icin:
Asagidakilerden 1'i varsa olasi/muhtemel AH, yoksa olabilir/miimkiin AH tanisi
konmaldir
1. Aile dykiisiinden ya da kalitimsal dlciimlerden, neden olucu bir AH kalitimsal
degisinimi (genetik mutasyon) tanisi

2. Asagidakilerden her tgii:
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a. Bellek ve 6grenmede ve en az bir diger kognitif alanda gerileme oldugunun
acik kanit1 (ayrintil 6ykii ya da bir dizi néropsikolojik 6lciimlere gore)
b. Kognitif fonksiyonlarda uzun siireli duraksama olmadan, stirekli ilerleyen,
asamali gerileme
c. Kognitif bozukluklara neden olabilecek baska karisik etkenler olduguna
dair kanit olmamasi (baska norodejeneratif ya da serebrovaskiiler hastalik
ya da baska sinirsel, ruhsal ya da sistemik hastalik ya da kognitif gerilemeye
katkida bulunabilecek bir durum)
C2. Hafif nérokognitif bozukluk icin:
Aile 6ykiisiinden ya da kalitimsal dl¢ciimlerden, neden olucu bir AH kalitimsal
degisinimi (genetik mutasyon) kaniti varsa olasi/muhtemel AH tanisi konur. Bu
kanitin olmadig1 durumlarda asagidakilerden her iicii varsa olabilir/miimkiin AH
tanisi konur
1. Bellek ve 6grenmede gerileme oldugunun acik kaniti
2. Kognitif fonksiyonlarda uzun siireli duraksama olmadan, siirekli ilerleyen,
asamali gerileme
3. Kognitif bozukluklara neden olabilecek baska karisik etkenler olduguna dair
kanit olmamasi (baska norodejeneratif ya da serebrovaskiiler hastalik ya da
baska sinirsel, ruhsal ya da sistemik hastalik ya da kognitif gerilemeye katkida

bulunabilecek bir durum)

D. Bu bozukluk, serebrovaskiiler hastalik, baska nérodejeneratif bir hastalik, madde

ya da baska ruhsal, sinirsel ve sistemik bozuklugun etkileriyle aciklanamaz

Alzheimer tanisini koymak i¢in yaygin olarak kullanilan klinik tani kriterlerden bir digeri de
Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitabidir (DSM-V) (Tablo 3.2) (Gazioglu, 2017).

Alzheimer hastaliginin erken teshisi ¢ok Onemlidir. Hastaligin ilerlemesinin
degerlendirilmesinde ve tespitinde biyobelirteglerden yararlanilmaktadir. Alzheimer
hastaliginda dogrudan kullanilan biyobelirtecler AB ve tau birikimi gibi Alzheimer hastaliginin
patolojisinde yer alan gostergelerdir. Yeni biyobelirteclerin bulunmasinin ve var olan
biyobelirteclerin gelistirilmesinin hastaligin erken tani ve tedavisinde etkili olabilecegi
diistiniilmektedir (Hane ve ark., 2017).
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4, BOLUM
ALZHEIMER HASTALIGININ TEDAVISIi

Alzheimer hastaligi bir halk sagligi sorunudur ve 2050 yilinda Alzheimer hasta sayisinin
mevcut hasta sayisindan 4 kat fazla olacagi 6ngoriilmektedir. Giiniimiizde hastaligin tedavisi
icin onaylanmis sadece iki ila¢ sinifi vardir. Bunlar, kolinesteraz enzimi inhibitorleri ve N-metil
D antagonistleridir (Breijyeh ve Karaman, 2020). Bunlar kolinerjik veya glutamaterjik sinir
sistemini hedef alan ilaglardir. Alzheimer hastasi bireylere verilen ilaglar sadece hastaligin
semptomlarini hafifletmek icin kullanilmaktadir. Klinik calismasi yapilmaya devam eden
ilaclar olmasina ragmen hicbiri iyilestirici etkiye sahip degildir. Kolinesteraz inhibitéri olan
ilaclar hafif ve orta dereceli Alzheimer hastaliginda kullanilmaktadir. Orta ve siddetli
Alzheimer hastalarinda ise N-metil D antagonist grubundaki ilaglar kullanilmaktadir. Tablo

4.1.’de Alzheimer hastalig1 icin gelistirilmis en son ilaglar verilmistir. Bu ilaglar klinik olarak

basarisiz olduklari i¢in satisa sunulmamistir (Khan ve ark., 2020).

Tablo 4.1. Alzheimer Hastaliginin tedavisi icin gelistirilmis ilaglar (Khan ve ark., 2020).

ilacin Ad Sirket Hareket Klinik Calisma | Basarisizhik
Mekanizmasi Nedeni
B bolgesi AH’nin
Verubecestat Merck amiloid 6ncii EPOCH ilerlemesini
protein denemesi yavaslatmaya
parcalayici APECS denemesi | etkisi yok
enzim 1 (BACE
1) inhibitoérleri
Astra Zenaca BACE 1 AMARANTH ve | Arabosluk
Lanabecestat ve inhibitorleri DAYBREAK-ALZ | analizinin
Eli Lilly basarisizligi
BACE 1 Karaciger
Atabecestat Janssen inhibitorleri ERKEN toksisitesi
AB icin Bilissel
Solanezumab Eli Lilly monoklonal KESIF III (Asama | gerileme
antikor I11) lizerinde
olumlu bir
etkisi yoktur
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Gelismis
Azeliragon vTv Tedavileri | Glikasyon son STEADFAST
trtinleri (RAGE) (Asama III) Etkinlik
inhibitori igin eksikligi

reseptor

Peroksizom
Pioglitazon Takeda ve Proliferatorle

Zinfandel Ilaclan | aktive edilen - -

reseptory
(PPAR-y)
5HT6 STARSHINE,
Idalopirdin Lundbeck ve | antagonisti STARBEAM,
Otsuka STARBRIGHT Bilisi

(Asama III) Gelistirmedi

Giliniimiizde Alzheimer hastaligl icin piyasaya siiriilmiis ve halihazirda kullanilan ilaglardan
bazilari; donepezil, rivastigmin, galantamin ve memantindir. Bu ilaglar Alzheimer hastaliginin

semptomatik tedavisi icin kullanilmaktadir (Breijyeh ve Karaman, 2020).

Alzheimer hastaligini 6nlemek ve ilerlemesini azaltmak icin gelistirilen hastalik degistirici
terapotikler (DMT) iizerinde calisiimaktadir. Immiinoterapiler veya kiicitk molekiiller olan
DMT’ler oral yoldan uygulanir. Sentetik Af peptidleri, anti-Af antikorlari, y-sekretaz
inhibitorleri ve B-sekretaz inhibitorleri gibi cesitli DMT ler gelistirilmistir ve klinik deneylere
girmistir. Ancak klinik deneylerde, tedaviye ge¢ baslanmasi, Alzheimer patofizyolojisinin
yanlis anlasilmasi ve uygun olmayan dozlarda ila¢ kullanilmasi gibi nedenlerden dolay1
basarisiz olmustur. Anti-amiloid ajanlara ek olarak tau agregasyon inhibitorleri de umut veren
DMT tedavi yaklasimlarindandir. Hem anti-amiloid ajanlart1 hem de tau agregasyon
inhibitorleri olan DMT’ler tizerinde klinik faz calismalar1 devam etmektedir (Breijyeh ve
Karaman, 2020).

Alzheimer hastalig1 icin gelistirilmeye calisilan bir baska tedavi yontemi ise gen tedavisidir.
Alzheimer hastaligina neden olan genlerin belirlenmesi ile 6zellikle adeno-iliskili viriislerin
kullanildig1 gen terapisi yontemleri kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda bilim insanlari
beyin hiicrelerine PGC1-alfa (Peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptér gama
koaktivatorii 1-alfa) genini aktararak tedavi ettikleri farelerin daha iyi hafizaya sahip
olduklarini ve daha az amiloid plak gelistirdiklerini gérmiislerdir. Yapilan baska bir ¢calismada
ise APOE4 genini APOE3 genine doniistiiren genetik kirpma teknigi kullanilmistir. Bu

calismalar ilerde Alzheimer hastaliginin tedavisi icin umut vadetmektedir (Khan ve ark., 2020).

