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OZET

AYAZ, G. (2020). Endotel ve Trombosit Fonksiyonlarinin Demans ile Olan
Iliskisinin Molekiiler Diizeyde Arastirilmasi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa

Lisansiistii Egitim Enstitiisii, T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali. Doktora Tezi. istanbul.

Demans, ginlilk yasamda bozuk bir islevle sonuglanabilecek, biligsel
fonksiyonlardaki gerileme olarak tanimlanir. Demansin en sik goriilen sebeplerinden biri
olan Alzheimer Hastaligi (AH), bilissel ve bellek gerilemesi ile karakterize, kronik
ilerleyici kompleks norodejeneratif bir hastaliktir. Giiniimiizde goreceli olarak yash
niifusun artmasi, AH insidansini ve prevalansini, ayrica bu hastalikla iligkili toplumdaki
ekonomik ve sosyal maliyetleri arttirmaktadir. Alzheimer diinya genelinde yaklasik 26
milyon kisiyi etkilemektedir ve bu hastaligin prevalansinin 2050 yilina kadar dort kat

artacagi diisiiniilmektedir.

Vaskiiler risk faktorlerinin AH’na bagli demans gelisiminin patofizyolojisinde
onemli rol aldiklar1 ve trombositlerin bu siirecte etkili olduklar: ileri suiriilmektedir.
Vaskiiler dokudaki damar endotel yiizeyinden salgilanan ¢esitli aract maddeler veya
endotel hasari, trombosit fonksiyonlarinin aktivasyonunu degistirmektedir. Aktive olan
trombositler ise yilizey membranlarinda bulunan c¢esitli proteinler, salgiladiklari
kimyasallar ve g¢esitli mediatorler aracilifi ile endotel ile iliski kurarlar. Yapilan
calismalarda baslica tromboz ve hemostaz mekanizmalarinda yer alan trombositlerin,
Alzheimer hastaliginin  patofizyolojisinin  aragtirllmasinda  biyobelirteg  olarak

kullanilmasi 6nerilmektedir.

Bu tez projesi, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Noroloji poliklinigine
bagvuran, fazekas skorlamasina gore ¢esitli diizeylerde ak madde dejenerasyonu bulunan
(fazekas 0-1, fazekas 2-3) Alzheimer tipi demans gosteren 43 hasta ile birinci derece
akrabalarinda herhangi bir norodejeneratif hastaligi bulunmayan 45 saglikli géniillii

bireyden olusmustur.

Goniillillerden vendz kan ornekleri alinarak, trombosit fonksiyonlarmin endotel
ile olan iligkisini protein diizeyinde arastirmak i¢in endotel hasar1 biyobelirteclerinden
biri olan von Willebrand Faktor (vWF) proteini ve endotel hasar sonrasi trombositlerin
vWEF’e baglanarak endotele yapismasini saglayan glikoprotein 1b (GP1b) diizeylerini

ELISA yontemi ile tespit ettik. GP1b aktivasyonunun diizenlenmesini molekiiler diizeyde
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aragtirmak i¢in bu proteini regiile edebilecegi dngoriilen mir26a-5p’yi, vVWF i incelemek
icin mir24-3p seviyelerini gQRT- PCR ile belirledik. Ayrica trombosit fonksiyonlarini
adenozin difosfat (ADP) uyarani vererek lumiagregometre yontemi ile tayin ettik. Bu
caligmada bir taraftan trombosit ve endotel fonksiyonlarinin Alzheimer tipi demans
patofizyolojisinde ne sekilde rol oynadigini arastirirken diger yandan belirledigimiz hedef
proteinlerin hastalikla olan iligkisini molekiiler diizeyde incelemek i¢in bu proteinler ile

ilgili mikroRNA (miRNA)’larin goreceli ekspresyon seviyelerini tespit ettik.

Calismamizda Alzheimer tipi demansda, trombosit fonksiyonlar1 ile birlikte
arastirdigimiz hsa-mir24-3p ve hsa-miR26a-5p’nin hasta gruplarimizda diisiik diizeyde
ifade edildigini bulduk. Trombosit fonksiyon belirte¢lerinden, trombosit agregasyon
egim (Q) degerleri ile hsa-mir24-3p ve hsa-miR26a-5p goreceli ekspresyon seviyeleri
incelendiginde, hasta ve kontrol gruplarinda pozitif yonde anlamli korelasyon
saptanmistir. Calismamizdan elde ettigimiz bu bulgulara goére, hsa-miR24-3p ve hsa-
miR26a-5p’nin hem hasta hem de kontrolde trombosit fonksiyon testlerinden trombosit
agregasyon egim degerleriyle pozitif korele olmasi arastirdigimiz her iki miRNa’nin
hastaliktan bagimsiz olarak, trombositin adezyon ve sekresyon fonksiyonlari tizerine

etkili olabilecegini gostermektedir.

Bulgularimizin literatiire onemli katkilar saglayacagini ve gelecekte tedavi i¢in yeni

stratejiler gelistirmede etkili olacagin diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Trombosit, Demans, Alzheimer, von Willebrand Faktor,
Glikoprotein 1b, ADP

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: TDK-2018-30745
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ABSTRACT

AYAZ, G. (2020). Investigation of the relationship between endothelial and
platelet functions with dementia at a molecular level. istanbul University-Cerrahpasa,

Institute of Graduate Studies, Department of Medical Biology. PhD Thesis. Istanbul.

Dementia is defined as the decline in cognitive functions, which may result in
impaired function in daily life. Alzheimer's Disease (AD), in which dementia is most
common, is a chronic progressive complex neurodegenerative disorder characterized by
cognitive and memory impairment. Today, the relative increase in the elderly population
increases the incidence and prevalence of AD and the economic and social costs
associated with this disease. Alzheimer's affects approximately 26 million people

worldwide, and the prevalence of this disease is thought to increase four fold by 2050.

It is known that vascular risk factors play an important role in the pathophysiology
of dementia due to Alzheimer's disease and that platelets are effective in this process.
Various mediators or endothelial secretions secreted from the vascular endothelial surface
in the vascular tissue alter the activation of platelet functions. Activated platelets, on the
other hand, are associated with endothelium by means of various proteins present in the
surface membranes, the chemicals they secrete and various mediators. It has been
suggested that thrombocytes, which are mainly involved in the mechanisms of thrombosis

and hemostasis, can be used as biomarkers in the pathophysiology of Alzheimer's disease.

In this thesis project, 43 patients who applied to the Istanbul University Faculty
of Medicine Neurology outpatient clinic with various levels of white matter degeneration
(Fazekas 0-1, Fazekas 2-3) according to Fazekas scoring with Alzheimer's type dementia
and 45 first degree relatives who did not have any neurodegenerative disease which

consisted of a healthy volunteer individual, were investigated.

We determined the levels of von Willebrand Factor (vWF) protein which is one
of the biomarkers of endothelial damage and Glycoproteinlb-alpha levels that adhere to
endothelial damage of platelets by binding to VWF to obtain venous blood samples from
volunteers to investigate the relationship of platelet functions with the endothelium at the
protein levels. We detected with by ELISA method.

We determined mir26a-5p, which was predicted to be able to regulate this protein

to investigate the regulation of GP1b activation at the molecular level, and miR24-3p
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levels to examine VWF by gRT-PCR. In addition, we determined platelet functions by
lumiagregometer method by giving ADP stimulus. According to the findings of our study,
we observed that the miRNASs we investigated were expressed at a low level in our patient
groups and that there was a correlation between the platelet aggregation slope values of
these miRNAs.

In our study, we found that hsa-mir24-3p and hsa-miR26a-5p, which we
investigated with platelet functions in Alzheimer's type dementia, were expressed at a low
level in our patient groups. When the platelet aggregation slope (Q2) values with hsa-
mir24-3p and hsa-miR26a-5p relative expression levels were examinated, a significant
positive correlation was found in the patient and control groups. According to these
findings obtained from our study, hsa-miR24-3p and hsa-miR26a-5p correlated positively
with platelet aggregation slope values from both platelet function tests in both patient and
control, adhesion and secretion functions of platelet independent of disease, shows that it

can be effective on.

We think that our findings will contribute significantly to the literature and will be

effective in developing new strategies for treatment in the future.

Key Words: Platelet, Dementia, Alzheimer, von Willebrand Factor, Glycoprotein
1b, ADP

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. TDK-2018-30745



1. GIRIS VE AMAC

Trombositler kanin en kiigiik hiicresel elemanlar1 olup, tromboz, hemostaz ve
koagulasyon mekanizmalarinda yer alan baglica hiicrelerdir (1). Vaskiiler dokudaki
damar endotel ylizeyinden salgilanan ¢esitli aract maddeler veya endotel hasari, trombosit
fonksiyonlarin aktivasyonunu degistirmektedir (2, 3). Aktive olan trombositler, yiizey
membranlarinda bulunan ¢esitli proteinler ve salgiladiklari ¢esitli mediatorler araciligiyla
endotel ile iliski kurarlar (4). Endotel ve trombosit arasinda iliski kuran bu proteinlerden
Glikoprotein Ib (GP-1b) ve von Willebrand Faktér (vWF) bir¢ok hastalikta ¢alisilmis
olup, bu proteinlerin hastaliklarla olan iligkisine ait molekiiler alt mekanizmalarinda
heniiz tam olarak aydinlatilmayan kisimlar mevcuttur. Vaskiiler risk faktorlerinin
Alzheimer hastaliginin patofizyolojisinde onemli rol aldiklart ve trombositlerin bu
stiregte etkili olduklar ileri siirilmektedir (5). Alzheimer hastaliginin patofizyolojisini
aciklamak icin  yapilan arastirmalarda  trombositlerin  biyobelirteg  olarak

kullanilabilecegine isaret eden ¢esitli veriler mevcuttur (6, 7, 8, 9).

Bu doktora tez projesinde radyodiyagnostik goriintileme teknigi ile saptanabilen
vaskiiler bozukluklari, demiyelizasyon ve glioliz gibi norodejeneratif hasarin diizeyini
gosteren, ¢esitli diizeylerdeki ak madde dejenerasyonu olan Alzheimer tipi demans
hastalarinda ve saglikli bireylerde trombosit fonksiyonlari, trombosit fonksiyonlarinin
demans siddeti ile iligkisi olup olmadig1 ve trombositlerin endotel ile olan iligkileri protein
diizeyinde arastirllmistir. Calistigimiz proteinlerin diizenlenmesini molekiiler seviyede
incelemek igin bu proteinler ile iliskili olabilecegini disiindiigiimiiz miRNA’larin

ekspresyon diizeylerinin tespit edilmesi de amaglanmustir.

Projemizde trombosit fonksiyonlart ADP uyarani vererek lumiagregometre cihazi
ile c¢alisilmistir. Endotel ve trombosit arasinda iliski kuran proteinlerden GP-1b
aktivasyonunun diizenlenmesini molekiiler diizeyde arastirmak i¢in bu yolakta etkili
olabilecegini diisiindiigiimiiz miRNA'lardan mir26a-5p ve von Willebrand Faktor’i
molekiiler diizeyde incelemek i¢in mir24-3p miRNA’larinin seviyelerini qRT- PCR ile

tespit edip, hastalikla olan iligkilerinin belirlemesi amag¢lanmistir.

Calismamizda Alzheimer tipi demansda, trombosit fonksiyonlari ile birlikte
arastirdigimiz hsa-mir24-3p ve hsa-miR26a-5p’nin hasta gruplarimizda diisiik diizeyde

ifade edildigini bulduk. Trombosit fonksiyon belirteglerinden, trombosit agregasyon



egim (Q) degerleri ile hsa-mir24-3p ve hsa-miR26a-5p goreceli ekspresyon seviyeleri
incelendiginde, hasta ve kontrol gruplarinda pozitif yonde anlamli korelasyon
saptanmustir. Calismamizdan elde ettigimiz bu bulgulara gore, hsa-miR24-3p ve hsa-
miR26a-5p’nin hem hasta hem de kontrolde trombosit fonksiyon testlerinden trombosit
agregasyon egim degerleriyle pozitif korele olmasi arastirdigimiz her iki miRNa’nin
hastaliktan bagimsiz olarak, trombositin adezyon ve sekresyon fonksiyonlari iizerine
etkili oldugunu gostermektedir. Elde ettigimiz bu bulgularin demans patofizyolojisinde
rol alan ve arastirmada calistigimiz hedef proteinler ile iligskili miRNA’larin literatiire
onemli katkilar saglayacagimi ve bu bulgularimizin ileride tedaviye yonelik yeni

stratejilerin gelistirilmesinde etkili olacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Trombositler

Trombositler ilk defa 1842 yilinda, Addison, Dona ve Gerber tarafindan kanin
icinde, eritrositler ve lokositlerden farkli bir yapi1 olarak kiiclik yuvarlak hiicre
parcaciklar1 olarak tanimlanmistir. Bu kesiften sonra 1860 yilinda Zimmerman kandaki
bu kiiciik yuvarlak partikiilleri trombosit olarak adlandirmistir. 1878 yilinda Zimmerman
ve Haryan tarafindan trombositlerin kanin pithtilasmasinda rol aldig1 ortaya konulmustur.
[k olarak trombositler kan i¢inde dolasan hiicre parcaciklari olarak tanimlanmistir.
Trombositin tanimlanmasindan yaklasik 40 yil sonra 1882 yilinda Bizzozero,
trombositlerin kanin ayri, sekilli bir elemani olup, bunlarin kanama pihtilasma
mekanizmasinda aktif rol oynayan hiicreler oldugunu ve bu hiicrelerin megakaryositler
tarafindan iiretildigini ilk kez bildirmistir (10). Pihtilagma sirasinda trombositler bir araya
gelerek st tiste yiginlar olustururlar ve daha sonra bu y18ilmis trombositler eriyerek
homojen bir maddeye doniisiirler, bu degisim-doniisiim ilk kez viskoz metamorfoz tabiri
ilk kez Schimmelbush tarafindan kullanmistir (11). 1906°da  Wright tarafindan
trombositlerin kemik iliginde yer alan megakaryosit ad1 verilen hiicrelerin pargalanmasi
ile olustugu belirtilmistir. Daha sonralar1 yapilan floresan antikor teknigi uygulamalari ile
megakaryosit ve trombositlerin ayni antijenik yapiya sahip oldugu gosterildi ve
mikrosinematografi teknigiyle megakaryositlerin yapist izlenip trombosit olusum
asamalarinin gdzlenmesi sonucu trombositlerin megakaryositlerden koken aldigi kesinlik

kazanmistir (12).