Bu ¢alismada Alzheimer hastaligi ve ACAN genindeki VNTR polimorfizmi arasindaki iliskinin

ortaya konmasi amac¢lanmistir. ACAN geninin kodladig1 agrekan proteininin ekspresyonunun
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degismesi beyinde ECM’de bulunan perinoéral aglarin (PN) yap1 biitiinliiglinii bozarak (tau ve
amiloid B birikimi gibi) Alzheimer patolojisini etkilemesi beklenmektedir. PN’lerin néronlarin
etrafin1 sararak noroprotektif etki gostermesi ve tau, amiloid gibi plaklarin néronlara zarar
vermesini engellemesi Alzheimer hastalifinda 6nemli bir yere sahiptir. PN’lerin olusabilmesi
icin gerekli bilesenlerin ve 6zellikle PN yapisinin olusmasinda énemli etkilere sahip agrekan
proteinin ekspresyonunun degismesine neden olan VNTR polimorfizminin arastirilmasi
Alzheimer hastaliginin daha iyi anlasilmasini saglayabilecek potansiyeldedir. Yaptigimiz bu
calisma ile Alzheimer patofizyolojisine katki saglayarak hastaligin aydinlatilmasinda tani ve

tedavisine kolaylik saglanacagi disiiniilmektedir.
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5. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

Calismaya dahil edilecek hastalar, Hitit Universitesi Erol Olgok Egitim ve Arastirma Hastanesi
Noroloji polikliniginde takip edilen veya poliklinige ilk kez basvuran hastalar arasindan, Ulusal
Nérolojik ve Iletisimsel Bozukluklar ve Inme Enstitiisii (NINCDS) ile Alzheimer Hastalig1 ve
lliskili Bozukluklar Dernegi (ARDRA) ve Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 V
(DSM-V) tani kriterlerine gore ve goniilliiliikk esasina dayali olarak Alzheimer hastalig1 tanisi
almis hastalardan secildi (n=102). Alzheimer hastalig ile iliskilendirilebilecek herhangi bir
bulgusu olmayan 101 kontrol grubu katilimcisi ¢alismaya dahil edildi.

Hasta grubundaki katilimcilarin yeterlilikleri noéroloji hekimi tarafindan degerlendirildi.
Yeterliligi olmayan hastalarin onam yetkisi hastanin yasal temsilcisinden alindi. Alzheimer
hastasi ve saglikli bireylerin calismaya dahil edilme ve edilmeme kriterleri Tablo 5.1.'de

gosterilmistir.

Tablo 5.1. Hasta ve Kontrol grubunun ¢alismaya dahil edilme edilmeme kriterleri

Hasta ve Kontrol Grubunun Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

1. Goniilli formunu imzalamis olmak

2. 40-100 yas araliginda olmak

3. Ulusal norolojik ve iletisimsel hastaliklar ve inme enstitiisii/Alzheimer hastaligi ve
iliskili bozukluklar dernegi (NINCDS-ADRDA) kriterlerine gore Alzheimer hastaligi
tanis1 konmus olmak (hasta grubu)

4. Ulusal norolojik ve iletisimsel hastaliklar ve inme enstitiisii/Alzheimer hastalig ve
iliskili bozukluklar dernegi (NINCDS-ADRDA) kriterlerine gore Alzheimer hastaligi
tanis1 konmamis olmak (kontrol grubu)

Hasta ve Kontrol Grubunun Calismaya Dahil Edilmeme Kriterleri

1. Ciddi karaciger, kalp ve bobrek hastaliginin olmamasi

Ciddi inflamasyonunun olmamasi

Gegmis veya mevcut norolojik ve/veya psikiyatrik rahatsizliginin olmamasi
Bagimlilik yapici madde kullanimi gegmisinin olmamasi

Kafa travmasi ge¢misinin olmamasi

Serebrovaskiiler hastalik gecmisinin olmamasi

Felg, gecici istemik ataklar, kafa i¢ci kanamasinin olmamasi

® NS0k WD

Kronik alkolik olmamak ve sigara kullanmama
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Varyasyon analizi yapmak icin 102 hasta ve 101 kontrol grubundaki bireylerden kan érnekleri
alind1 ve asagidaki materyal metot islemleri uygulandu. ilk olarak katihmcilardan alinan kan
orneklerinden DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA izole edildi. Elde edilen DNA'nin
spektrofotometrik yontemlerle konsantrasyonu ve safligi kontrol edildi. ACAN genindeki VNTR
polimorfizmi icin forward: 5’-TAGAGGGCTCTGCCTCTGGAGTTG-3" ve reverse 5'-
AGGTCCCCTACCGCAGAGGTAGAA-3’ primerler kullanildi (Cong ve ark. 2014; Casa ve ark,
2016; Oz ve ark., 2020). VNTR polimorfizmi iceren bolge Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
ile amplifiye edildi. PCR sonrasi amplifiye edilen DNA’lar agaroz jel elektroforezinde

yuriitiilerek UV 1s1k altinda goériintiilendi.

ACAN geni 15926 kromozomu lizerinde lokalize olmustur ve ekson 12’de 13 ile 33 arasinda
degisen, degisken sayil bitisik tekrar polimorfizmi (VNTR) bulunmaktadir. VNTR polimorfizmi
19 aminoasit kodlayan 57 niikleotid tekrarlar1 icermektedir (Oz ve ark., 2020). Kisa allellere
sahip bireyler daha az tekrarli agrekan iiretirler ve bu durum agrekan molekiiliiniin diisiik
saylda Kontroitin Siilfat (CS) sayisina sahip olmasina neden olur. CS sayisinin azalmasi da
agrekan fonksiyonunun daha ¢abuk bozulmasi ile sonuglanir (Casa ve ark., 2016). Solovieva ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calisma uzun allel tasiyanlarin disk dejenerasyonlarina karsi
koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ayni sekilde 25 ve daha fazla tekrar sayisina
sahip olanlar daha diisiik el ve diz osteoartriti riski ile iliskilendirilmistir (Solovieva ve ark,
2007). Allel tekrar sayis1 ve amplikon biiyiikliigii tablo 5.2.'de gosterilmistir.

Tablo 5.2. ACAN geni VNTR polimorfizmine ait allel tekrar sayisi ve amplikon blyikligi

Tekrar Sayisi Amplikon buyiikligu (bp)
13 775
14 832
15 889
16 946
17 1003
18 1060
19 1117
20 1174
21 1231
22 1288
23 1345
24 1402
25 1459
26 1516
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27 1573
28 1630
29 1687
30 1744
31 1801
32 1858
33 1915

5.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu kimyasal yontemler ve enzimler ile DNA'nin hiicre iceriginden ayristirilmasi
islemidir. DNA izolasyon yontemi temel olarak {i¢ asgamadan meydana gelmektedir. i1k olarak
hiicrenin parcalanmasi icin izolasyon tamponlarinin etkili hale getirilmesi gerekmektedir.
Hiicre parcalandiktan sonra ikinci olarak DNA-protein komplekslerinin birbirinden ayrilmasi
icin denattirasyon ile DNA'nin ¢6ziiniir hale getirilmesi gerekmektedir. Son olarak da DNA'nin
RNA ve diger makro molekiillerden ayrilmasi i¢in ¢oktiiriilmesi gerekmektedir (Altun, 2009).
DNA izolasyon kitleri genomik ya da genomik olmayan DNA'nin saflastirilmasi icin kullanilir.
DNA izolasyon kitleri deney asamalarini kisaltarak daha etkili DNA izolasyonu yapilmasini

saglar.