Trombositler kemik iliginde yer alan megakaryosit ad1 verilen 35-160 mikrometre
capindaki dev hiicrelerin sitoplazmasindan parcalanarak olusan 2-4 mikrometre ¢apinda,
0.5 um genislikte, renksiz ve aniikleer hiicrelerdir. Ortalama hacimleri 6-10 femtolitredir
(13). Ortalama Omiirleri 7-10 giindiir. Normal sartlarda periferik kanda 150000-
450000/mm? arasinda trombosit bulunmaktadir. Trombosit saymin normal smirlarin
altinda olmasina trombositopeni, iistiinde olmasina ise trombositoz adi verilir. Yaklagik
olarak trombositlerin 2/3’i (%66°s1) kanda, 1/3’1 (%34) ise dalakta bulunmaktadir.
Omriinii tamamlayan trombositler retikiiloendotelyal sistem tarafindan dolasimdan

uzaklagtirilirlar (14). Sekil 2.1°de periferik kanda yer alan trombositler goriilmektedir.



Sekil 2-1: Periferik Yayma Kandaki Trombosit Goriintiisii
http://hematolojiatlasi.com/atlas content.php?id=89

Sekil 2-2: Trombositlerin Yiiksek Rezoliisyonlu Elektron Mikroskobu ile

Goriintiilenmesi

A) Dinlenme halindeki trombositlerin dis ylizeyi beyin giruslarina benzemekte, B) Trombosit
aktivasyonunun erken evresi; dis ylizey hala diskoid seklinde, C) Yayilmakta olan trombositin farkli bir
erken evre goriintiisii, Hiicre merkezindeki kivrimli gériiniim giderek yok olmaya basglar ve psédopodlarin
arast hiicre sitoplazmasi ile dolmaya baglar. D) Yayilmis ve diizlesmis olan aktive trombosit ile dig yiizeyi
bol kivrimli olan aktive olmamis diskoid trombositin arasindaki fark - White J.G. 2008 ve arkadaglarindan

alinmustir (27).


http://hematolojiatlasi.com/atlas_content.php?id=89

2.1.1. Trombositlerin Yapisal Boliimleri
Dolasimdaki trombositler disk seklinde, yassi, diizgiin konturlu, c¢ekirdegi
olmayan hiicrelerdir. Yaslandik¢a yapilar1 degisen trombositlerin, dansiteleri azalir ve

boyutlar kiigiiliir (15). Yapilan elektron mikroskopik incelemelerde trombositlerin :
1- Periferal bolge

2- Sol jel bolgesi (hyalomer)

3- Organel bolgesi (graniilomer)

4- Membran bolgesi olarak 4 ana kisimdan olustugu gosterilmistir (16).
Sekil-2.3 Trombosit’in yapisal boliimleri gosterilmistir.

Acik
Kanalikiler
Sistem
(OCS)

Periferal Bolge

Mitokondri

Yogun Tubiuler

Yogun _- < —~ Sistem (DTS)

Graniiller 3 /
. Mikrotiibiiler Sistem

Glikojen / '/ %
Graniilleri @ Graniiller “\ Hiicre iskeleti

Sekil 2-3: Trombositin Yapisal Bolimleri

(Platelet Research Laboratory. Last update: February 22, 2009.
(http://www.plateletresearch.org) alinmistir.

2.1.1.1. Periferal Bolge

Trombositlerin en dis tabakasindaki periferal bolge, trombositler tarafindan
uyaranlara kars1 verilen kimyasal cevaplarda ve adezyonda gorev alir. Bu bolge dis
kabuk, linit membran ve alt membran kisimlarindan olugsmaktadir. Dis kabuk esas olarak
glikokaliksden olusur. Glikokaliste yer alan glikoproteinlerin trombosit adezyonunda ve

agregasyonunda rol alan reseptor gorevi gérdiigii bilinmektedir. Glikokaliks tabakasinda


http://www.plateletresearch.org/

yer alan reseptorlere, bir¢ok farkli adezif, agrege edici ajanlar, bir takim inhibitorler ve
prokoagiilan faktorler baglanir. Bu faktorler, selektinler (P-selektin gibi), integrinler
(glikoprotein (GP) I, GP II, GP III, GP IV, GP V gibi), immiinoglobulinlerin yan1 sira
adenozin difosfat (ADP), kollajen, epinefrin, trombin, ristosetin gibi maddelerle etkilesen
trombosit adezyon, agregasyon ve koagulasyonda rol alan reseptorleri de
barmdirmaktadir (17). Unit membran olarak bilinen, periferal bolgedeki glikokaliksin
hemen altinda yer alan, ¢ok 6nemli bir bilesen olan fosfolipid agirlikli trombosit plazma
membrani bulunmaktadir. Bu membran yiiksek rezoliisyonlu, diisiik voltajli elektron
mikroskobu ile incelendiginde kivrimli yapida oldugu goze garpar (18). Bu membran
siklikla trombositin i¢ ortamin1 korumada, trombosit adezyonunda ve kontraksiyonunda
gorevli fosfolipitten zengin bir yapidir. Fosfolipid membranin en Onemli
fonksiyonlarindan biri, koagiilasyon proteinlerinin reaksiyona girerek performans
gosterecegi yiizey alanint olusturmaktir. Bu membran, faktor X’dan Xa’ya ve
protrombinden trombine doniisiimiin  saglandigi ve koagiilasyon kaskadiinin
diizenlendigi alandir (18). Trombosit plazma membrani, ayrica hiicre disindan gelen
sinyalleri alip, bunlarin hiicre icerisinde kimyasal sinyallere doniistiiriilmesine uygun

zemin hazirlamaktadir (18).

Acik kanalikiiler sistem (OCS), trombositte periferal bolgede yer alan bir ig
membran yapisidir. OCS, trombosit tarafindan tiretilen mediyatdrlerin disart atilmasini
saglar ve hiicre disinda bulunan ¢esitli maddelerin trombosit hiicre i¢ine alinmasini
saglayan hem iceri, hem disar1 transportta gdrev alan bir kanallar ag1 sistemidir.

Aktiflesen trombosit OCS araciligi ile kendi iiriinlerini disar1 bosaltir (17).

2.1.1.2. Sol Jel Bolgesi

Sol jel bdlgesi, trombosit yapisinin arastirilmasina yonelik yapilan mikroskobik
incelemelerde, gerek 1sitk mikroskobu gerekse faz kontrast mikroskobunda periferal
bolgenin hemen altinda bulunan ve trombositin hiicre iskeletini olusturan bdlgedir.
Trombositlerde ayrica bu bolgede submembrandz flamentlere sekil vererek trombositin
diskoid seklinin korunmasinda gorev alan kontraktil proteinler bulunmaktadir. Kontraktil
proteinler, trombosit aktivasyonunda, sekil degisikliginde, aktiflesen trombositin
psodopod uzantilarin gelisiminde, hiicrenin kasilarak graniil igeriklerinin saliniminda

gorev yapmaktadir (19).



Likid jele benzeyen, akiskan vizkoz soliisyon bigimindeki bu yap1 hyaloplazma
olarak adlandirilan sol jel bolgesini olusturur. Elektron mikroskobi ile yapilan
incelemelerde organellerin fibr6z materyalden olusan ag yapidaki internal matrix igine
gomiili oldugu gosterilmistir (16). Trombositlerin asimetrik bir sekilde olmasi, ayrica
graniillerin hyaloplazma i¢indeki dagilimi sol jel bolgesinin vizkdz bir yapi oldugu fikrini
desteklemektedir. Membranin hemen altinda yer alan kontraktil filaman sisteminden
farkli olarak, trombositin hiicre iskeletine destek olan mikrotubuler yapinin haricinde ek
olarak internal transformasyon, trombositin sekil degistirmesi, pihtinin retraksiyonu ve

hemostatik plagin kontraksiyonda gorev yapan aktomiyozin filaman sistemi yer alir (16).

2.1.1.3. Organel Bolgesi

Organel bolgesi, farkli igerikleri olan bir takim graniiller, lizozom, mitokondri
gibi hiicresel yapilar igeren bdlgedir. Organeller, trombositlerin hiicre i¢i metabolik
aktivitelerinde rol oynamaktadir. Trombosite ait alfa graniiller ve yogun cisimcikler de

organel bolgesinde yer alan yapilardir (17).

Trombositler 3 6nemli sekretuvar yapi igermektedir. Bu yapilar a graniiller, yogun
cisimcikler (8 graniiller), ve lizozomlardir. Trombosit i¢ginde yer yer multivezikiiler

cisimcikler de bulunmaktadir.

Alfa graniilleri igerisinde, von Willebrand faktér (vVWF), trombosit kaynakli
biiylime faktorii (PDGF), trombosit faktor 4 (PF 4), beta tromboglobiilin (B-TG),
fibrinojen, fibronektin ve diger pihtilagma faktorleri yer almaktadir. Ancak bu molekiiller
sadece trombositlerde bulunmamaktadir. Molekiillerden bazilar1 endotel hiicrelerinden de
salinir (vVWF), bazilar1 plazmada da bulunmakta (fibrinojen) ve ¢ok az1 da trombosite
spesifik (B-TG, PF 4) molekiillerdir (17). Ayrica faktor V’i igeren koagulasyon faktorleri,
yiiksek molekil agirlikli kininojen, faktér XI ve plazminojen aktivator inhibitor-1 alfa

graniillerinde yer almaktadir (19).
Trombositin dens graniilleri, kalsiyum, serotonin ve ADP gibi niikleotidler
igermektedir (17).

Diger yapilar lizozom ve peroksizomdur. Lizozom hidrolitik enzimler igerirken,
peroksizom katalaz enzimi igermektedir. Trombosit graniilleri ve bunlarin igerikleri

Tablo 2-1’de gosterilmistir.



Tablo 2-1: Trombosit Yapisindaki Graniillerin Igerikleri

Alfa Graniil Dens Graniil Lizozomlar
‘Adezyon ve yenilenme molekiilleri’ ‘Pro-agregan molekiiller’ ‘Temizleyen molekiiller’
Proteoglikanlar: Niikleotidler: Asit proteazlar:
v Trombosite dzgii: p TG, PF4 v' Adenin:ATP, ADP v' Katepsin D, E
v' Serglisin, HRGP v Guanin:GTP, GDP v" Karboksipeptidaz A, B
v' PBP, CTAP-III, Aminler: v' Kolajenaz
V' NAP-2 v Serotonin (5-HT) V' Asit fosfataz
Adezif glikoproteinler: Histamin v Avrilsiilfataz
v" Fibronektin, Vitronektin, Bivalan katyonlar: Glikohidrolazlar:
Trombospondin, VWF, v’ Kalsiyum v" Heparinaz
Hemostaz ile ilgili faktor ve v' Magnezyum v N-asetil-glukozaminidaz
kofaktorler: v’ Pirofosfat v' B-glukronidaz
v Fibrinojen, Faktor V, VII, XI, XIIT v p-galaktozidaz
v" Kininojenler,Plazminojen,Proteins, v B-glycerophosphatase

Hiicresel mitojenler: Glukozidaz

v" PDGF, TGFb, ECGF, EGF, VEGF, Fukozidaz
IGF, interlokin-B

AN

Arabinozidaz, mannozidaz
Proteaz inhibitorleri:

v’ u2-makroglobiilin, o2-antitripsin
vb...

Ayrica
v Immiinglobiilinler: IgG, IgA, IgM
v Albiimin, GPla/Multimerin

Francine Rendu ve ark. (2001) makaleden degistirilerek alinmigtir (42).

2.1.1.4. Membran Bolgesi

Trombosite ait dordiincii bolge yogun tiibiiler sistemleri igeren membran
bolgesidir. Burada hiicrenin kasilmasi i¢in geregi olan kalsiyum bol miktarda bulunur. Bu
bolge prostaglandin iiretimi i¢in gerekli olan enzimatik sistemler de bulundurmaktadir

(17).

2.1.2. Trombositte Yer Alan Organeller
Trombositler, tromboz, hemostaz ve koagulasyonda onemli role sahip kiigiik,

antikleer hiicrelerdir. Niivesi bulunmayan trombositler organellerini megakaryositlerden

miras almiglardir. Trombosite ait organeller incelendiginde, hiicre membrani,



peroksizom, mitokondri, lizozom, graniiller ve dens tiibiiler sisteme (DTS) ait yapilardan

olustugu gozlenir (20).

Organellerini miras aldiklar1 megakaryositlerden elde edilirler. Dolasimda
trombositler, proteinleri sentezleyebilir ve beklendigi gibi, endoplazmik retikulum
trombositlerde yogun tiip sistemi (DTS) olarak adlandirilan, trombositlerde endoplazmik
retikulum, otofogozomlar, endozomlar, lizozomlar da dahil olmak tizere ¢ogu Okaryotik
hiicrede bulunan birgok sitoplazmik organelleri igerir. Trombosite 6zgli organellere ek
olarak: Alfa-graniil, trombositlerdeki biiylik protein deposu bolgesi ve yogun graniil
(kticiik-grantiller), kiiciik molekiil deposu bolgesi. Cogu hiicre tipinin aksine, yukarida
listelenen organellerin neredeyse tamami, DTS, lizozomlar ve Golgi aparati elemanlarini
iceren sekresyonda yer almaktadir. Fizyolojik olarak, trombosit ekzositoz i¢in hazirlanir
ve kollajen, trombin veya tromboksan A2 gibi sinyallere cevap olarak organellerinin

icerigini hizli bir sekilde serbest birakmak {izere tetiklenebilir (20).

2.1.2.1. Trombositte Yer Alan Graniiller ve icerikleri
Trombositler 4 farkli ¢esit graniil igerirler (21).

2.1.2.1.1. Alfa Graniilleri (AG)

Elektron mikroskopi ile yapilan incelemelerde alfa graniil (AG), diger graniillere
oranla nispeten biiyiik ve sayis1 fazladir (22). Normal dolasimdaki trombositlerde hiicre
basina yaklagik 50-80 adet AG diiser (23). Cap1 300-500 nm oval veya yuvarlak
morfolojiye sahip AG’ler, trombosit hacminin yaklasik %10’unu olusturur (24). AG’in
icinde baslica koagiilasyonda gorevli vWF, trombospondin, Trombosit faktér 4,
fibronektin depolanmaktadir. Trombosit aktivasyonu ile protein sentez ve ekspresyonu

artmakta graniil i¢erigi disar1 salinmaktadir (24).
2.1.2.1.2. Dens Graniiller (DG)

Yogun cisimcik adi ile de bilinen dens graniil (DG), her bir trombosit i¢inde
yaklasik 3 ila 8 adet bulunur (25). Etrafinda halo bulunduran DG, 200-300 nm ¢apinda
olup, 6.1 pH derecesine sahip asidik graniillerdir (25). Yogun cisimcikler pirofosfat ve
tromosit aktivasyonunda ¢ok ©nemli rol oynayan ATP, ADP’yi ayrica kalsiyum,
magnezyum, seratonin, graniilofizin ve P-selektin igermektedir (26). Kalsiyum DG'ye
elektron yogun bir 6zellik saglar ve bu graniiller ek boyama olmadan EM ile goriilebilir
(27).
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2.1.2.1.3. Mikroperoksizom

Trombositte yer alan peroksizomlar, 90 nm ¢apli olup, trombositlerde ¢ok az
miktarda bulunurlar. Hemostaz i¢in peroksizom gerektiren metabolitlerin ¢ogu, sinyal
iletim yollarinda yer alir. Bunlar birincil safra asitleri; trombosit aktive edici faktor;
plazmalojenler, N-agilglisinler ve N-aciltaurinler; doksaheksaenoik asit ve ¢oklu
prostanoidlerdir (20, 30).

2.1.2.1.4. Lizozom

Membran ve matrikste 175-200 adet bulunan graniillii yapilardir (28). Trombosit
lizozomlari, diger hiicredeki lizozomlar gibi par¢alama ve sindirilme mekanizmalarinda
rol oynayan enzimleri igerir. Lizozom igerisinde proteinler, karbonhidrat ve lipitler
bulunmaktadir. Protein par¢alanmasi ile ilgi lizozomal enzimler, katepsinler, elastaz,
kollajenaz, karboksipeptidaz, prolin karboksipeptidazdir. Karbonhidrat pargalayici
lizozomal enzimler, glukosidaz, fukosidaz, galaktosidaz, glukuronidaz, mannosidaz,
heksosaminidaz, arabinofuranosidazlardir. Ayrica platelet lizozomlar igerisinde fosfat
esterlerini yariklayan enzim asit fosfataz da bulunur. Lizozomlari i¢inde en ¢ok bulunan
enzim asit hidrolazlardir. Lizozomal membranlar LAMP-1, LAMP-2 ve CD63'"i igerir
(29).

2.1.3. Trombositlerin Aktivasyon Mekanizmasi

Tromboz ve hemostaz mekanizmasinda kilit rol oynayan trombositlerin en 6nemli
islevi hasarli damar bdlgesine tutunmak veya damar duvari yaralanmasini takiben
aktifleserek hemostatik tika¢ olusturup kanamanin durdurulmasini saglamaktir.
Fizyolojik sartlar altinda trombositler vaskiiler doku igerisinde birbirlerine ve endotele
yapismadan istirahat halinde dolasirlar. Damar duvarinda bir hasar meydana gelirse, bu
durum trombositler i¢in bir uyaran vazifesi goriir. Trombositler hasarli bolgeye ¢ok kisa
bir siirede ulasirlar ve bu bdlgeye yapisarak tutunurlar. Bu bolgedeki trombositler, diger
trombositler ile birlesip agregat olustururlar ve hasarli bolgeyi kapatarak hemostatik bir
tikag olustururlar (15). Trombositlerin uyaranlara verdikleri cevap iki tiirlii olur. Geri
doniistimlii ve geri donlisiimsiiz cevaplar. Adezyon, trombosit sekil degisikligi ve primer
hemostaz geri dontisiimlii iken trombositten madde salgilanmasi (sekresyon) ve buna

bagl gelisen agregasyon geri doniisiimsiiz cevaplardir.
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Trombositlerin  hasarli bolgedeki subendotel matrikse yapigmasi primer
hemostazda ilk adimdir. Trombositler, membranda yer alan spesifik yapigskan
glikoproteinleri (GP) yoluyla hiicre disi matriks proteinleri ile etkilesime girer.
Biyokimyasal agonistlerin reseptorlerine baglanmasi, reseptor ¢apraz baglari ve plazma
zarindaki degisiklikler, zardan sitoplazmaya iletilen karmasik bir sinyal zincirini
indiikler, bu da trombosit aktivasyonuyla sonuclanir (dis sinyallesme) (31). Istirahat
halindeyken hyaloplazmada homojen dagilmis graniiller ile diskoid sekilde bulunan
trombositler, aktive olduklari zaman, hiicre iskeleti proteinlerinin diizeninde bir
degisiklik meydana gelir ve hiicre zarindan kaynaklanan pseudopodia formasyonu ile
trombositlerde sekil degisikligi olur (32). Aktiflesen trombositten salgilanan Adenozin
difosfat (ADP) ve serotonin gibi baz1 salg iirlinleri, diger trombositlerin hasarli damar
duvarina ¢agrilmasini ve daha fazla trombositin uyarilmasini giiclendirir. Trombositlerin
aktivasyonu ve trombosit kopriilerinin kurulmasi ve daha sonra bir araya getirilmesi igin
gerekli olan ana yapi fibrinojenin GPIIb / Illa'ya baglanmasi ile baglantilidir. Sekonder
hemostaz sirasinda, trombosit stimiilasyonunun amplifikasyonu prokoagiilan aktiviteye,
trombin olusumuna ve sonraki pihti retraksiyonu ile stabil bir trombosit tikanikligi

olusumuna neden olur.

2.1.3.1. Trombosit Adezyonu

Trombositin hasarli damar bdlgesine yapigsmasi zorlu kan akist kosullarinda
gerceklesir, trombositlerin vaskiiler hasar bolgelerinde durmasi i¢in yavaslamalar
gerekir. Adezyonda ilk olarak yiiksek molekiiler agirlikli (1-10 MDa) multimerik plazma
proteini von Willebrand faktorii (VWF), subendotel yiizeyindeki major matriks proteini
kollajenle birlesir ve agirlikli olarak ytliksek kayma kosullart altinda trombosit yapismasi
icin bir substrat gorevi goriir. VWF multimerlerinin ¢oklu baglanma bolgeleri,
trombositler iizerinde GPIb / V / IX kompleksiyle ilk temaslar1 saglar; vWF
monomerlerinin aksine, sadece dimer ve multimerler GPIb / V / IX kompleksini ¢apraz
baglayabilir ve aktive edebilir. GPIb / V / IX veya vWF molekiiliindeki yapisal
degisikliklerin bu etkilesimleri diizenledigi diisiiniilmektedir. Fizyolojik kosullar altinda,
vWEF'nin kollajene baglanmasinin GPIb / V / IX 'e baglanmasini sagladigi varsayilir (33).
Subendotel matriksine de entegre edilmis olan modiiler glikoprotein trombospondin-1
(TSP1), yiiksek kayma kosullarinda GPIb vasitasiyla vWF'ye alternatif bir yapisma
substrat1 olarak islev gorecegi tespit edilmistir (34). PSGL1'e ek olarak GPIb / V / XI
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kompleks endotel P-selektin ile endotelde aktive olmus trombositlerin donmesini saglar
(35, 36).

G protein iligkili
reseptor

integrinler Integrinler
(istirahat (Aktif)
durumu)

N cpib-ix-v f BE

istirahat K_\ ADP, TXA,,
halindeki J  Trombin

trombositler N 2, etc.
A\

D ‘\\\\\ \

Sekil 2-4: Trombosit Fonksiyonlari

Offermanns, S. (2006) ve ark.’dan degistirilerek alinmistir (68).

Statik veya diisiik kayma kosullar1 altinda, trombositler agirlikli olarak
subendotelyumun kollajenine yapisir. Kollajen baslangigta GPIb / Ila'ya baglanir, bu
integrin molekiillerinin bir¢ogunu ¢apraz baglar ve bu sekilde trombositleri aktive eder
(37). Trombosit GPIb / Ila'dan yoksun olan hastalarda kanama sorunlar1 vardir (38).
Adezyonda CD36 ve GPVI gibi diger kollajen reseptorleri 6nemli rol oynarlar. Kollajen
kaynakli sinyallemede (39, 40), GPVI, ana sinyal reseptorii, immiinoglobulin siiper
ailesinin bir {iyesidir ve Fc reseptdr g zincirine baglanir. Sinyalleme yolu, lenfosit
sinyalleme ile benzerdir (41). Endotele yapisma sonucu trombositlerin uyarilmasi,
yayilmasi, GPIIb / IIla'nin aktivasyonuna, ¢oziinilir fibrinojenin baglanmasina olanak

saglayan ve graniil salgilanmasina yol agan bir dizi mekanizmalan tetikler.

2.1.3.2. Trombosit Sekresyonu

Vaskiiler hiicreler ile etkilesime giren trombositler aktiflesir ve fonksiyonu artar.
Trombositlerin endotel yiizeyindeki agonistleriyle etkilesimi sonrasinda hiicre iginde
cesitli sinyal molekiillerin iiretimi veya salinimi gerceklesir. Trombosit hasarli endotel
yiizeyinde agiga ¢ikan kollajene ve vVWF’e membranindaki GP1b reseptorleri araciligi ile

adeze olur. Endotel yiizeyinde immobilize edilmis trombositlerin salgilanan birkag {iriinii,
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agregat olusturmak {izere ¢evreye toplanan ilave trombositleri uyarir. Trombositte yer
alan Dens graniiller (yogun cisimcikler), ADP veya serotonin gibi dnemli sekonder
agonistleri icerir. Trombosit icinde yer alan ADP'nin yaklasik% 50'si, trombosit
aktivasyonundan sonra serbest birakilan ancak tekrar doldurulamayan dens graniillerde
depolanir. Buna karsilik, adenin niikleotitlerinin metabolik havuzu, yogun cisimciklere
bagli degildir (42). ADP'nin trombosit aktivasyonunun 6nde gelen bir bileseni oldugu
tahmin edilmektedir (43). Trombosit yiizeyinde iki dnemli ADP reseptorii vardir. P2Y1
reseptorii, intraselliiler Ca*? salinimu ve sekil degisikligi ile ilgili olup, gecici toplanmanin
mobilizasyonuna aracilik eder (44). P2Y12 reseptoriiniin, trombosit sekresyonunu
kuvvetlendirdigine ve siirekli geri doniisiimsiiz toplanmaya ve agregasyona katildigi
diisiiniilmektedir (45). ADPase / CD39, ADP ile trombosit aktivasyonunu sinirlanir (46).
Kolajen stimiilasyonundan sonra ikinci agregasyon (toplanma) dalgasinin olmamasi,
ADP aracili trombosit aktivasyonundaki bozukluklar1 karakterize eder. Iyi bilinen giiclii
bir vazokonstriktor olan Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), Gg-birlestirilmis SHT>A
reseptoriine baglanir ve ADP ile birlikte trombosit tepkisi ile birlikte cogalir. Ek olarak,
Serotonin, trombosit yiizeyi iizerinde fibrinojen ve trombospondin (TSP) gibi
prokoagiilan proteinlerin tutulumunu arttirmada prokoagiilan rol oynayabilir (47). Yogun
tiibuler sistemi, trombosit aktivasyonu sirasinda mobilize olan bir Ca*2 havuzunu igerir.
Ca*? diizeyleri trombosit aktivasyonunda, trombosit ¢ekiminde ve trombosit
toplanmasinda merkezi tetikleyicilerdir (48). Alfa-graniilleri, biiylik yapiskan proteinler
(vWF, TSP1, vitronektin, fibronektin), mitojenik faktorler (PDGF, VEGF, TGFb),

koagiilasyon igerir.

Pihtilagma faktorleri (faktor V, VII, XI, XIII) ve trombosit aktivasyonundan
hemen sonra salinan proteaz inhibitdrlerini (protein C, PAI-1, TFPI) igerir. A-graniil
proteinlerinin bazilar1 megakaryositler tarafindan sentezlenir (TSP1, b-tromboglobiilin,
trombosit faktorii (49); digerleri ise plazmadan endositozla salinir (immiinoglobulinler,
fibrinojen, vitronektin). Cesitli glikoproteinler, 6rnegin P-selektin (CD62P), dinlenme
halindeki trombositlerinin alfa-graniil zan {izerinde lokalizedir. Salgilanmasi {izerine,
graniiler membranlar plazma membrani ile kaynasir ve trombosit yiizeyinde CD62P agi3a
cikarir. CD40L dahil P-selektin ve diger aktivasyona bagli glikoproteinler, nétrofiller ve
monositler i¢in trombosit baglanmasina aracilik eder (50). Lokositler, subendotelyum
tizerinde immobilize edilmis trombositler iizerinde P-selektine bagimli bir sekilde

yuvarlanabilir (51).
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2.1.3.3. Trombosit Agregasyonu

Trombositlerin agregasyonu, trombositlerin hemostatik bir tikacta birikmesiyle
karakterize edilir. Bu islemdeki merkezi trombosit reseptorii, aktive edilmis
trombositlerin fibrinojen kopriiler aracilifiyla birbirine baglayan GPIIb / IIla (allB3-
integrin)'dir. Dinlenme halinde trombosit yiizeyinde 40.000 ila 50.000 GPIIb / Illa
kompleksleri sunar. Aktif olmayan durumdaki trombositte bu integrin olmaz. Sadece bir
trombositin uyarilmasi, alfa-graniil ekzositozu yoluyla GPIIb / Illa molekiillerinde bir
artisa ve ¢Oziinebilir ligandlarin baglanmasini miimkiin kilan, yiizeysel alanda GPIIb /
IlIa'nin aktivasyonuna yol acar. Ote yandan, uyarilmis trombositler {izerinde immobilize
fibrinojen, trombositlerin GPIIb / Illa ile istirahati i¢in birincil agregasyonun ¢ogalmasina
yol acan yapiskan bir substrat olarak gorev yapar (52). GPIIb / Mla'nin
konformasyonundaki aktivasyona bagli degisiklikler, biyofiziksel olarak veya spesifik
antikorlarla tespit edilebilir. Ligandin GPIIb / Illa'ya baglanmasiyla konformasyonel
degisiklikler olur. Bu degisiklikler GPIIla’ nin sitoplazmik tirozinlerinin fosforlanmasina

neden olur.