Hasta ve saglikl bireylerden alinan kan 6rneklerine GenaAll markali Clinic SV izolasyon Kkiti
kullanildi (Tablo 5.3.). Ornekler mikrosantrifiij tiiplerine alinarak proteinlerin parcalanmasi ve
DNAaz'larin inhibisyonu icin Proteinaz K kullanildi. Orneklerin iizerine buffer eklenerek
DNA’nin stabil kalmasi ve pH degerinin korunmasi saglandi. Boylece yiiksek alkali ve asit
durumlarinda DNA yapisinin bozulmasi engellenir. DNA'nin yikanarak temizlenmesi igin
absolut etanol kullanild1 ve santrifiij edildi. Daha sonra DNA o6rneklerinin iizerine buffer
eklenerek ¢oziilmesi saglandi ve belirli siirelerle santrifiij edildi. Izolasyon sonunda elde edilen
DNA 6rnegi -20 °C’de saklandi.

Tablo 5.3. DNA izolasyonu kiti ile ilgili genel bilgiler

DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Materyal Bilgileri

Kullanilan Kitin Markasi Kitin Ad1 Katalog No

GeneAll Clinic SV 108-101
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DNA izolasyonu asagidaki protokole gore gerceklestirildi.

1.5 ml mikrosantrifiij tiiplerine 20 ul Proteinaz K pipetlendi.

200 ul kan ornekleri tiipe aktarildu.

200 ul BL buffer eklenerek 56°C’de 10 dk. bekletildi.

Karisimin lizerine 200 ul %100 absolut etanol eklendi ve karisim G tipi kolona aktarildi.
Kolona aktarilan karisim santrifiij edildi (8000 rpm, 1 dk.).

Kolon tizerine 600 ul Buffer BW eklenerek santrifiij edildi (8000 rpm, 30 sn.).

Kolon tizerine 700 ul Buffer TW eklenerek santrifiij edildi (8000 rpm, 30 sn.).

Kolon iizerine herhangi bir soliisyon eklemeden santrifiij edildi (14000 rpm, 1 dk.).

O 0 N Uk W

Kolon yeni bir 1.5 ml mikrosantrifiij tiiplerine alinarak ve tizerine 200 ul Buffer AE
eklenerek santrifiij edildi (14000 rpm, 1 dk.).
10. Elde edilen DNA 6rnegi -20°C’de saklandu.

5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

1985 yilinda Kary Mullis tarafindan kesfedilen Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Deoksiribo
Niikleik Asit (DNA) aranmasi amaciyla kesfedilmistir (Kahya ve ark., 2013). PCR yontemi
istenilen DNA dizilerinin ¢ogaltilma esasina dayanmaktadir. U¢ asamadan meydana gelir.
Bunlardan ilki cogaltilacak DNA dizilerinin a¢ilmasi (Denatiirasyon) asamasi, ikincisi acilan
DNA dizilerine tasarlanan primerlerin baglanmasi (Annealing) asamasi, son olarak da
primerlerin uzamasi (Primer extesion) asamasidir (Yilmaz ve Devran, 2016). PCR yonteminde

hedef DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi 20-40 dongii arasinda degisir (Okutucu ve Pehlivan, 2003).

DNA izolasyonu yapilan 6rneklere PCR uygulandi. WizPure ™ markali PCR 2X Master Kkiti
kullanildi (Tablo 5.4.). PCR 2X Master kitinden 12.5 pl, reverse ve forward primerlerden 0.5 pl,
kalip DNA’dan 2 pl ve 9.5 ul su ile toplam hacmi 25 pl olan mix hazirland1 (Tablo 5.5.). PCR
reaksiyonunda denatiirasyona baslama 95 9C’de 4 dakika 1 devir, denatiirasyon 94 °C’de 30
saniye 35 devir, primerlerin baglanmasi 65 °C’de 1 dakika 35 devir, uzama 72 °C’de 30 saniye

35 devir ve son uzama 72 °C’de 3 dakika 1 devir olarak uygulandi (Tablo 5.7.).

Tablo 5.4. PCR ydnteminde kullanilan kit ile ilgili genel bilgiler

PCR Reaksiyonu i¢in Kullanilan Materyal Bilgileri

Kitin Markasi Kitin Ad1 Katalog No

WizPure ™ PCR 2X Master W1401
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Tablo 5.5. PCR ¢alismasinda kullanilan mastermix bilgileri

PCR Reaksiyonu icin Kullanilan MasterMix Bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
PCR 2X MasterMix 12.5 ul
Forward Primer 0.5ul
Reverse Primer 0.5 ul
Kalip DNA 2ul
Su 9.5 ul
TOPLAM 25 ul

Tablo 5.6. ACAN genindeki VNTR polimorfizminin analizi i¢in kullanilan primerler

PCR Reaksiyonu i¢in Kullanilan Primer Bilgileri

Primer Ad1 Primer Dizisi
ACAN Forward Primer TAGAGGGCTCTGCCTCTGGAGTTG
ACAN Reverse Primer AGGTCCCCTACCGCAGAGGTAGAA

Tablo 5.7. PCR reaksiyonu dongii kosullari

PCR Reaksiyon Kosullar:

Sicaklik (°C) Zaman Devir
Ik Denatiirasyon 95 4 dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn
Primerlerin Baglanmasi 65 1dk 35
Uzama 72 30 sn
Son uzama 72 3dk 1
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5.3. Agaroz Jel Elektroforez

Agaroz jel elektroforezi DNA molekiillerinin analizinde kullanilan ydntemlerden biridir.

Agaroz jel elektroforezi jeller ve elektroforez aygitindan olusmaktadir. Kullanilan jellerden biri

agaroz jeldir. Agaroz kirmizi bir alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilen bir polisakkarittir.

Agaroz sicak tamponda ¢oziiniir ve sogudugunda karsilikli hidrojen baglarinin baglanmasi ile

jel yapisi olusur. Porlu bir yapida olmasindan dolay1 DNA'nin hareket etmesini saglar (Vasi ve

ark., 2015).

Agaroz jel elektroforezinde %3’liik agaroz olusturmak i¢in 0.9 gram agaroz 30 pl 1xTBE Buffer

kullanildi. Berraklasincaya kadar 1sitildi ve igerisine 3 pl GelGreen Nukleic Acid Gel Stain

eklendi. Tanka dokiiliip donmas1 saglandi ve jel icerisindeki kuyulara 10 pl PCR sonucu

amplifiye edilen tiriinler ve 4 pl DNA ladder yiiklendi. 70 voltta 50 dakika yiirttiildiikten sonra

ultraviyole 1s1k altinda goériintiilendi.

Tablo 5.8. Agaroz Jel Elektroforezi i¢in kullanilan materyal bilgisi

Agaroz Jel Elektroforezi i¢in Kullanilan Materyal Bilgisi
GENEDIREX Agarose Electrophoresis Grade, 100G SA002-0100
AB.T A.B.T.™ TBE Buffer (Tris-borate-EDTA) 10X/1L B03-10-01
BIOTIUM GelGreen Nucleic Acid Gel Stain 10,000X in water 41005
GENEALL GENESTA ™ 100 bp DNA Ladder with 5X Loading Dye (500 pl) GA-010
GENEDIREX BLOOK LED TRANSILLUMINATOR BK001
Agaroz Jel Elektroforezi asagidaki protokole gore gerceklestirildi.
1. 0.9 g Agaroz tartild1 ve tizerine 30 pl 1xTBE buffer eklendi.
2. Karisim berraklasincaya dek 1s1 ile muamele edildikten sonra icerisine 3 pl GelGreen
Nucleic Acid Gel Stain eklenip calkalandi.
3. Donmasi i¢in tanka dékiildii. 16’li genis tarak kullanildi.
4. Donduktan sonra elektrotlara baglanan jel elektroforezine 10 pl PCR iiriinii ve 4 pl DNA
Ladder yiiklendi.
5. 70 voltta 50 dk yiirttiildi.
6. Blook Led Transilliiminator cihazinda goriintiilendi ve fotograflandi.
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5.4. listatistiksel Analiz

Elde edilen bilgiler SPSS programinda (versiyon 27.0) analiz edildi. Verilerin normal dagilip
dagilmadigini analiz etmek i¢cin Normallik testi yapildi. Normallik analizindeki bilgilere gore
hasta ve kontrol gruplari arasindaki dnemli farkliliklar1 karsilastirmak icin Student t testi
uygulandi. Yas, cinsiyet gibi bilgilerin gruplar arasinda karsilastirilmasinda Pearson’s ki-kare
(X2) testi ve Fisher’s exact testi uygulandi. Hardy-Weinberg dengesi ile gruplar arasindaki allel
frekansi ve genotip dagilimdaki farkliliklarin 6l¢ciilmesinde ki-kare (X2) testi kullanildi. Odds
ratio (OR) degerleri ve %95 giiven araligi (%95 Cl) Logistic regression ile hesaplandi. p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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SONUCLAR

Calismamiza Hitit Universitesi Erol Olgok Egitim ve Aragtirmasi Hastanesi Noroloji
Poliklinigine gelen 102 Alzheimer hastasi, 101 saglikli birey olmak iizere toplam 203 goniilli
katilmistir. Katilimcilardan alinan kan orneklerinden DNA izolasyonu ve PCR analizi
yapilmistir. PCR sonucu amplifiye edilen triinler %3’liik agaroz jelde ytriitiilerek UV 151k
altinda goriintillenmistir. Gorilintiilenen o6rneklerde hasta ve kontrol grubuna ait DNA
orneklerinin biiytikliikleri 100 bp DNA ladder ile karsilastirilarak bulunmustur.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) sonucu amplifiye edilen DNA’larin agaroz jel elektroforezi

sonrasindaki goriintiileri:

GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

K1 K2 K3 K4 K3 K6 K7 K K9 K10 KLL K12 KL3 K14 KIS KIG KLZKIB KL
(| |

Sekil 6.1. Kontrol grubu; 1-19 bireylerinin %3'liik agaroz jel elektroforezindeki gortntiileri.

Kontrol 1: 28R/28R, Kontrol 2: 24R/28R, Kontrol 3: 31R/31R, Kontrol 4: 24R/28R, Kontrol 5:

31R/31R, Kontrol 6: 26R/31R, Kontrol 7: 30R/30R, Kontrol 8: 30R/30R, Kontrol 9: 30R/30R,
Kontrol 10: 26R/30R, Kontrol 11: 30R/30R, Kontrol 12: 30R/30R, Kontrol 13: 30R/30R,
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Kontrol 14: 30R/30R, Kontrol 15: 30R/30R, Kontrol 16: 30R/30R, Kontrol 17: 30R/30R,
Kontrol 18: 30R/30R, Kontrol 19: 26R/30R. ACAN VNTR allelleri; 24R (1402bp), 26R
(1516bp), 28R (1630bp), 30R (1744bp), 31R (1801bp).

GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

K20 K21 K22 K23 K24 K25 K26 K27 K28 K29 K30 K31 K32 K33 K34 K35 K36 K37 K38

S B
s B -

TLERLBLLELL L R

Sekil 6.2. Kontrol grubu; 20-38 bireylerinin %3’liikk agaroz jel elektroforezindeki gériintiileri.
Kontrol 20: 31R/31R, Kontrol 21: 28R/31R, Kontrol 22: 31R/31R, Kontrol 23: 28R/30R,
Kontrol 24: 31R/31R, Kontrol 25: 26R/31R, Kontrol 26: 31R/31R, Kontrol 27: 31R/31R,
Kontrol 28: 31R/31R, Kontrol 29: 26R/31R, Kontrol 30: 31R/31R, Kontrol 31: 31R/31R,
Kontrol 32: 31R/31R, Kontrol 33: 31R/31R, Kontrol 34: 31R/31R, Kontrol 35: 24R/30R,

Kontrol 36: 28R/31R, Kontrol 37: 31R/31R, Kontrol 38: 30R/30R. ACAN VNTR allelleri; 24R
(1402bp), 26R (1516bp), 28R (1630bp), 30R (1744bp), 31R (1801bp).
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GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

(39 KA 2 e R RS KA 17 (8 49 15015152083 54165 16816
‘4 | b

Sekil 6.3. Kontrol grubu; 39-57 bireylerinin %3’liik agaroz jel elektroforezindeki gortntiileri.
Kontrol 39: 28R/30R, Kontrol 40: 28R/30R, Kontrol 41: 28R/28R, Kontrol 42: 28R/28R,
Kontrol 43: 28R/28R, Kontrol 44: 28R/28R, Kontrol 45: 26R/30R, Kontrol 46: 28R /28R,
Kontrol 47: 28R/28R, Kontrol 48: 28R/28R, Kontrol 49: 28R/28R, Kontrol 50: 24R/30R,
Kontrol 51: 24R/30R, Kontrol 52: 24R/30R, Kontrol 53: 28R/28R, Kontrol 54: 28R/28R,

Kontrol 55: 28R/28R, Kontrol 56: 28R/28R, Kontrol 57: 28R/28R. ACAN VNTR allelleri; 24R
(1402bp), 26R (1516bp), 28R (1630bp), 30R (1744bp).

27



GENESTA™ 00 bp DNA Ladder

~H0 \ K58 K59 K60 K61 K62 K63 K64 K65 K66 Ko K68 K69 K70 K7L K72 K73 K74 K3 KT

\ .'4.1;‘ fv{vdllpq 111111

) - M | >4
=10 '

A

Sekil 6.4. Kontrol grubu; 58-76 bireylerinin %3’liik agaroz jel elektroforezindeki gortntiileri.
Kontrol 58: 33R/33R, Kontrol 59: 33R/33R, Kontrol 60: 31R/31R, Kontrol 61: 33R/33R,
Kontrol 62: 33R/33R, Kontrol 63: 33R/33R, Kontrol 64: 33R/33R, Kontrol 65: 33R/33R,
Kontrol 66: 31R/33R, Kontrol 67: 33R/33R, Kontrol 68: 33R/33R, Kontrol 69: 33R/33R,
Kontrol 70: 33R/33R, Kontrol 71: 33R/33R, Kontrol 72: 30R/33R, Kontrol 73: 33R/33R,

Kontrol 74: 30R/31R, Kontrol 75: 33R/33R, Kontrol 76: 33R/33R. ACAN VNTR allelleri; 30R
(1744bp), 31R (1801bp), 33R (1915bp).
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GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

K77 K78 K79 K80 K81 K82 K83 K84 K85 K86 K87 KB KES K90 KL K2 K93 K34 KS5

*IX

Sekil 6.5. Kontrol grubu; 77-95 bireylerinin %3’liikk agaroz jel elektroforezindeki gériintiileri.
Kontrol 77: 33R/33R, Kontrol 78: 33R/33R, Kontrol 79: 31R/31R, Kontrol 80: 33R/33R,
Kontrol 81: 33R/33R, Kontrol 82: 30R/33R, Kontrol 83: 33R/33R, Kontrol 84: 33R/33R,
Kontrol 85: 33R/33R, Kontrol 86: 33R/33R, Kontrol 87: 33R/33R, Kontrol 88: 33R/33R,
Kontrol 89: 33R/33R, Kontrol 90: 33R/33R, Kontrol 91: 33R/33R, Kontrol 92: 31R/33R,

Kontrol 93: 33R/33R, Kontrol 94: 33R/33R, Kontrol 95: 33R/33R. ACAN VNTR allelleri; 30R
(1744bp), 31R (1801bp), 33R (1915bp).
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GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

K96 K97 K98 K99 K100 K101
8. B R B

Sekil 6.6. Kontrol grubu; 96-101 bireylerinin %3’liik agaroz jel elektroforezindeki
goruntiileri. Kontrol 96: 33R/33R, Kontrol 97: 33R/33R, Kontrol 98: 33R/33R, Kontrol 99:
33R/33R, Kontrol 100: 33R/33R, Kontrol 101: 24R/26R. ACAN VNTR allelleri; 24R (1402bp),
26R (1516bp), 33R (1915bp).