Sitoplazmatik GPllla zincirinin sitoplazmik tirozinlerinin fosforilizasyonu
reseptorde yapisal degisikliklere yol agar (53, 54). GPIIb / I1la kompleksindeki disiilfiir
degisiklikleri, ile fibrinojen kopriileri araciligi ile trombositler diger trombositlere
baglanir (55). Arteriyollerde ve sertlesmis arterlerde oldugu gibi yiiksek kayma ortamlari,
trombosit aktivasyonu / toplanmasi, kaymanin kendisi tarafindan indiiklenebilir (56). Bu
durumda, trombositler ilk 6nce GP1b / V / IX kompleksi iizerinden vWF kopriileri ile
baglanir. Bu etkilesim GPIIb / Illa (iceriden disariya sinyal verme) aktivasyonuna yol
acar. Buna bagli olarak stabil vWF-aracili trombosit agregatlar1 diisiik yogunluklu
lipoproteinlere (LDL) ayni zamanda GPIIb / Illa ligand: islevi gorir (57). Statin
tedavisini birakan hastalarin plazmasinda LDL seviyelerinin arttigi gézlenmis ve bu
yiiksek LDL seviyelerinin trombosit hiperaktivitesi ile iligkili oldugu bildirilmistir. LDL
ve buna karsilik gelen bir protrombotik durum arasindaki muhtemel baglanti, statin
kesilmesinden sonra artmig kardiyovaskiiler risk oranini agiklayabilir (58). Ayrica,
trombositler 16kositleri ve T-hiicrelerini biiyliyen fise alir. P-selectin / PSGL1 veya
CD40L / CD40 ile etkilesimleri, trombiis biiylimesini tetikleyen veya sinirlayan
l16kositlerin aktivasyonuna aracilik eder (59). Dolasan trombosit-monosit agregatlarinin,
periferik damar cerrahisi sonrasi greft tikanikliginda rol oynamasi buna ornek teskil

edebilir (60, 61). Trombositler {izerindeki GPIb ve l6kositler iizerindeki Mac-1 ile
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trombosit-16kosit birlesimlerinin olusmasi, aktarilmis sogutulmus trombositlerin aktif
kiimelenmis GPIb / V / IX kompleksleri ile hizl1 bir sekilde temizlenmesi olgusunun bir

nedeni olabilir (62).

2.1.3.4. Trombosit Fonksiyonlari ve Aktivasyonu ile ilgili Molekiiler Mekanizmalar

Trombositler vaskiiler hemostazda anahtar rol oynar. Trombosit fonksiyonlart,
cesitli hiicre dis1 sinyallere cevap veren sinyal yollar1 ile siki bir sekilde kontrol edilir.
Saglikli endotel kisa 6miirlii mediyator prostasiklin (PGI2) ve nitrik oksidi (NO) serbest
birakir. PGI2, adenilat siklaz (AC) ile cAMP sentezini uyaran Gs heterotrimerik G-
proteinine baglanan bir G-protein bagli reseptore (GPCR) baglanir. cAMP, PK A katalitik
alt birimlerinin aktivasyonuna yol agan cAMP-bagimli protein kinazin (PKA I ve II
izoformlar1) diizenleyici alanlarina baglanir ve ¢ok sayida substrat proteininin
fosforilasyonuna yol agar (63). NO, plazma membrani boyunca yayilir ve aktive olur
dogrudan gGMP iiretmek i¢in guanilat siklaz (sGC, NO - GC). cGMP, genellikle PKA
tarafindan fosforlananlarla 6zdes olan substrat proteinlerini fosforize eden cGMP'ye
bagimli protein kinazi (izoform PKG 1) aktive eder (64). CAMP ve cGMP. PGI2 ve NO
tarafindan indiiklenen sinyal yollarinin, trombositleri hasar yoklugunda istirahat

durumunda tuttugu disiiniilmektedir (65).

Buna karsilik, endotelde meydana gelen bir hasar, hiicre dis1 matriks protein
kollajeninin agia ¢ikmasi ve vaskiiler yaralanma sonrasi trombositin von Willebrand
faktoriine (VWF) baglanmasi trombosit aktivasyonunu baslatir. Kollajen, Src familyasi ve
Syk tirozin kinazlar yoluyla sinyal veren VCF, GPIb / IX / V kompleksine baglanan
glikoprotein VI (GPVI) F Fc reseptdr y zincir kompleksi iceren immiinorektor tirozin
bazli aktivasyon motifini (ITAM) uyarir. Paralel olarak, vaskiiler hasar ayrica,
trombositleri dogrudan trombin aktive eden ve ¢oziiniir fibrinojeni bir fibrin agma
doniistiiren trombin olusumuna yol agan pihtilasma kaskadini tetikler. Aktive
trombositler, spesifik GPCR'lere baglanan ADP ve tromboksan Az'yi (TxAz)serbest
birakir. Bu reseptorlerin asagisindaki sinyal olaylari, ¢esitli kinazlarin ve GPCR-baglh
heterotrimerik G-proteinlerinin ve ayrica Ras ve Rho ailelerinin kiigiik G-proteinlerinin
aktivasyonunu igerir. Dahas1, kalsiyum iyonlar1 (Ca*?), daha sonra sinyalin ¢ogalmasina
yol acan hiicre i¢i depolardan salinmaktadir, sonugta, zar ve sitoiskelet yeniden

diizenlenmesi, graniil salinim1 ve integrin aktivasyonuna neden olmaktadir (66, 67).
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Vaskiiler yaralanma yerlerinde hizli bir sekilde aktive olma yeteneklerinden
dolay1, trombositler, birincil hemostazda oldugu gibi arteriyel trombozda da onemli
aktorlerdir. Ek olarak, vaskiiler sistemin aterosklerotik yeniden sekillenmesi de dahil
olmak tizere kronik patolojik siire¢lerde rol oynarlar. Trombositlerin damar duvarina
primer yapismasi biiyiik 6l¢iide G proteininin aracilik ettigi sinyalden bagimsiz olmasina
ragmen, daha sonra biiyiiyen trombosit trombiisiine ilave trombositlerin alinmasi, G
proteinine bagli reseptorler yoluyla etki eden ADP, tromboksan A veya trombin gibi
aracilar gerektirir. G proteinine bagh reseptorler vasitasiyla trombosit aktivasyonu, G
proteinleri Gq, G13 ve Gi'nin aktivasyonu ile baslatilan 3 ana G protein aracili sinyal

yolunu igerir (68).

Trombosit aktivasyonunun bir sonraki asamasi sirasinda, trombosit tikaci
dolagimdan ilave trombositlerin alinmasi ve bunlarin integrin allb -3a aracili
agregasyonundan olusur. Ek trombositlerin toplanmasina, trombosit yapigmasi
baslatildiktan ve trombosit yapisma reseptorleri yoluyla bir miktar trombosit aktivasyonu
meydana geldikten sonra liretilen veya serbest birakilan gesitli yerel olarak biriken
aracilar aracilik eder. Bu aracilar, aktive edilmis trombositlerin ylizeyinde iiretilen aktive
edilmis trombositlerden ve trombinden salgilanan veya salgilanan ADP / ATP ve
tromboksan A2'yi (Tx A2) igerir. Bu dagilabilir mediatorler ortak olarak G proteinine bagli
reseptorler (GPCR'ler) yoluyla etkide bulunurlar. G protein aracili sinyalleme
yolaklarinin aktivasyonu sayesinde, kendi olusumlarim1i ve salimlarimi daha da
artirabilirler, bdylece trombositlerin biiyliyen trombiiste hizli aktivasyonunu ve alimin
saglamak icin baslangi¢ sinyallerini giiglendiren pozitif geri besleme aracilar1 olarak

hareket ederler (68).

Ana trombosit uyaranlar1 ADP, Tx A; ve trombin, trombosit seklindeki degisimi,
degraniilasyonu ve birlesik GPIIb-Illa-aracili agregasyonunu indiiklemek i¢in bircok G
protein aracili sinyalleme yolunu aktive ederek trombositleri biiyliyen bir trombiis igine
alir. Tx A trombosit membraninda yer alan arasidonik asit (AA)’den Siklooksijenenaz 1
(COX-1) enzimi araciligiyla iretilir. ADP, Gq ve Gi'yi P2Y1 ve P2Y1 reseptorleri
vasitastyla aktive ederken, Tx A2 ve trombin esas olarak Gq ve Gi2 / G13'li, TxA2 reseptorii
veya proteazla aktive edilmis reseptorler PAR1 / PAR4 veya PAR3 / PAR4 iizerinden
aktive eder. Tiim aract molekiiller sirayla trombin, Tx Az ve ADP olusumunu ve salimini

arttirabildiklerinden, etkileri ¢ogaltilir ve sonunda tiim ana G protein aracili sinyal yollar1
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aktive edilir. Bu pozitif geri bildirim mekanizmalari, trombosit aktivasyonunda oynadigi
rollerin bireysel G proteininin aracilik ettigi sinyal yollarinda Gq, G13 ve Giz'nin

trombosit aktivasyonunda 6nemli roller oynadigi gosterilmistir (68).

Gq / Gu G proteinleri ailesi reseptorleri, Ozellikle B2 ve B3 izoformlari
trombositlerde bulunan fosfolipaz C (PLC) B izoformlarina baglar. PLC'nin aktivasyonu,
sirasiyla serbest sitoplazmik Ca*? yiikselmesine ve protein kinaz Cnin (PKC)
aktivasyonuna yol acar ve PKC etkisi ile fosfotidilinozitol 4,5 bifosfat (PIP2) yikilir,
yikim sonrasinda Inozitol tri fosfat (IP3) ve diagil gliserol (DAG) olusur. Her ne kadar
memeli organizmasindaki hiicrelerin ¢ogu, hem Gq hem de Gu1'i ifade etseler de,
trombositler, sadece Gq igerdiklerinden bir istisnadir (69, 70). Simdiye kadar,
trombositlerde Gi:1 eksikliginin fizyolojik bir 6nemi olmadigr bildirilmistir. Gi2 / Gi3
ailesinin bir iiyesi olan Gis'lin, Rho / Rho-kinaz aracili yolunun en iyisi oldugu birkag
sinyal yolunu diizenledigi gosterilmistir. Aktiflestirilmis G alfa;3, Rho'ya 6zgii guanin
niikleotit degisim faktdrlerinin bir alt grubunu baglar ve aktive eder: Trombositler
tizerinde eksprese edilen Gi ailesinin ana iiyesi olan Giz, reseptorleri inhibe edici bir
sekilde adenilil siklazlara baglar (71, 72). Ek olarak, G-tipi G proteinleri, G-protein
aktivasyonu tizerine salinan ve kompleksleri i¢in ana bir kaynaktir ve adenil siklazlar
veya fosfatidilinositol 3-kinazlar (PlsK'lar) dahil olmak tiizere gesitli kanallar veya
enzimleri diizenler (73). Son enzim olan fosfotidilinozitol 3, 4 , 5 trifosfat, hiicre i¢i sinyal
yolaklarinda yer alan serin / treonin kinaz, Akt / protein kinaz B (PKB) dahil olmak
tizere bir¢ok yolagi aktive eder (74, 75).

2.1.3.4.1. Trombosit Membran Reseptorleri

Trombosit reseptorleri, c¢esitli agonistler ve adeziv proteinler araciligiyla
trombositin dis ¢evresindeki yapilarla kontakt kurmasini saglar. Trombosit ylizey
reseptorleri, trombosit graniilleri ile birlikte biiylik dl¢lide hiicrenin spesifik kimligini
belirler. Bilindigi gibi trombositler anukleer hiicrelerdir, gesitli fizyolojik ve patolojik
durumlarda islevlerini yerine getirmek i¢in Onceden sentezlenmis molekiillerle
donatilmiglardir. Trombositler degisik durumlara adapte olabilmek igin fenotip
degistirebilirler. Bircok reseptdr ¢esidi trombosit graniil membraninda depolanir ve P-
selektinde oldugu gibi sadece aktivasyondan sonra trombosit ylizey membranina ¢ikarlar.
Son yillarda gelismis teknoloji ve proteomik teknigiyle trombosit reseptorleri ve

fizyolojik rolleri hakkindaki bilgiler giderek artmaktadir. Trombosit reseptdrlerinin
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sadece hemostaz ve trombozda degil ayn1 zamanda inflamasyon, antimikrobiyal konak
savunmasi, tiimor biiylimesi ve metastazi ve anjiogenez gibi siireclerde de rol aldigi
gosterilmistir. Trombosit resOptorlerindeki bozukluktan dolayr meydana gelen hastaligin
ilk tanimlanmasinin {istiinden yaklasik 90 yil gecmistir. Buna benzer ikinci bir hastalik
60 yildan daha uzun bir siire 6nce tanimlanmistir. Bu hastaliklarla birlikte trombosit ve
kusurlu reseptorleri ile ilgili yogun calismalar yapilmistir. Tablo 2.2’de Trombosit

reseptorleri yap1 ve islevlerine gore siniflandirilmistir (76).

c Coziinebilir agonistlerin salinmasi
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Sekil 2-5: Trombosit Membran Resoptorleri ve Sinyal Yolaklar
van der Meijden, P. E (2019) makaleden degistirilerek uyarland (136).