30



GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

Sekil 6.7. Hasta grubu; 1-13 bireylerinin %3’liikk agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri.
Hasta 1: 30R/30R, Hasta 2: 30R/30R, Hasta 3: 31R/31R, Hasta 4: 28R/28R, Hasta 5:
30R/30R, Hasta 6: 33R/33R, Hasta 7: 33R/33R, Hasta 8: 33R/33R, Hasta 9: 33R/33R, Hasta
10: 33R/33R, Hasta 11: 33R/33R, Hasta 12: 33R/33R, Hasta 13: 31R/31R. ACAN VNTR
allelleri; 28R (1630bp), 30R (1744bp), 31R (1801bp), 33R (1915bp).
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GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

H14 HIS H16 HI7 HIS H19 HO H2l H22 H23 H4 HXS H26 H27 H28 H29 H30 H31 H32

Sekil 6.8. Hasta grubu; 14-32 bireylerinin %3’liik agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri.

Hasta 14: 31R/31R, Hasta 15: 31R/31R, Hasta 16: 31R/31R, Hasta 17: 28R/30R, Hasta 18:

30R/30R, Hasta 19: 30R/30R, Hasta 20: 30R/30R, Hasta 21: 30R/30R, Hasta 22: 28R/30R,

Hasta 23: 28R/30R, Hasta 24: 30R/30R, Hasta 25: 30R/30R, Hasta 26: 30R/30R, Hasta 27:

30R/30R, Hasta 28: 30R/30R, Hasta 29: 30R/30R, Hasta 30: 13R/13R, Hasta 31: 30R/30R,

Hasta 32: 30R/30R. ACAN VNTR allelleri; 13R (775bp), 28R (1630bp), 30R (1744bp), 31R
(1801bp).
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GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

H33 M4 H35 H36 H37 H3B H39 HAO HAL H42 H43 H44 K45 Hd6 H47 HAB HA9 HOO HOL

| l
e

Sekil 6.9. Hasta grubu; 33-51 bireylerinin %3’liikk agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri.
Hasta 33: 30R/30R, Hasta 34: 30R/30R, Hasta 35: 26R/30R, Hasta 36: 30R/30R, Hasta 37:
30R/30R, Hasta 38: 30R/30R, Hasta 39: 30R/30R, Hasta 40: 28R/28R, Hasta 41: 30R/30R,
Hasta 42: 30R/30R, Hasta 43: 30R/30R, Hasta 44: 30R/30R, Hasta 45: 30R/30R, Hasta 46:
30R/30R, Hasta 47: 28R/28R, Hasta 48: 28R /28R, Hasta 49: 30R/30R, Hasta 50: 30R/30R,
Hasta 51: 30R/30R. ACAN VNTR allelleri; 26R (1516bp), 28R (1630bp), 30R (1744bp).
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GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

H52 HS3 H4 HOS HS6 HO HOB HO) HO Hol HG2 HGD Hod HGS Heo Hor HeS HEY AN

Sekil 6.10. Hasta grubu; 52-70 bireylerinin %3’liikk agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri.
Hasta 52: 31R/31R, Hasta 53: 26R/30R, Hasta 54: 31R/31R, Hasta 55: 31R/31R, Hasta 56:
31R/31R, Hasta 57: 31R/31R, Hasta 58: 31R/31R, Hasta 59: 31R/31R, Hasta 60: 31R/31R,
Hasta 61: 31R/31R, Hasta 62: 33R/33R, Hasta 63: 33R/33R, Hasta 64: 33R/33R, Hasta 65:
31R/31R, Hasta 66: 31R/31R, Hasta 67: 31R/31R, Hasta 68: 31R/31R, Hasta 69: 31R/31R,
Hasta 70: 30R/31R. ACAN VNTR allelleri; 26R (1516bp), 30R (1744bp), 31R (1801bp), 33R

(1915bp).
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GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

HI1 H72 HI3 H74 HI5 HI6 H77 HI8 H79 HB0 H81 HB2 HB3 HB4 HBS H86 HB7 HE88 HE9
k .

Sekil 6.11. Hasta grubu; 71-89 bireylerinin %3’liikk agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri.
Hasta 71: 24R/24R, Hasta 72: 24R/24R, Hasta 73: 24R/24R, Hasta 74: 24R/24R, Hasta 75:
28R/28R, Hasta 76: 28R /28R, Hasta 77: 28R/28R, Hasta 78: 21R/21R, Hasta 79: 24R/24R,
Hasta 80: 24R/24R, Hasta 81: 24R/24R, Hasta 82: 24R/24R, Hasta 83: 24R/24R, Hasta 84:
26R/26R, Hasta 85: 26R/26R, Hasta 86: 23R/26R, Hasta 87: 26R/26R, Hasta 88: 26R/26R,
Hasta 89: 26R/26R. ACAN VNTR allelleri; 21R (1231bp), 23R (1345bp), 24R (1402bp), 26R

(1516bp), 28R (1630bp).
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GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

1 i1 01
P2 —

o e e o B OO
e OO e o /o oo —

1
T O —I OO —— —— — ———

=
=

1
=

H0 H91 H92 H93 H94  HOS H96 H97 H98 H99 HI00 HIOL H102

F4

.

Sekil 6.12. Hasta grubu; 90-102 bireylerinin %3’liikk agaroz jel elektroforezindeki
gorintiileri. Hasta 90: 31R/31R, Hasta 91: 31R/31R, Hasta 92: 31R/31R, Hasta 93: 30R/30R,
Hasta 94: 31R/31R, Hasta 95: 31R/31R, Hasta 96: 31R/31R, Hasta 97: 31R/31R, Hasta 98:
31R/31R, Hasta 99: 31R/31R, Hasta 100: 31R/31R, Hasta 101: 28R/30R, Hasta 102:
31R/31R. ACAN VNTR allelleri; 28R (1630bp), 30R (1744bp), 31R (1801bp).

istatistiksel Analiz Sonuglari

Calismamiza hasta grubundan 102, kontrol grubundan 101 olmak iizere toplam 203 goniilli
katildi. Hasta grubundaki bireylerin 54’tinii (%52,94) kadin, 48’ini (%47,05) erkek, kontrol
grubundaki Dbireylerin 52’sini  (%51,48) kadin, 49unu (%48,51) erkek bireyler
olusturmaktadir. Hasta ve kontrol gruplarinda yas karsilastirmasi i¢cin bagimsiz gruplarda t

testi kullanildi ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edildi ve t testine gore hasta
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ve kontrol gruplari arasinda yas icin p<0.001 olarak bulundu. Yas i¢in hasta ve kontrol gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulundu (Tablo 6.1.).

Tablo 6.1. Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol gruplarinin yas karsilagtirmasi

Yas L
Calisma Gruplari P degeri
orttss
Hasta 78,69+7.64
Kontrol 72,77+9.58 <0.001
Total 75.74%9.13

Calisma gruplar (hasta ve kontrol) ve cinsiyet bakimindan kategorik iki degisken arasindaki
iliskinin arastirilmasi i¢in Pearson’s ki kare (X2) testi uygulandi ve p<0.05 degeri istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi. Test sonucunda p=0.835 degeri elde edildi ve iki degisken arasinda
anlaml bir fark bulunmadi (Tablo 6.2.).