Tablo 2-2: Trombosit Reseptor ve Ligandlar

Trombosit Reseptorleri Ligand Etkilesime Girdigi Yap1
subendotel
a5p1, a6pl ) hasarli damar duvari
integrinler ekstraselliiller matrix
a2p1 kollajen hasarli damar duvari
VWF hasarlt damar duvari
GPIba
MAC-1 lokositler
MAC-1 I6kositler
gliko- proteinler
GPIIb/Illa S
(alIbp3) fibrinojen, VWF damar duvari
fibrinojen, vitronektin integrin aVVp3 endotelyal hiicreler
GPVI kollajen hasarli damar duvari
PSGL-1 P-selektin endotelyal hiicreler
selektinler
P-selektin PSGL-1 lokositler
CX3CR1 CX3CL1 endotelyal hiicreler
ICAM-2 LFA-1 lokositler
digerleri
JAM-A JAM-A damar duvari
JAM-C MAC-1 dendritik hiicreler
interlokin 1 endotelyal hiicreler
e factor XII faktor XI
¢Oziinebilir
faktdrler VWF trombositler
PAF gesitli hiicre tipleri

Mezger M. (2015) ve ark.’dan diizenlenerek alinmustir (76).

2.1.4. Endotel

19

Endotel, tiim vaskiiler yapilarin i¢ ylizeyini kaplayan, bazal membranin {ist

kisminda yer alan tek katli yassi epitel hiicrelerinden olusmus bir dokudur. Endotel,

trombositler ile 16kositlerin damar duvari ile etkilesmesini diizenler. Biiylime faktorleri

ve tromboregiilator molekiilleri sentezleyerek, hiicre proliferasyonu ve damar tonusunu

ayarlayan, fiziksel ve kimyasal uyaranlara cevap verebilen vaskiiler liimen ile vaskiiler

diiz kas arasinda uzanan bir yapidir. 10-15 um genisligindeki endotel hiicreleri (EH),
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yaklagik 20-25 pum uzunlugunda olup, uzamis nukleuslar: ile damarin uzun ekseni
boyunca dizilmislerdir. Yetiskin bir insanda endotelin kapladig: alan yaklasik 1-7 m?
olup, ortalama 1 kg agirliga sahiptir (77).

Endotel, Nitrik oksit (NO), prostasiklin (PGl2) gibi vazodilatorlerin yanisira,
Endotelin (ET) ve Platelet Aktive Edici Faktor (PAF) gibi vazokonstriiktorleri sentezleyip
salgilayarak kas tonusunun, kan akiminin ve kan basincinin diizenlenmesinde rol oynar.

Endotelden salgilanan bazi molekiiller asagidaki tabloda yer almaktadir (77).

Tablo 2-3: Endotelden Salgilanan Molekiiller

Vazokonstriiktorler Vazodilatorler

Anjiyotensin Il Nitrik Oksit

Endotelin-1 (ET-1) Adenozin

Platelet Aktive Edici Faktor (PAF) Endotel Kaynakli Hiperpolarizan Faktor

Endotel Kokenli Konstriiktor Faktor (EISFIF)

(EKKF) Endotel Kaynakli Relaksan Faktor (EKRF)
Prostasiklin (PGly)

EH'leri fizyolojik kosullar altinda bozulmamis bir kan akisin1 saglamak ig¢in
tromboz ve trombolizisin diizenlenmesi, trombositlerin yapismasini ve aktivasyonunu
diizenleyen vaskiiler tonusda onemli bir rol oynar. Ayni zamanda endotel, viicut
homeostazinda, farkli molekiillerin kan damarlar1 yoluyla transferinin diizenlenmesinde
bliylik 6nem tasir (78). Endotelin en temel islemlerinden biri yar1 gegirgen bir bariyer
olmasidir. Makromolekiillerin vaskiiler liimen ve vaskiiler diiz kas arasinda tasinmasini

diizenler.

2.1.4.1. Endotel ve Trombosit Arasindaki iliski

Fizyolojik kosullar altinda trombositler saglam ve inaktif endotellere yapismadan
dolasirlar. EH ve kan arasinda, glikokaliks olarak bilinen bir proteoglikan ve glikoprotein
tabakas1 bulunur (79). Bu yap1 endotel gecirgenligini, trombositler ve l6kositler gibi diger
hiicrelerle endotel etkilesimlerini diizenler, temel olarak negatif yiikii ile onlar iter ve
endotelin yapisma molekiillerine maruz kalmasini sinirlandirir. Ayrica damar genisletici
ozelliklere sahip endotel hiicrelerinde arasidonik asit (AA) metabolizmasinin bir tirlinii

olan prostasiklin, hiicre i¢i cAMP seviyelerini yiikselterek trombosit agregasyonunu
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inhibe eder (80). Bu madde nitrik oksitle (NO) sinerjistik bir etkiye sahiptir. NO, endotel
kaynakli en 6nemli gevsetici faktordiir ve guanozin monofosfat (GMP) iiretimini artirarak
trombosit aktivasyonunu inhibe eder. Sonug olarak, hiicre i¢i Ca*? azalir ve GPIIb / Illa
trombosit reseptoriiniin integrinin, fibrinojene baglanmasi engellenir (80). Endotelyum
ayrica, trombosit agregasyonunu destekleyen, VWF, fibronektin ve trombospondin gibi
trombositler i¢in yapiskan ko-faktorleri ve faktor V gibi pithtilagsma faktorlerini eksprese
eden TxA, gibi vazokonstriiktif ve pro-trombotik davranisa sahip maddeler de
iretmektedir. Vazokonstriiktorler endotel kaynakli vazodilatorlerin etkisine zit yonde etki
gosterirler. Bunlardan en 6nemlileri endotelin-1 (ET-1), anjiyotensin-1l (ANG-II) ve
vazokonstriiktor prostaglandinlerdir (80). Endotel disfonksiyonu, normal endotel
fonksiyonunda, farkli uyaranlarin veya klinik durumlarin bir sonucu olarak olusan bir
rahatsizliktir. Bu rahatsiz edici denge, trombositlerin topaklanmasina ve endotele
yapigmasina neden olabilir, boylece onu aktive eder ve 16kosit yapigmasini tesvik eder,
ayrica intimal hiperplaziyi uyaran trombosit kaynakli biiytime faktorlerini (PDGF'ler)
serbest birakir (81).

Hipertansiyon, diabetes mellitus, sigara ve dislipidemi gibi bir dizi patolojik
uyaran endotel disfonksiyonu ve patofizyolojik siireglerin tetiklenmesine neden olabilir.
Oksidatif stres ve oOzellikle diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) birikimi, NO
seviyelerinin diismesine ve enflamatuar yolaklarin tetiklenmesine neden olur (82). Ayni
zamanda okside LDL, EH'lerde ET-1 ekspresyonunu arttirir, vazokonstriksiyona ve
fibroblastlarin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin (VSMC'ler) ¢ogalmasina neden olur. Ek
olarak, okside LDL, I6kositlerin ve trombositlerin yapismasini gii¢clendiren fibronektin,

trombospondin ve diger cesitli glikoproteinlerin {iretimini ve salgilanmasini arttirir (83).

Trombositler ve endotel hiicreleri arasindaki ilk temasa, enflamatuar siirecler
sirasinda EH yiizeyinde eksprese edilen P-selektin (CD62P), E-selektin ve PSGL-1
aracilik eder (84). Trombosit yiizeyinde, hiicrelere yapigmaya aracilik eden
transmembran reseptdrleri olan integrinlerin varligi, bu baglanmay1 daha da arttirir, bu da

trombositler ve EH'ler arasinda daha stabil bir yapigsmaya yol agar (85).
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2.1.4.2. Endotel ve Koagiilasyonun Diizenlenmesi
Endotel tabakas1 birbirinden farkli 4 mekanizma ile intravaskiiler koagiilasyonun

diizenlenmesinde rol alir.

-Tromboregiilator bilesiklerin tiretilip salgilanmasi

- Prokoagiilan proteinlerin inhibisyonu

- Fibrinolizisin diizenlenmesi

- Prokoagiilan yollara katilma

Endotel hiicresi yiiksek molekiil agirlikli kininojen (HMWK), Faktor V, Faktor

VI ve doku faktorii (TF) gibi baz1 faktorleri tireterek koagiilasyon kaskatinda yer alir.
Doku faktorii endotel hiicrelerinden sentezlenir. Subendotelial bolgede yer alan doku
faktorii prokoagiilan bir enzimdir. Bu enzimin bazal sekresyon diizeyleri diisiiktiir.
Herhangi bir uyar1 yada hasar durumunda bu enzimin salinmasi yaklasik 10 ile 40 kat
yiikselmektedir. Ayrica endotel hiicresinin membraninda yiliksek molekiil agirliga sahip
kininojen (HMWK), faktor VIII, IX, IXa, X ve Xa icin baglanma bdlgeleri
bulunmaktadir. Endotel hiicresinin yilizeyinde Faktor VIII ve X’un bulunmasi bu
hiicrelerin faktor IX’a afinitesini distirtir. Boylece faktor IX’un aktivasyonu ve
baglanmasi1 gerceklesir ve endotel yiizeyinde IXa-VII komplekslerinin olusumu
tetiklenir. Faktor IXa endotele baglandiktan sonra yikimi faktér VIII ve X tarafindan
inhibe edilir. Bu sekilde endotel bagimli prokoagiilan aktivitenin siirekliligi saglanmis

olur (86).

Endotel hiicreleri bir takim tromboregiilator maddeler i¢inde kaynak hiicrelerdir.
Bu maddeler trombus olusumunun erken fazlarinda fizyolojik yaniti diizenlerler. Bu
maddelerin basinda prostanoidler gelir. Prostaglandin I, trombosit agregasyonunu inhibe
eder ve tromboksan Az bunun tersine agregasyonu arttirir. Bir diger tromboregiilator
madde EDRF/NO’tir. Nitrik oksit trombosit adhezyonunu ve aktivasyonunu oOnler.
Endotel hiicre yiizeyi ektoniikleotidazlari, bir diger tromboregiilator faktordiir. Bu
maddeler adenozin difosfati metabolize ederek trombositlerin kiimelenmesini dnler ve
olusan adenozin trombosit iginde cAMP diizeylerini arttirir ve sonugta trombosit

aktivasyonu inhibe olur (87).

Fizyolojik kosullarda damar sistemi i¢inde pihtilasmay1 6nleyici mekanizmalar
incelendiginde; hasarli olmayan diizgiin endotel ki bu intrensek pihtilasma yolunun

aktiflesmesine engel olur, negatif yiikli glikokaliks tabakasi; negatif yiiklii trombositleri
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ve endotelin i¢ tarafinda absorbe olmus olan mukopolisakkarit pihtilasma faktorlerini
iterek pihtilasmanin aktivasyon mekanizmasina engel olur. Endotel membraninda bagl
olarak duran trombomodulin proteini, trombini baglamakla gorevlidir. Trombomodulin
ile prokoagulan trombinin bagli olarak kalmasi pihtilasmay1 yalnizca trombini ortamdan
uzaklastirarak engellemez, ayn1 zamanda trombomodulin-trombin kompleksi bir plazma
proteini olarak bilinen protein C’yi de aktive eder ve protein C, Faktor V ve VIII’i
inaktiflestirerek antikoagiilan rol oynar. Endotel duvarinda bir hasar meydana gelirse,
diizglinliigiini yitiren hasarli endotelde hem glikokaliks tabakada hem de trombomodulin
de kayip olusur; buna bagl olarak hem trombositler hem de faktér XII aktive olur ve
pihtilagmanin intrensek yolagi baslatilir. Endotel hasari ile alt tabakadaki kollajen agiga
cikmis ise, trombositler ve faktor VII kollajene hizla adeze olur, aktivasyonun giicii daha
da artar (87).

2.1.4.3. Antiplatelet Ajanlar ve Sinyal Yolaklar

Son yirmi yilda trombositler, EH'ler ve monositler / makrofajlar arasindaki
karmagik etkilesimlerin, bir takim hastaliklarin patofizyolojisinde yer aldiklari
gosterilmistir. Mevcut antiplatelet ilaglar, sadece iyi bilinen antitrombotik etkilerinden
dolay1 degil, ayn1 zamanda trombosit enflamatuar etkisinin zayiflamasi, diger hiicrelerde
ve diger yollarda P2Y12 aktivasyon etkilerinin engellenmesi yoluyla da Kklinik yararlar
sunmaktadir (88).

Asetil salisilik asit (ASA), trombotik olaylarin 6nlenmesi i¢in antiplatelet
tedavisinin temeli olmaya devam etmektedir. ASA’nin, trombosit siklooksijenaz-1'in
(COX-1) geri doniistimsiiz etkisizlestirilmesine bagli olarak trombosit TXA> sentezinin
inhibisyonu ile trombosit agregasyonunu Onledigi diistiniilmektedir. Trombosit tlirevli
TxA> damar duvari daralmasmi arttirdigi ve vaskiiler hiicrelerin proliferasyonunu
arttirdigr i¢in, ASA ile sentezinin inhibisyonunun trombositler ve vaskiiler duvar
arasindaki etkilesimi dolayl1 olarak etkileyebilir (89). Tromboksan Az reseptoriinden (TP)
yoksun olan hiperkolesterolemik fareler, ASA’ nin anti-aterosklerotik bir aktivitesini
diisiindiiren daha az ateroskleroz gelistirir (90). Bir¢ok calisma, enflamatuar belirteglerin
(CRP, M-CSF, MCP-1) ve pro-enflamatuar faktorlerin (TxA2, S1P, SICAM) azaltilmasi
dahil olmak tizere, bazilar1 diisiikk antiplatelet dozlarinda bile olsa, ASA ile deneysel
vaskiiler enflamasyonun IL1, IL-6’nin inhibe edildigini gostermistir (91). Klinik

diizeyde, ASA ile trombosit inhibisyonunun, COX'a bagli vazokonstriktdrlerin
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inhibisyonu yoluyla, aterosklerozu olan hastalarda asetilkolin kaynakli periferik
vazodilatasyonu modiile ettigi gosterilmistir (92). Ek olarak, diisiik doz ASA verilmesi,
arteriyel hipertansiyonu olan hastalarda endotel bagimli vazodilatasyonu iyilestirmis

goriinmektedir (93).

Endotel ile birlikte trombositler inflamasyon ve aterosklerozun ilerlemesinde
onemli bir role sahiptir. Giiniimiizde, trombositin inhibisyonunun endotel
disfonksiyonunu azaltabilecegi, damar duvar1 inflamasyonunu azaltabilecegi ve
ateroskleroz progresyonunu ve aterotrombotik olaylar1 azaltabilecegi yaygin bir bilgidir.
Trombosit inhibisyonunun 6tesindeki antiplatelet ajanlarinin, endotel ve damar duvari,
uyarlanmis antiplatelet rejimleri, ateroskleroz biiytikliigii, miidahalelerin tipine ve damar
duvari iltthabinin muhtemel modifikasyonuna baglh olarak farkli etkilesimler

gostermesiyle ilgili olarak klinik diizeydeki sonuglarin iyilestirilmesine yardime1 olabilir

(94).
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Costa-Filho, R. C (2017) ve ark. degistirilerek alinmigtir (137).
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2.1.5. von Willebrand Faktor

von Willebrand faktér (vWF) ilk olarak 1971'de Zimmermann tarafindan
hemostazda rol alan yapiskan bir glikoprotein olarak tanimlandi. O zamandan beri
vWF’ilin, trombosit adezyonunda, trombositin kollajene yapismasinda ayrica faktor

VIII’in korumasinda hayati bir rol oynadig1 gosterilmistir (95).

2.1.5.1. vVWF'nin Genel Ozellikleri

von Willebrand Faktor (vVWF) temel olarak tanimlanan iki biyolojik fonksiyona
sahiptir. Trombositlerin yapismasina ve toplanmasina aracilik etmek ve esansiyel kan
pihtilagsma faktorlerinde biri olan faktér VIII i¢in bir konsorsiyum olarak hareket etmek
(96). Son zamanlarda yapilan arastirmalarda vWF'nin sadece hemostaz, tromboz ve
koagulasyonda degil ayn1 zamanda anjiyogenez, diiz kas hiicre farklilasmasi ve tiimor
hiicrelerinin metastazi, inflamasyon siire¢lerinde de rol oynadigini gosteren kanitlar

saglamistir (97, 98).

vWF trombosit 6nciil hiicreleri olarak bilinen megakaryositler ve endotel hiicreleri
tarafindan iiretilir ve oncii pre-pro-vWF formunda sentezlenir. Oncii pre-pro-vWF,
asagidaki sirayla tekrar eden sekilde yapilandirilan dort tiir alandan olusur: D1-D2-D-D3-
Al-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1C2-CK. D1 ve D2 alanlar1 propeptit igerir ve olgun vWF'yi
tiretmek i¢in proteolitik islem sirasinda yarilir (99). Olgun vWF'de kalan alanlarin her
biri belirli islevleri yerine getirir.

ADAMTS13

Sinyal peptit (22 aa)

Pre-pro-vWF N\ g 3 - -- C

Fviil GPlIba l Kollajen GPlIb/Illa

Pro-vWF

=
'

P ; Depolama Multimerizasyon
= f
‘.’
WPBs

®  Ribozom LS Vit sentesianen pre-pro VWF protein

Sekil 2-7: von Willebrand Faktor Biyogenezi

Knowles, R. B (2019) ve ark.’dan degistirilerek alinmigtir (94).
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Pre-pro-vWF, bir 22-aa’lik bir sinyal peptidi, 741-aa biiyiik propeptid ve bir 891-
aa biiylik propeptit iceren 2.813 amino asitten (aa) ve olgun alt birimi olusturan 2.050
aa'dan olusur (100). Proteolitik islem, vWFnin endoplazmik retikuluma
translokasyonunu kolaylagtiran sinyal peptidinin bdliinmesini igerir. Endoplazmik
retikulumda pro-vWF alt birimleri, C-terminal kalintilar1 arasinda olusan disiilfit baglar
vasitastyla bir "kuyruk kuyrugu" seklinde homodimerize olur. vVWF dimerleri daha sonra
bliyiik vVWF peptidinin proteolitik ¢ikarilmasi gibi baska modifikasyonlarin yapildigi
Golgi kompleksine tasinir (101). N baglh oligosakkaritler tarafindan siilfatlanma yapilir
ve O-bagh glikosilasyon yapilir (102). Golgi kompleksinden gecerken vWF dimerleri,
bitisik dimerlerde kendiliginden propeptidlerin birlesmesi yoluyla multimerlesir. Golgi
sonrast bélmede es zamanli olarak daha fazla multimerizasyon ve propeptit boliinmesi
meydana gelir. Endotel hiicreleri tarafindan tiretilen vWF ya yapisal olarak salgilanir ya
da Weibel-Palade govdelerinde saklanirken, megakaryositler tarafindan iiretilen vWF
daha sonra trombositlerde alfa graniillerde depolanir. Enflamasyon gibi patolojik
uyaranlara cevap olarak, vVWF'nin dolasim konsantrasyonu hizla artar. Depolanmis
vWF'nin endotelyal hiicrelerden salgilanmas1 hem kurucu hem de diizenlenmis bir yoldan
meydana gelir (103). Bununla birlikte megakaryositler diizenleyici yoldan yoksundur ve
bir kez uyarildiklarinda, vWF yapisal olarak salinir. Sayisiz sekretator ve inhibitor, vWF
tireten hiicre tipleri tizerindeki sekresyon etkilerine aracilik edebilir. Sekretagoglar iki
ayr1 gruba ayrilabilir: Ca*? agonistleri yiikselterek ve cCAMP agonistlerini yiikselterek.
En iyi bilinen ii¢ vWF salgist inhibitord, nitrik oksit (NO), hidrojen peroksit (H202) ve
dopamindir (104, 105). vWF, birkag¢ yiiz vWF monomerinden olusan ultra biiyiik formda
(ULvWF) plazmaya salgilanir. Sekresyondan sonra ULvVWF, kan akisinda, tamamen
gerilme kuvvetleri veya ¢arpismalar ve damar duvari ile molekiiler etkilesimler tarafindan
parcalanana kadar hareket eder. Bir fare modelinde, dolasimdaki vWF agirlikli olarak
karaciger tarafindan alinarak (yaklasik% 40-60), geriye kalan dalak ve bobrek tarafindan
emildigi gosterilmistir (106). van Schooten ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada
makrofajlarin ve faktér VIII'in ozellikle karacigerde vWF'nin dolagimdaki kandan
uzaklastirilmasina aracilik ettigini géstermistir. Bununla birlikte, vWF i¢in kesin hiicresel

membran reseptorleri bilinmemektedir (107).
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2.1.5.2. VWF Boyutunun Belirlenmesi ve Konformasyonu

VWF'nin biyolojik islevi biiyiik 6lgiide multimerlerinin boyutuna baglidir (108).
Daha biiylik multimerlerin trombositlere ve kollajene baglanmasi ve dolasimdaki kanda
trombosit yapismasini arttirmasi daha olasidir (109). Bununla birlikte, vWF i¢in kesin
hiicresel membran reseptorleri bilinmemektedir. Bu nedenle, ULvWF multimerleri,
trombosit agregasyonunu indiiklemede en biiylik plazma vWF'den daha aktiftir. Pek cok
proteolitik protein, pihtilasmay1 desteklemek i¢cin mevcut ULvWF'yi hedeflediginden,
diger islemlerde islev goren daha kiigiik vWF formlarini olusturmak i¢cin ULVWF ile

proteoliz arasinda ince bir denge saglanmasi sarttir.

2.1.5.3. ADAMTS13

VWE’ii kesen ADAMTS13, (trombospondin tip 1-motif 13 ile bir disintegrin
benzeri ve metaloproteaz) hem insan plazmasindan hem de faktéor VIII / vWF
konsantrasyonlarindan saflagtirtlmistir (110). ADAMTS13 vWFnin A2 bdolgesini
hedefler ve spesifik olarak Tyr1605-Met1606 (Sekil 1) arasindaki proteini ayirir, boylece
ULVWEF ve hiperaktif vWF multimerler, akan kandaki kesme kuvvetleri tarafindan daha
kolay agilabilen daha kiiciik ve daha az aktif formlara indirgenir. DNA molekiilii
rekombinant teknolojisini kullanan c¢aligmalar, iki alt grubun, D187-R193 ve D252-
P256'nin, ADAMTS13'liin yarilma verimliligine ve alan spesifikligine katkida
bulunabilecegini gostermistir (111). Zanardelli ve ark., 1874-22813 vWF kalintilarinda
ADAMTSI3 i¢in bir baglanma bolgesi tanimladilar ve bu par¢anin ¢ikarilmasinin vWF
proteolizini 6nleyebilecegini belirledi (112).

2.1.5.4. VWF'nin Biyolojik Etkileri

Insan viicudunda ii¢ tiir vWF vardir: ¢oziiniir plazma vWF, bazal membran vWF
(hiicre dis1 matris vVWF) ve hiicresel vWF. Hemostasisin kontroliinde sadece daha biiyiik
VWF multimerleri etkilidir. vVWF, trombositin trombosit ve trombosit ile damar
duvarindaki kollajen arasindaki etkilesimlere aracilik eden ve dolasim sistemindeki bir
faktor VIII tasiyicist olarak gorev yapan ii¢ ana hemostatik fonksiyona sahiptir. Son
arastirmalar, vWF'nin anjiyogenez, diiz kas hiicresi proliferasyonu, tiimor hiicresi
metastaz1 ve immiin hiicre regiilasyonu dahil olmak iizere diger hemostatik olmayan

fonksiyonlara sahip olabilecegini gostermistir (94).
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2.1.5.5. vWF ve Trombosit Yapismasi

Fizyolojik kosullar altinda, dolasimdaki trombositler, kan akisindan, asiri
kanamay1 6nlemek i¢in etki ettikleri yaralanma bolgelerine toplanir (113). VWF, VWF'de
eksik olan vWD hastalarinda trombosit agliitinasyon anormallikleri ile gosterildigi gibi,
bu siiregte 6nemlidir. vVWD hastalar1 bozulmus trombosit tikanmasi nedeniyle uzun bir

kanama siiresine sahiptir ve vVWF konsantrelerinin transfiizyonu bu bozuklugu giderebilir

(94).

Bir damar zar1 yaralandiginda, plazma vWF, dolasimdaki trombositlerle iki zar
reseptOrii vasitasiyla etkilesime girer: glikoprotein Ib (GPIb) ve glikoprotein Ilb-Illa
(GPIIb-111a) kompleksi olarak bilinir (114). GPIb esas olarak trombosit damar duvar
adezyonuna katilirken, GPIIb IIla kompleksi hem trombosit damar duvar yapismasi hem
de trombositler arasindaki ¢apraz karigma ile ilgilidir. vVWF, bu reseptorlerin her ikisine
de baglayarak trombosit yapismasini destekleyen tek liganddir. Bununla birlikte, vVWF
varlifinda trombositlerin kaymaya bagl etkilesimi, kalpain ile inhibe edilebilen Gplb
dokiilmesine yol agabilir (115).

Mody ve dig. (116) GPIb ve vWF Al alam arasinda tersinir bag baglarinin
olusumunun hidrodinamik kesme akisi ile olusturulabilecegini 6ne siirdiiler. Trombosit
GPIb disinda, Huang ve ark. (117), integrin v3'iin canli insan gobek ven endotel
hiicrelerinin (HUVEC'ler) immiinofloresan mikroskopisi ile gozlemlendigi gibi vWF

dizelerine baglanabilecegini kesfetti.

2.1.5.6. VWF ve Subendotelyal Matriks Arasindaki Etkilesimler

Endotel hasari, vaskiiler subendotel matriksini damar igerigine acik hale getirir.
Yaralanma bolgesindeki subendotelyal matriks proteinleri pihtilasma faktorleriyle
karsilastiginda, trombiis olusumu baglar. Bununla birlikte, bu islem, viicudun trombositler
arasindaki etkilesimler i¢in yeterli vWF'nin mevcut olmasmi saglamaya calisirken
endotel VWF salgilanmasini tetikleyebilecek c¢evredeki yiiksek kan akis hizlarma
dayanmak zorundadir (118). Ote yandan, yiiksek kayma gerilimi vWF iginde yapisal
degisikliklere izin verir, bu da trombositler veya kollajen i¢in baglanma bolgelerinin agia
cikmasina neden olabilir. vWF, 6zellikle kollajenler olmak {izere, hiicre disi1 matrikse
trombosit yapismasinin baslatilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu tiir adezyona aracilik
eden iki mekanizma vardir: fibrinin dogrudan GPIIb-Illa kompleksine baglandig:

dogrudan bir mekanizma ve vWF'nin fibrin ve trombosit GPIb arasinda bir kdprii maddesi
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olarak gorev yaptigi dolayli bir mekanizma. Statik kosullarda, silinmis A3 alaniyla
rekombinant ¢oziiniir vWF, silinmis A1 ve bozulmamis vWF ile karsilastirildiginda bir
vWF ile karsilastirildiginda, kolajen fibrillerine zayif baglanma kabiliyetine sahiptir
(119).

vWEF'nin Al alani, temel olarak VI tipi kolajen (120) ile etkilesime girer, ancak
daha az afinite ile, kollajen tip I ve III'e de baglanabilir. A3 ayrica kollajenlere, yani I ve
I11 kollajen tiplerine de baglanabilir (121). Akis kosullari, Bonnefoy ve ark. (119), Al
alanmin, saglam vWF, bir Al-silinmis vVWF ve bir A3-silinmis vWF'nin baglanma
yeteneklerini karsilagtirarak kollajen liflerine trombosit alimini baglattigini buldu. Ayrica,
kollajen-vWF antagonisti H1786A-vWF'nin, A3'e degil, sadece Al ile kollajene
baglandigin1 dogrulayabildiler.