Tablo 6.2. Hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin cinsiyet karsilastirmasi

Calisma Gruplan Cinslyet P degeri
Kadin Erkek
Hasta 54 %52,94 48 %47,05
Kontrol 52 %51,48 49 %48,51 0,835
Total %52,20 %47,8

Tablo 6.3. Hasta ve kontrol gruplarinda tek degiskenli logistic regression analizi

B P degeri OR %95 Giiven Aralig:
Asag Seviye Yukari Seviye
Cinsiyet 0,058 0,836 1,060 0,611 1,839
Yas -0,080 | <0.001 0,923 0,890 0,957
Polimorfizm -0,577 | 0,042 0,562 0,322 0,981
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Tablo 6.4. Hasta ve kontrol gruplarinda ¢ok degiskenli logistic regression analizi

%95 Giiven Araligi
B P degeri OR
Asagi Seviye Yukari Seviye
Cinsiyet -0,065 0,830 0,937 0,517 1,697
Yas 0,087 <0.001 1,091 1,051 1,133
Polimorfizm 0,789 0,011 2,202 1,198 4,048

Hasta ve kontrol gruplar arasindaki risk faktoriini belirlemek i¢in Odds ratio (OR) ve %95
giiven araliglt (95% Confidence Interval) kullanildi. Gruplar arasindaki risk faktoriini
belirlemek icin Logistic Regression testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Cok degiskenli analize gecmeden 6nce ilk asamada iki durumlu iki bagimsiz degisken ile
her bir bagimsiz degisken icin ayr ayri yapilan tek degiskenli Logistic Regression analizine
bakildi. Tek degiskenli Logistic Regression testinde cinsiyet icin p=0.899; yas icin p=0.001;
polimorfizm i¢in p=0.042 olarak bulundu. Polimorfizm ve yas icin istatistiksel olarak anlamh
bir fark bulunurken, cinsiyet i¢in istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi (Tablo 6.3.).
Cok degiskenli Logistic Regression testinde cinsiyet icin p=0.830; yas icin p=0.001;
polimorfizm i¢in p=0.011 olarak bulundu. Polimorfizm ve yas icin tek degiskenli Logistic
Regression testinde oldugu gibi anlamli bir fark bulunurken, cinsiyet i¢in istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmadi (Tablo 6.4.).

Tablo 6.5. Hasta ve kontrol gruplarinda Agrekan VNTR bdélgesindeki allel dagiliminin

karsilastirilmasi
Calisma Gruplar
Polimorfizm P degeri
Hasta Kontrol
iki allel >30 tekrar* 40 %42,6 54 %57,4
Bir ya da iki allel <30 tekrar** 62 %56,9 47 %43,1 0,042
Total 50,20% 49,80%

* ki allel >30 tekrar= 30’dan biiyiik iki allel tasiyanlar

** Bir ya da iki allel <30 tekrar= 30’dan kii¢iik ve 30, bir ya da iki allel tasiyanlar
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Hasta ve kontrol gruplarinda allel dagiliminin karsilastirilmasi i¢in ki-kare (X2) testi kullanildi
ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Test sonucunda p=0.042 olarak bulundu.
Hasta grubunda bir veya iki allel 30 ve 30’dan kii¢iik allel tasiyanlar kontrol grubuna goére daha
fazla iken iki allel 30’dan biiytik allel tasiyanlar kontrol grubunda daha fazladir. (Tablo 6.5.).
Hasta ve kontrol grubunda en fazla tekrar eden alleller biiyiik alleller (30R, 31R, 33R)
olmustur. Hasta grubunda 30R ve 31R daha fazla iken kontrol grubunda 33R alleli daha fazla
gorilmistiir. Bu sebeple 30’un iizerinde ve altinda bir ya da iki allel tasiyanlar hastalik

acisindan degerlendirilmistir.

Hardy-Weinberg dengesi ile genotip ve allel tutarliligi icin ki kare (X2) testi kullanildi. p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Test sonucunda p=0.000 olarak bulundu. Allel
frekansinin degerlendirilmesi icin gen sayma (gene counting) yontemi kullanildi. Hasta
grubundaki bireylerde en fazla tekrar eden alleller 30R ve 31R, kontrol grubunda en fazla
tekrar eden allel 33R olarak bulundu. Hasta grubunda 30R/30R ve 31R/31R genotipleri daha
sik goriiliirken kontrol grubunda 33R/33R genotipi daha sik goriilmektedir (Tablo 6.6.).
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Tablo 6.6. Hasta ve kontrol gruplarinda allel ve genotip karsilastirmasi

Genotip Hasta Grubu (102) Kontrol Grubu (101) P degeri
n (birey sayisi) % n (birey sayisi) %

13R/13R 1 1.0 0 0.0
21R/21R 1 1.0 0 0.0
23R/26R 1 1.0 0 0.0
24R/24R 9 8.8 0 0.0
24R/26R 0 0.0 1 1.0
24R/28R 0 0.0 2 2.0
24R/30R 0 0.0 4 4.0
26R/26R 5 49 0 0.0
26R/30R 2 2.0 3 3.0
26R/31R 0 0.0 3 3.0 0.000
28R/28R 7 6.9 14 13.9
28R/30R 4 3.9 3 3.0
28R/31R 0 0.0 2 2.0
30R/30R 31 30.4 12 11.9
30R/31R 1 1.0 1 1.0
30R/33R 0 0.0 2 2.0
31R/31R 30 29.4 16 15.8
31R/33R 0 0.0 2 2.0
33R/33R 10 231 36 35.6
Allel
13R 2 2.0 0 0.0
21R 2 2.0 0 0.0
23R 1 1.0 0 0.0
24R 18 17.8 7 6.9
26R 13 12.9 7 6.9 -
28R 18 17.8 35 34.3
30R 69 68.3 37 36.3
31R 61 60.4 40 39.2
33R 20 19.8 76 74.5
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SONUC VE ONERILER

Alzheimer hastalif1 demansin en yaygin nedenlerinden olup hafiza kaybi, dil, diistinme ve
problem ¢6zme becerilerinde kayip ile ortaya ¢ikan ndérodejeneratif bir hastaliktir (Khan ve
ark., 2020). Alzheimer hastaliginin semptomlarinin ortaya ¢cikmasindan yillar dnce basladigi
diistiniilmektedir. Sinsi ve ilerleyici 6zellikte olan Alzheimer, beyindeki noronlari etkileyerek
noronlarin dejenere olmasina neden olmaktadir. Beyinde meydana gelen bu hasarlar
sonucunda kiside hafiza, dil, diisiinme ve motor beceriler ile ilgili bolgeler etkilenir ve ilerleyen
zamanlarda kisi yataga bagimli hale gelir (2021 Alzheimer’s Disease Facts and Figures, 2021:
327-406). Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) 2013 yilinda ortaya koydugu verilere gore 2050
yilinda diinya ¢capinda Alzheimer hasta sayisinin 3 katina ¢ikmasi beklenmektedir (Khan ve
ark., 2020). Hasta sayisi ile birlikte hastalik hizmetleri i¢cin dogrudan ve dolayl olarak harcanan
maliyet de artmaktadir. Alzheimer hastalig ile ilgili saglik hizmetlerinin yillik maliyetinin
yaklasik 500 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (Weller ve Budson, 2018). Alzheimer
hastaliginin patolojisinde amiloid plaklar ve norofibril yumaklar etkili olmaktadir. 21.
kromozomun uzun kolunda bulunan APP geni tarafindan kodlanan amiloid prekiirsor
proteininin kesimi sonucu olusan amiloid plaklar beyinde birikerek néronlarin dejenere
olmasina neden olmaktadir (Mantzavinos ve Alexiou, 2017; Kao ve ark., 2019). Tau proteininin
hiperfosforilasyonu sonucu olusan norofibril yumaklar da ndronlar etrafinda birikerek hiicre
6liimiine yol acar ve norofibril yumaklarin asir1 birikimi Alzheimer hastaliginda rol oynar (Liu
ve ark., 2015). Alzheimer hastaliginin kesin tanisi postmortem beyin dokusu incelenerek
konulabilmektedir. Beyin omurilik sivis1 (BOS), kan biyobelirtecleri ile manyetik rezonans
(MRI) ve pozitron emisyon tomografisi (PET) goriintiileme teknikleri gibi hastaligin teshisine
yardimci yontemler kullanilmaktadir (Weller ve Budson, 2018). Alzheimer hastaliginin sinsi
bir sekilde seyretmesi erken taniy1 zorlastirmaktadir. Hastaligin kesin tanisi icin gerekli olan
noron kaybi, graniilovakuolar dejenerasyon, Lewy cisimcikleri gibi 6zelliklerinin éliimden
once Ol¢lilmesi zordur. Alzheimer hastaliginin klinik 6ncesi teshisinde biyobelirtecler 6nemli
bir yer tutmaktadir. Bundan dolay1 hastalifin tan1 ve tedavisinin daha iyi anlasilmasi icin
hastalikla iligkili biyobelirteglerin arastirilmasi gerekmektedir (Hane ve ark., 2017). Bu
calismada Alzheimer hastaligina neden olabilecegini dusiindiigiimiiz ACAN geni VNTR

polimorfizminin hastalikla iliskisi arastirilmistir.

ACAN geninde degisken sayida tekrar (VNTR) polimorfizmi bulunur ve 13 ila 33 arasinda
degisen allellere sahiptir (Gu ve ark, 2013). Agrekan geninin farkl allelleri, cesitli sayida
kondroitin siilfat zincirinin proteoglikanlara baglanmasini saglar ve bu durum agrekan
proteininin o6zelliklerini degistirmektedir. Agrekan proteininin 6zelliklerinin degismesi
kikirdagin yapisini degistirerek dejenerasyonlara sebep olmaktadir. ACAN geninde bulunan
VNTR polimorfizmi ¢esitli disk dejenerasyonlar1 ile iliskilendirilmektedir. Farkl
popiilasyonlarda yapilan ¢alismalar ile VNTR polimorfizmi ile disk dejenerasyonlari1 arasinda
anlamh bir iliski bulunmaktadir. Calismalarda disk dejenerasyonu bulunan hastalarda

genellikle allel 26, 27 ve 28’in daha ¢ok tekrar ettigi gortilmektedir (Solovieva ve ark., 2007).
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Yapilan bazi calismalarda daha kisa allellerin de gesitli disk dejenerasyonuna neden olan hasta
bireylerde daha ¢ok tekrar ettigi gosterilmistir (Cong ve ark. 2014; Casa ve ark., 2016).
Intervertebral disk dejenerasyonu ve Lumber disk dejenerasyonu olan hastalarda kisa alleller
(13-25) ile ortak allellerin (26-27) hasta bireylerde kontrol bireylere kiyasla daha fazla
goriilmesi, bu allellerin agrekan fonksiyonunun bozulmasina neden oldugunu ve disk yapisini
bozdugunu goéstermektedir (Casa ve ark., 2016; Gu ve ark., 2013). Ciinkii daha diisiik tekrar
sayisina sahip bireylerde proteoglikanlara bagh diisiik kontroitin siilfat sayisina sahip agrekan
proteini bulunmaktadir. Elde edilen verilerden yola ¢ikarak kisa allellere sahip bireylerin disk
dejenerasyonu gelistirme riskinin daha fazla oldugu ve hastaligi daha siddetli gecgirdikleri
gorulmektedir (Casa ve ark, 2016). Calismamizda Alzheimer hastalig1 ile ACAN geni VNTR
polimorfizmi arasindaki iliskisi arastirildi ve aralarinda anlaml bir iliski bulundu (p=0.000).
30R, 31R ve 33R allelleri en ¢ok tekrar eden alleller oldu. Hasta grubunda 30R ve 31R daha
fazla tekrar ederken, kontrol grubunda 33R daha fazla tekrar eden allel oldu. Daha kisa alleller
de(13R, 21R, 23R, 24R) calismamizdaki hasta grubunda daha fazla gériilmektedir.

Agrekan proteini sadece kikirdak da degil beyinde de pek cok yerde eksprese edilmektedir.
Bunlarin basinda proksimal dendrit alanlari, néronlarin baslangi¢c segmentleri ve hiicre disi
matris (ECM) gelmektedir (Morawski ve ark., 2012). Beyin hiicre dis1 matrisi hiicreler icin
onemli islevlere sahiptir. Beyin plastisitesi, hasar yaniti1 gibi hiicrenin hayatta kalmasi icin
mikro bir ortam saglamaktadir (Dauth ve ark., 2016). ECM icerisinde perindral ag (PN) olarak
adlandirilan 6zel bir yapi1 bulunmaktadir. PN’ler icerisinde tenasinler, hyaluronan,
proteoglikanlar ve baglanti proteinleri gibi 6zel bilesenler bulunmaktadir. Proteoglikanlar
icerisinde 6zellikle agrekan proteini 6nemli bir yer tutmaktadir. PN’lerin yap1 biitiinliigl i¢in
onemli olan agrekan, noronlarin yiiksek hizli sinaptik iletimini saglamak, oksidatif stresi
azaltmak, sinaptik  plastisitenin  stabilizasyonu  gibi = noéroprotektif  islevleri
gerceklestirmektedir (Suttkus ve ark., 2012; Morawski ve ark., 2012).

Agrekan proteini beyinde 6nemli diizeylerde eksprese edilmektedir. Yapilan calismalar
beyinde agrekan proteininin néronlar icin ve ECM stabilizasyonu i¢in gerekli oldugunu
gostermektedir. Fareler lizerinde yapilan c¢alismalar agrekan bazli PN’lerde agrekan
eksikliginin PN’lerin néroprotektif 6zelliklerini kaybetmesine neden oldugunu gostermektedir
(Suttkus ve ark, 2014). PN’lerin noroprotektif etkisi ndronlar1 amiloid plaklar ve tau
patolojisine karsi korumasindan kaynaklanmaktadir. PN kapli néronlarin amiloid ve tau
patolojisinden daha az etkilendigi ve hiicre 6limiiniin daha az gerceklestigi hem insan
postmortem hem de hayvan calismalarinda goriilmektedir (Schmidt ve ark., 2020). PN
bilesenlerinin PN’ler i¢in nasil 6nemli oldugu ve PN yapilarin kurulmasinda ne gibi etkileri
oldugu hayvan modelleri ile arastirilmaktadir. Yapisinda bulunan tenasin, hyaluronan ve
proteoglikanlar PN yapiminda onemli bir yere sahiptir. Calismalar agrekanin diger
proteoglikanlardan daha fazla gerekli oldugunu gostermektedir. Agrekan PN’lerin giicli
polianyonik yapi1 kazanmasini saglar ve bu sayede demiri baglayarak oksidatif stresin

azalmasina yardimci olur. Hem oksidatif stres hem de amiloid ve tau birikimi Alzheimer
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hastaliginin patogenezinde yer alan patolojik durumlardir. Noronlarin dejenere olmasina
neden olan bu durumlar PN yapilari ile azalmakta ve PN’ler oksidatif strese, tau ve amiloid
birikimine karsi koruyucu etkisi ile ECM igerisinde stabil bir ortam saglamaktadir (Suttkus ve
ark., 2012; Schmidt ve ark., 2020).