Endotel hiicre veya megakaryosit kaynakli vVWF'ye benzemeyen bir Faktor VIII
tasiyicist olan faktor VIII, karaciger hiicreleri tarafindan 2,351 aa'dan olusan tek zincirli
bir polipeptit olarak tiretilir. Faktor VIII, i¢sel pihtilagma kademesinin bir kofaktoriidiir
ve eksikligi, hemofili A olarak ortaya ¢ikar. Bu fenomene asagidaki mekanizmalardan
herhangi biri neden olabilir: (95) faktor VIII'in yapisal stabilizasyonu; (97) proteolitik
bozunma igin VIII fakt6riinii hedef alan fosfolipid baglayici proteinlerin inhibisyonu; (98)
pthtilasma yolunu stimiile etmek icin, faktor VII'in aktive edilmis faktor IX'a
baglanmasinin inhibe edilmesi ve (99) siipiiriicii hiicre reseptorleri yoluyla faktér VIII

hiicresel aliminin 6nlenmesi (98, 107, 122).

2.1.5.7. vWF Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesini Etkileyen Molekiiler Yolaklar
Hemostaz ve trombozun merkezi bir bileseni olan vVWF gen ekspresyonunun,
trombozu yoOnlendirmede yer alan anahtar hiicreler olan endotelyal hiicreler ve
megakaryositlerle smirli oldugu anlasilabilir (123). Onceki arastirmalar, vaskiiler aga¢
icinde VWF proteini ve mRNA diizeylerinde bolgesel varyasyonlarin varligim
gostermistir (124), bu da VWF geninin sistemik dolasimin vaskiiler yataklarinda farkli
sekilde diizenlendigini  gostermektedir. Endotele 06zgii VvWF  promotoriiniin
mekanizmasinin karakterizasyonu, bir dizi cis etkili elementin ve VWF promotor
aktivitesini diizenleyen trans-etkili faktorlerin tanimlanmasi ile sonug¢lanmistir.
Transkripsiyon faktorlerinin GATA, Ets, Hl ve NFATS'in transkripsiyon aktivatorleri
olarak islev gordiigii gosterilmistir (125, 126), NF1 ve Oct-1 transkripsiyonun
baskilayicilaridir (127, 128). ilging bir sekilde, NFY, baglanma bélgesine baglh olarak
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hem baskilayict hem de transkripsiyon aktivatorii olarak islev gorebilir (129). E4BP4,
aktif VWF gen ekspresyonunu arttirarak vWF transkripsiyonunun negatif regiilatorlerini
diziler (130). Kesme gerilimi ayrica bir polimorfik GT tekrarlama elementinin aracilik
ettigi vWF promotor aktivitesini arttirir (131). Bir dizi zarif in vitro ve in vivo deneyler
kullanarak, Aird ve ark., Ilk vWF intronunun ekspresyon i¢in énemli oldugunu, vWF'nin
endotel hiicresine spesifik ekspresyonu i¢in gerekli intronik eklemeyle birlikte oldugunu
gostermistir (132, 133). VWF gen regiilasyonunun odagi, promotori ve ilgili
transkripsiyon faktorleri yoluyla agirlikli olarak 5'UTR olmustur. Grubumuz son
zamanlarda VvWF gen ekspresyonunun miRNA'lara ragmen 3'UTR'sinde de
diizenlendigini bildirmistir (134, 135). MiR-24 ve miR-335'in insan VWF 3'UTR'yi
hedefledigini, miR-24 ve miR-146 ise fare VWF 3'UTR'yi hedefledigini belirtilmistir.
Daha ilging olarak, miR-24, Ca*? ve NO aracili vWF salgilanmasini icerdigi bilinen
histamin reseptoriinii (HRH1) ve eNOS'u hedefledigi gosterilmistir (135).

2.2. MikroRNA

MikroRNA'lar (miRNA'lar) kiiciik kodlamayan RNA'larin bir siifidir.
miRNA’lar yaklagik 18-25 niikleotid uzunlugundadirlar ve dkaryotik somatik dokularda
en cok ifade edilen kodlamayan RNA’lardir. Giintimiizde, miRBase veritabaninda
1500'den  fazla olgun insan miRNA'st  tanimlanmistir, miRBase 21
(http://www.mirbase.org/).  miRNA’lar  gen ifadesinin  post-transkripsiyonel
diizenleyicileridir. miRNA’lar gelisme, farklilagma, apoptoz, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre
metabolizmasi gibi ¢ok cesitli biyolojik stireglerin diizenleyicileri olarak islev goriirler

(138, 139).

2.2.1. MikroRNA Biyogenezi

miRNA biyogenezi, RNA polimeraz II tarafindan primer miRNA’larin (pri-
miRNA'lar) transkripsiyonu ile baglar (140). Pri-miRNA’lar, niikleus igcinde DGCRS8
proteini ile kompleks olusturan RNaz III enzim ailesi {iyesi olan Drosha tarafindan islenir
(141) ve 70 niikleotid uzunlugunda 6nciil miRNA (pre-miRNA) {iretilir. Pre-miRNA,
exportin 5 araciligiyla sitoplazmaya tasinir (142). Baska bir RNaz III enzimi olan Dicer,
yaklasik 20b¢’lik miRNA olusturmak ig¢in sitoplazmada pre-miRNA'y1r keser.
Fonksiyonel miRNA zinciri RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) kompleksi
icerisine yerlesir (143). RISC kompleksi Dicer, TRBP ve AGO2 molekiillerinden
olusmaktadir. Aktif miRNA i¢eren RISC (miRISC) daha sonra hedef mRNA'larin 3’
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transle olmayan bolgeleri (3'UTR'leri) hedef alir. Bu sekilde, miRNA'lar translasyonu
baskilar ve/veya hedef genlerin yikilmasini saglar (144).
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Mulrane, L. (2013) ve ark. makaleden degistirilerek alinmigtir (145).

miRNA'lar koruyucu veya hastaligi ilerletici etkiler gosterebilirler. miRNA'larin
ifadelerindeki bozukluklar birgok insan hastaligi ile iliskilendirilmistir (146). miRNA'lar,

kanser, metabolik bozukluklar ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli insan

hastaliklarinin patogenezinde rol oynarlar (147). Ek olarak, miRNA'larin ¢esitli
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hastaliklar icin olasi biyobelirtegler oldugu bildirilmistir. miRNA’lar hiicre-hiicre

iletisimine aracilik etmek igin sinyal molekiilleri olarak da islev goriirler (146).

miRNA'lar, doku spesifik fonksiyonlar gosterirler. miRNA'lar sinir sisteminde noral
farklilasma, gelisme ve aktivite i¢in gerekli olan gen ifadelerini diizenlerler. Bu nedenle,

miRNA'larin manipiilasyonu yeni terapotik firsatlar sunabilir (147).

2.2.2. Hastalaliklarin Molekiiler Mekanizmasinin Arastirllmasinda miRNA’larin
Rolii

MikroRNA'lar (miRNA'lar), hedef mRNA'lara baglanarak gen susturma ve
translasyonel baskidaki rolleri ile kiicik RNA molekiilleridir. 1993 yilinda
kesfedildiginden beri miRNA, tiirler arasinda korunan tiim okaryotik hiicrelerde bulunur.
Son yillarda, miRNA'larin diizenlenmesi biyolojik siire¢lerdeki rolleri ve retina
bozuklugu, nérodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastalik ve kanser gibi cesitli
insan hastaliklarinin gelisimi ve ilerlemesi i¢in kapsamli bir sekilde incelenmistir.
miRNA'lar teshis ve prognostik biyobelirtecler icin ve ilag tepkisinin belirleyicileri olarak
biiyiik bir potansiyele sahiptir (148).

MicroRNA'lar (miRNA'lar), hedef mRNA'larin susturulmasi veya bozulmasi
yoluyla gen translasyonunu diizenleyen yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda kiiciik
kodlanmayan RNA molekiilleridir. Farklilasma, proliferasyon, metabolizma, hemostaz,
apoptoz veya inflamasyon dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik siirece ve bir¢cok hastaligin

patofizyolojisine katilirlar (149).

Yapilan genis Olgekli bir ¢alismada meme kanserli dokularda miR-16-5p’nin

housekeeping gen olarak giivenle kullanabilecegi bildirilmistir (150).

2.2.3. miR-24

Cesitli tiirlerde yiiksek oranda korunmus olan miR-24, insanda 9. kromozom
tizerinde lokalize 9922.32 (miR-24-1) ve 19. kromozom {iizerinde 19p13.12 (miR-24-2)
yer alir. Hem miR-24-1 hem de miR-24-2’nin olgun iiriinii miR-24 olarak ifade edilir.
(http://mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000123) miRNA'lar hiicre

proliferasyonu, apoptoz ve sinyal iletimi dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik fonksiyonlari
diizenler (151). Onceki calismalar miRNA'larm kardiyak hipertrofi (152), kalp yetmezligi
(153), miyokard iskemisi (154) ve reperfiizyon (155) dahil olmak iizere bir dizi hastaligin

patolojik siireglerine katildigini ileri stirmiislerdir.


http://mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000123
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Yapilan g¢alismalarda miR- 24'in vaskiiler endotelyal hiicrelere aracilik etmede
hayati bir molekiil oldugunu goéstermistir (156, 157). miR- 24- 3p'nin ¢esitli kanser
tiirlerinde hiicre biiylimesini ve metastazin1 diizenlemede 6nemli bir rol oynadigi

gosterilmistir (158, 159).

Ek olarak miR - 24- 3p, kardiyomiyositlerde iskemi / reperfiizyon hasarinda rol
oynar. Bununla birlikte, koroner kalp hastaliginda VSMC'lerde miR - 24- 3p'in islevi

aciklanmalar devam etmektedir (160).

Hiicre apoptozunda hayati roller oynayan, Bcl - 2 benzeri protein 11 (Bcl -
2L11; Bim), mitokondriden sitokrom ¢ salinimini indiikleyen Bcl 2 ailesinin pro -
apoptotik bir tiyesidir (161, 162). Yapilan calismalar Bel - 2L11'in hiicre biiylimesi ve
apoptozun biyolojik siireglerine aracilik ettigini bildirmistir (163). MikroRNA- 24- 3p
inhibisyonu, Bcl - 2 benzeri proteini hedefleyerek vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hiicre

biiylimesini onler (164).

mMiR-24 aracili regiilasyon modelinde, Aldoz rediiktaz yoluyla VWF’iin biyosentezi ve
sekresyonunun diizenlendigi bildirilmistir. Bu yolakta hiperglisemi aldoz rediiktaz enzim
aktivitesini arttirir ve endotel hiicrelerdeki ROS iiretimi artar. Artan ROS miktar
fosforile c-Myc / c-Myc oranini degistirir ve bu miR-24’i baskilar. miR-24’{in
baskilanmast vWF, Furin ve HRHI ekspresyonlarin1 arttirir. Boylece vWEF’iin
ekspresyonunu, Furin bagimli vWF olgunlagmasi ve histaminle diizenlenmis sekresyon

yolagi hiperglisemiyle koordineli olarak yukar1 yonde diizenlenir (165).

Yapilan arastirmalarda miR-24 inhibisyonunun miyokard enfarktiisii iizerine
koruyucu faydali terapotik etkileri oldugu gosterilmistir (166, 167). Ek olarak yapilan
caligmalarda miyokard enfarktiisinde miR-24 mimik tedavisinin iyilesmeyi sagladigini
bildiren farkli yayinlar da mevcuttur (168, 169).

VWF'nin hemostaz ve trombozdaki roli gbz Oniine alindiginda, diyabetik
trombotik hastaliklar icin miR-24 mimik, yeni bir miRNA bazli ilag olabilecegine dair

fikirler 6ne siiriilmiistiir (165).

Diyabetik fare modeli ile yapilan ¢aligma sonuglarina gore, miR-24'\in baskilanmasi,
VWF'de artmis ifadeye ve tromboz egilimine yol agabilecegi belirtilmistir. Ayrica aldoz
rediiktaz yolag iizerinde yapilan deneyler miR-24'tin vVWF biyosentezinde olgunlagma ve

salg1 asamasi gibi birden fazla olay1 diizenledigi gosterilmistir (170). miR-24 ile yapilan
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farkli bir ¢alismada diiz kas hiicre proliferasyonu ve vaskiilarizasyon ile ilgili olarak diiz
kas hiicrelerinde PDGF-BB reseptorii araciligiyla mekanizmasi lizerinde miR-24’iin
SMC’leri inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica yapilan ¢alismada apoptoz ve otofaji ile ilgili
olarak HMOX-1’in bu iki mekanizmayi indiikledigi bildirilmistir. Hipoksinin miR-24

ekspresyonunu arttirdigi yoniinde bulgular verilmistir (170).

2.2.4. miR-26
Insan genomunda 2.000'den fazla olgun miRNA vardir (http://mirbase.org/cgi-
bin/mature.pl?mature_acc=MIMATO0000123). miRNA'larin yaklasik% 401 bagimsiz

transkripsiyon birimleri arasinda bulunur (intergenik) veya protein kodlayan genlerin
intronik sekanslarinda ve intronik / eksonik kodlamayan RNA bolgelerinde (intronik) yer
alir (171, 172). intergenik miRNA genlerinin kendi promotorlari ve sonlandiricilari
vardir, oysa intronik MiRNA'larin ¢ogunlugu konake¢i genleri ile ayni transkripsiyon

elemanlarini paylasir (173).