Alzheimer hastaligl birden fazla mekanizmanin etki ettigi multifaktoriyel bir hastaliktir.
Hastaligin asil nedeni olarak beyinde amiloid plaklarin ve noérofibril yumaklarin birikmesi
gosterilmektedir. Alzheimer patolojisinde yer alan amiloid plaklar amiloid betanin proteolitik
yikimi sonucu olusur. Amiloid beta o sekretaz enzimi ile kesildikten sonra tekrar y sekretaz
enzimi ile Kesilerek zararsiz olan p3 plaklari ortaya ¢ikar. Amiloid beta 8 sekretaz ve ardindan
y sekretaz enzimi ile kesilirse Ap40 ve Ap42 plaklarimi olusturur (Cift¢i, 2011). Olusan bu
plaklar néronlarin etrafinda birikme yaparak hiicre 6limiine neden olmaktadir. PN kaph
noronlar olusan zararl amiloid plaklar tarafindan sarilmaya karsi direncli hale gelmektedir.
Calismalar PN kapli néronlarin PN kapli olmayan néronlara gére amiloid patolojisinden daha

az zarar gordiigiinii ortaya koymaktadir (Miyata ve ark., 2007).

Alzheimer patolojinde yer alan bir diger faktdor de tau birikimidir. Tau'nun anormal
hiperfosforilasyonu norofibril yumaklar halinde birikmesine neden olur. Yine ¢alismalar
gostermektedir ki PN kaph noronlar nérofibril yumaklardan daha az etkilenmektedir. Fare
modellerinde yapilan ¢alismalar, agrekan bazli PN’lerin giiclii bir anyonik yapiya sahip olmasi
ile tau proteinin birikmesini ve néronlarin etrafini sarmasini engelledigini gostermektedir. PN
yapisinda bulunan agrekan hem PN yapilarinin koruyucu etkiye sahip olmasini saglar hem de
tau proteinin fosforilasyonunu ve ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalarda yer alir
(Schmidt ve ark., 2020).

Cattaud ve arkadaglarinin fare modeli tizerinde yaptig1 ¢calisma parvalbumin (PV) noronlarin
saran PN’lerin PV hiicrelerini oksidatif strese karsi korudugunu gostermistir. Calismada
PN’lerdeki bir azalmanin PV hiicrelerinin de azalmasina neden oldugunu géstermektedir. Bu
durumunda diisiik néronal aktiviteye neden oldugu sonucuna varilmaktadir (Cattaud ve ark.,
2018). PV hiicrelerinin kaybinin amiloid plaklarin ve nérofibril yumaklarin artmasi ile iligkili
oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢esitli calisma sonuclarindan yola ¢cikarak Alzheimer patolojisi

diisiik yogunluklu PV noronlari ile iliskilendirilmistir (Ali ve ark., 2019).

Literatiirde Alzheimer hastaligi ile ACAN genindeki VNTR polimorfizmi iliskisini arastiran bir
calisma bulunmamaktadir. Literatiirdeki ¢calismalar Alzheimer hastaligi ve PN’ler arasindaki
iliskinin arastirilmasina yoneliktir. PN yapisina katilan agrekanin PN’ler icin 6nemli oldugu
yapilan calismalar ile desteklenmektedir. Bu calismada ACAN geninde bulunan VNTR
polimorfizminin agrekan proteininin ekspresyonunu etkilemesinden yola c¢ikarak PN’lerin
yapt bitlinliginiin bozulmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. ACAN geni VNTR
polimorfizmi ile ilgili yapilan calismalar disk dejenerasyonlan ile iligskilendirmistir. Disk
dejenerasyonu olan kisilerde 26R, 27R ve 28R allelleri daha sik goriiliirken kisa allel (13R-25R)

goriilen Kkisilerin hastaliginin daha agir seyrettigini ortaya koyan calismalar yapilmistir.
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Calismamizda 30R, 31R ve 33R allelleri daha fazla goriilmistiir. Bu allellerden 30R ve 31R
hasta grubundaki bireylerde daha sik goriiliirken 33R alleli saglhikli bireylerde daha sik
goriilmektedir. Ozellikle hasta grubunda iki allel 30R ve 31R bulunma durumu, kontrol grubu
bireylerde ise yine iki allel 33R bulunma durumu, her iki grupta tek allel 30R, 31R ve 33R
bulunma durumundan daha fazla gériilmektedir. Yaptigimiz calismadan elde edilen verilerle
ACAN geninde bulunan VNTR polimorfizminde 30R ve 31R allelleri Alzheimer hastalig ile
iliskilendirilebilir. Bu ¢alismadan yola ¢ikarak tek allel 30R ve 31R bulundurma durumunda
Alzheimer hastaligi ile dogrudan bir iliski kurulamaz. Ancak homozigot 30R/30R ve homozigot
31R/31R genotiplerinin olmasin1 Alzheimer hastalif1 riski ile iliskilendirebiliriz. Disk
dejenerasyonlarinda goriilen kisa allellerin aksine Alzheimer hastaliginda uzun allellerin
hastalik ile iliskisi bulunabilir. Yaptigimiz ¢alismada ayrica hasta grubunda kisa alleller daha
fazla goriilmiistiir. 30’dan kiiciik bir veya iki allele sahip olmak 30’dan biiyiik allele sahip
olmaya gore hastalik riskini 2,202 kat artirmaktadir. Cong ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismalarda kisa alleller disk dejenerasyonu ile iliskilendirilmistir (Cong ve ark., 2014). Aym
sekilde Casa, Gu ve arkadaslarinin calismalarinda da hasta grubunda kisa alleller daha fazla
goriilmektedir (Gu ve ark., 2013; Casa ve ark., 2016). Calismamizda 30R ve 31R allelleri hasta
grubunda daha fazla goriilmesine ragmen kisa alleller de hasta grubunda kontrol grubuna
kiyasla daha fazla goriilmektedir. Bu calismalardan yola ¢ikarak disk dejenerasyonu olan
hastalarin Alzheimer hastaligina yakalanma riski s6z konusu olabilir. Disk dejenerasyonu ile
Alzheimer hastalig1 arasindaki iliskinin anlasilabilmesi icin detayl ileri calismalara ihtiyag
duyulmaktadur. Istatistiksel olarak Alzheimer hastalif1 ve VNTR polimorfizmi arasinda anlamh
bir fark bulunmasina ragmen kesin olarak iliskilendirmek icin eldeki veriler yetersizdir ve
daha fazla calisma gerektirmektedir. Alzheimer hastaliginin genetik mekanizmasi hala tam
olarak belirlenememistir. Bu ylzden hastaligin genetik mekanizmasina dair aydinlatici
calismalara ihtiya¢ vardir. Boylece hastaligin erken tanisi icin gerekli olan biyobelirtecler
belirlenebilir. Ayrica hastalifin tedavisi icin de yeni yontemler ve ilaglar gelistirilebilir.
Alzheimer hastaligi ile ACAN geninde bulunan VNTR polimorfizminin iliskilendirilmesi
Alzheimer patogenezinin aydinlatilmasi ve daha iyi anlasilmasinda 6nemli bir adim olabilir.
Alzheimer hastaliinin multifaktériyel bir hastalik olmasindan dolay1 hastaliga dair yapilan her
calisma hastaligi anlama konusunda yardimci olmaktadir. Bu zamana kadar ACAN genindeki
VNTR polimorfizminin hastalik ile iligkisi arastirilmamis olsa da ACAN geni tarafindan
kodlanan agrekan proteininin beyinde bulunan perinéral aglarin (PN) yapisina katilmasindan
dolayi, agrekan ve Alzheimer hastalig iliskisi ile yapilan calismalar literatiirde mevcuttur. Bu
calismalardan yola c¢ikarak agrekanin ekspresyonunu etkileyen mutasyon ya da
polimorfizmler, agrekanin beyindeki yapisinin ve islevinin anlasilmasinda 6nemlidir.
Agrekanin Alzheimer patolojisindeki yerine dair yapilan calismalardan yola c¢ikarak bu
proteini kodlayan gende meydana gelen VNTR polimorfizminin Alzheimer hastaligi ile iliskili
olabilecegini yaptigimiz calismayla ortaya koymaktayiz. Boylece bu calisma ile Alzheimer
hastaligina iliskin literatiire katki saglamay1 ve yapilacak yeni calismalara isik tutmayi

ongormekteyiz.
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