2.2.4.1. miR-26 Aile Uyelerinin Genomik Lokalizasyonu

Insan ve fare miR-26 ailesi miR-26a-1, miR-26a-2 ve miR-26b'yi olusturur. miR-
26a-1, 3. kromozomda lokalizedir, miR-26a-2, kromozom 12'de lokalizedir, miR-26b ise
2. kromozomda lokalizedir. miR-26a-1 ve miR-26a-2 i¢in olgun miRNA ayni diziye
sahiptir, sadece olgun miR-26b digerlerine gore iki farkli niikleotid sekansina sahiptir
(173).

MiR-26 ailesi iiyeleri, karboksi terminal bolgesi RNA polimeraz II polipeptidinin
proteinlerini kodlayan genlerin intronlari igine yerlestirilir, bu aile CTDSPL, CTDSP2 ve
CTDSP1 igeren kiigiik bir fosfataz (CTDSP) ailesidir. Bu ailenin tiyeleri in vitro olarak
RNA polimeraz Il (RNAPII)’yi CDT’nin tizerindeki Ser-5’i defosforile ederek, ndronal
olmayan hiicrelerdeki néronal gen transkripsiyonunu inhibe ederek transkripsiyonel co-
represOr gibi negatif diizenleme fonksiyonu gosterirler (174). CTDSP ailesi ayrica

SMAD1 ve SMAD?2 / 3 igin fosfataz gorevi gorebilir (175, 176).

Fizyolojik kosullar altinda, miR-26 ailesi ve host genleri ayn1 anda ifade edilir.
Ek olarak, miR-26 ailesi ve konake1 genleri, G1 / S faz gegisini engellemek i¢in sinerjik
olarak hareket eder. karaciger, akciger, meme ve serviksten elde edilen kanser hiicresi
hatlarinda, Rb proteinini aktive eder. Ayrica, hiicre dongiisii ilerleme geni olan c-Myc,

hem miR-26'y1 hem de CTDSP'yi tiimor hiicre hatlarinda azaltir (177).


http://mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000123
http://mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000123
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2.2.4.2. miR-26 ve Endotel Hiicre Arasindaki iliski

miR-26a'nin endotel hiicre biyolojisindeki roliinii ve anjiyogenezle olan
baglantilarin1 gosteren calismalar mevcuttur. Endotel hiicrelerde (EH) anjiyogenez
sirasinda, pro- Ve anti-anjiyojenik faktorler arasinda ince bir denge vardir. Bozulmus EH
anjiyojenik tepkileri, genis bir hastaligin alevlenmesi ile iligkilendirilmistir (178). miR-
26 zayif kardiyovaskiiler fonksiyon ve sonuglari i¢eren hastalik durumlarinda (179)

diyabetik yara iyilesmesi (180) ve nérodejeneratif bozukluklarda ¢alisilmistir (181).

MicroRNA ailesi, miR-26, hiicresel biiylime, gelisme ve aktivasyonun temel
yonlerinin regiilasyonlarinda c¢esitli roller oynar. Yapilan g¢aligmalarda Kritik sinyal
yollarim1  kontrol ederek miR-26 ailesinin kardiyovaskiiler hastaliktaki rolii
arastirlldiginda, BMP / SMADL1 sinyali yolagini inhibe ederek ve endotel hiicre
biiyiimesi, anjiyogenez ve MI sonrasi etkileri gozlenmistir. MiR-26 ailesinin vaskiiler
dokular da dahil olmak tizere diger hiicre tiplerinde ortaya ¢ikan ¢alismalari diiz kas
hiicreleri, kardiyak fibroblastlar ve kardiyomiyositlerde ¢esitli kardiyovaskiiler onarim

mekanizmalari i¢gin miR-26'nin etkilerinin olabilecegi ¢alismalar mevcuttur (178).

Demans ¢esitlerinden biri olan AH patogenezinde miR-26b fonksiyonu
aragtirmak i¢in yapilan ¢aligmalarda miR-26b, heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile AH /
MCI'nin erken evrelerinde néronlarda yukari regiile edildigi gosterilmistir. miR-26b, Rb1
ekspresyonunu dogrudan baglayip azalttigi ve bu yolla E2F1'in baskilanmasina neden
olarak, hem hiicre dongiisii hem de pro-apoptotik gen hedeflerinin transkripsiyonunu

aktive ettigi yoniinde bulgular tartigilmigtir (182).

2.3. Demans

Halk arasinda bunama olarak da bilinen demans, etimolojik olarak Latincede
mens (zihin) s6ézciigiinden koken alan (demens), zihnin yitirilmesi anlamindadir. Bagka
bir deyisle demans, var olan zihnin sonradan yitirilmesi yani eriskin merkezi sinir
sisteminde hasar sonucu olusan zihinsel faaliyetlerdeki bozulma bigiminde ifade
edilebilir (183).

Genel anlamiyla demans unutkanligin 6n planda seyrettigi ve yanisira bu duruma
birgok bulgunun eslik ettigi bir sendrom tanimi olarak kullanilmaktadir. Bir zihinsel
bozulmanin demans olarak nitelendirilebilmesi i¢in, tanimina gore, dogal seyri geregi
hem kalict hem de siklikla ilerleyen bir sekilde seyretmelidir. Ayrica demans tanisi

konulabilmesi ig¢in hastada biling bulanikliginin olmamasi1 gerekmektedir. Premorbid
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seviyeye gore hastada zihinsel bir hasarin olmasi ayrica bu hasarin birden ¢ok alani
etkilemis olmas1 gerekmektedir. Bu alanlar, bellek, dil becerileri, konusma, gorsel
mekansal beceriler, dikkat, algilama ve problem ¢6zme yetenekleri, yiiriitiicii faaliyetler,
apraksi (6nceden bilinen belli hedefe ve amaca yonelik hareketleri yapamamasi durumu)
ve agnozidir (Hastanin dokundugu, gordiigii ve duyduklarini degerlendirememesi
durumu). Demans tanisi igin gerekli temel 6zelliklerden biri de, hastanin giinliikk yasamla

ilgili faaliyetlerinde 6nceki durumuna gore bozulmalarin meydana gelmesidir (183).

Tiim bu bilgilerle birlikte, “demans’’ eriskin MSS’de hasar olugsmasi sonucunda,
herhangi bir biling bulanikligi olmadan, birden ¢ok kognitif alanda bozulma olmasi,
bununla ilgili olarak giinliik yasamsal islerin eskisine gore daha koti diizeyde
stirdiiriilmesine sebep olan, dogal gidisati bakimindan siklikla ilerleyici ve kalict klinik
bir tablo seklinde ifade edilebilir (183).

Demansta gézlenen sendromlar beyinle alakali progresif dejeneratif hastaliklar ve
vaskiiler hastaliklarin bir sonucu olarak ortaya g¢ikar. Ayirict tanisinda, metabolik
sebeplerle olusmus kronik ensefalopati, hipoksi durumu ve travma degerlendirilip,
dikkate alinmalidir. Demansin tanimlanmasi amaci ile, bozulan gidisattan dolay: giinliik
yasam etkilenmis olmali, hastanin 6nceki durumlarina kiyasla kognitif faaliyetlerde diisiis
meydana gelmeli ve hafizanin bozulmasi ile birlikte birden ¢ok kognitif alanda (yiiriitiici

islevlerin bozulmasi, agnozi, afazi apraksi) bozulmalar gériilmelidir (183).
Demansin tiim tanimlar i¢in 3 temel bulgu gerekir:

1- Bireyin sosyokiiltiirel diizeyi ve yasindan beklenmeyecek seviyede ilerleyen

bir mental yikim veya bozukluk gériilmeli

2- Bubozulma sadece bir tek noropsikolojik defisit degil, kognitif fonksiyonlarin
coklu alanlarini ve bireyin kisiligi etkileyen (bellek, dil becerileri, dikkat ve

gorsel mekansal beceriler gibi) belirtiler gostermelidir.
3- Kiside biling bozuklugu bulunmamalidir.

2015 Diinya Alzheimer Raporu, diinya ¢capinda demans hastalarinin sayisinin her
20 yilda bir iki katina ¢ikacagmi tahmin ediyor. Onceki sistematik gdzden gecirmelerin
tam bir gilincellemesini gerceklestirerek, 2015 raporu demans konusunda eylem igin
kiiresel bir ¢gerceve saglamak i¢in kilit dnerilerde bulunmustur. Raporda ayrica, zaman

icinde demansin goriilme siklig1 ve goriilme sikligindaki son egilimlere kars1 ve bununla
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ilgili kanitlarin sistematik bir incelemesinin yani sira demansin daha genis toplumsal
etkisinin analizi de yer almaktadir. Bu rapora gore diinya genelinde 46 milyondan fazla
insanin demansla yasadigi, 2050 yilinda demansh kisi sayisinin 131.5 milyona ulasacagi

tahmin edilmistir (184).

2019 Diinya Alzheimer Raporu verilerinde, diinyada pek ¢ok iilkeyi kapsayan
biiyiik ¢apli bir anket yapilarak, vaka incelemeleri ve uzman denemeleri iizerine anketin
bulgular1 analiz edilmistir. Yapilan bu anketin sonuglarinin, 2019 yilinda farkindalik ve
stigma ¢evresinde tiim diinyada demansla alakali konusmalarin yeniden canlandirilip,
sekillendirilmesine yardimci olacagi, demansla ilgili farkindalik yaratilacagina dair

bilgiler yer almaktadir (185).

Yasglilarda hastaliklarin goriilme sikligi incelendiginde demansin 6. sirada yer
aldig1 goriilmektedir. Demans ¢esitleri igerisinde, AH’na bagli demans ilk sirada yer
alirken, sirasiyla vaskiiler demans, Lewy Cisimcikli Demans (LCD) ve Frontotemporal
demans (FTD) en yaygin demans ¢esitleri olarak yer alir. Demanslar, baslica primer ve

sekonder olarak siniflanirlar (183).

Primer grupta yer alan demansa yol agan ndrodejeneratif hastaliklar, biligsel
faaliyetlerin temelini olusturan limbik ve asosiyasyon bolgelerinde, ndéron ve sinaps
kaybina bagli olarak bu bdlgelerin islevini bozar ve dejenerasyona sebep olur. Siklikla
kendine 6zgii patolojik bulgu verir. Ornegin bu durum AH’da nérofibriler yumak ve senil
plaklar iken, LCD’da ise Lewy cisimcikleri ile kendini gosterir. Belli bir yayilim
asamasinda bu patogenez klinige demans olarak yansimaktadir. Yasanan norodejeneratif
stire¢, izole demans bigiminde gozlenebilir veya bu siiregte diger sistemler de
etkilenebilir. Primer demansin en sik nedeni Alzheimer Hastaligidir. Vaskiiler demans ise

sekonder demansin en sik rastlandigi demanstir (183).
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Tablo 2-4: Demans Hastaliklarinin Siniflandirilmast

Primer (Dejeneratif)

Alzheimer hastalig1

Lewy cisimcikli demans

Fronto-temporal demans
FTD-davranigsal varyant
flerleyici tutuk afazi
Semantik demans
FTD-ALS

Hareket bozukluguyla birlikte
Parkinson hastalig1 demansi
Kortiko-bazal dejenerasyon
Progresif supraniikleer paralizi
Huntington hastalig1
Multi-sistem atrofiler
Wilson hastalig1
Noroakantositoz

Prion hastaliklart

Creutzfeldt-Jacob hastalig

Gerstmann-Straussler-Scheinker hastaligi

Fatal familyal insomni
Cesitli pediyatrik demanslar
Kufs hastaligi
Metakromatik 16kodistrofi
Gaucher hastalig
Niemann-Pick hastaligi
Diger ender demanslar
Limbik demans
Poliglukozan cisimcik hastalig1

Avrjirofilik tahil hastalig1

Sekonder

Vaskiiler demans
Multi-infarkt demans
Binswanger hastalig1
Stratejik infarkt demanst
CADASIL

Normal basingl1 hidrosefali

Toksik-metabolik demanslar
Wernicke-Korsakoff hastalig
B12 vitamin eksikligi
Hipotiroidi
Kronik karaciger hastalig
Organik ¢oziiciilere maruz kalma
flaglar

Infeksiyonlar
Herpes simpleks ensefaliti
Norosifilis
Kronik menenjitler
HIV-demans kompleksi
Whipple hastaligi

Kafa i¢i yer kaplayict hastaliklar
Neoplastik durumlar
Subdural hematom

Otoimmun-inflamatuar hastaliklar
Multipl skleroz
Behget hastaligt
Paraneoplastik limbik ensefalit
VGKC ve NMDAR kanalopatileri
Graniilomatdz anjitis
Primer sinir sistemi vaskiiliti

NAIM sendromu

Bu tablo demansa sebep olan tiim nedenlerin siralanmasi amaglanmamustir. Biiyiik bir kisminin adi

geemekle birlikte asil amag primer ve sekonder demans kavramlarina aciklik getirmektir. Kisaltmalar:

VGKC: Voltaj kapili potasyum kanali; NMDAR: N-metil D-aspartat reseptorii; NAIM: Non-vaskiilitik

otoimmun meningoensefalit (183 nolu literatiirden alinmustir).
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Norodejenerasyon siireci, AH’de oldugu gibi limbik ve asosiyasyon alanlariyla
siirh kaliyorsa, izole demans veya agirlikli klinik tablo seklinde gdzlenir; bununla
beraber motor sistemin dejenerasyona dahil olmasiyla, Parkinsonizm de goriilen LCD,
Huntington hastaliginin belirtileri arasinda yer alan kore, olusan klinik tablonun agirlikli
bir pargasi olarak bazen demansin da 6niine gegen hareket bozukluklariyla ortaya ¢ikar.
Ortaya cikan klinik tabloya gore primer demanslar kendi i¢lerinde degerlendirildiginde,
ya primer izole demanslar veya motor bozukluklarla birlikte goriilen primer demanslar
seklinde siiflandirilabilirler (186).

Norolojik, psikiyatrik ya da sistemik bir hastaligin seyri esnasinda, mutad klinik
gosterilerinin yaninda demans da gozleniyorsa, olusan bu demans bigimi sekonder
demanslar adr altinda siniflandirilir. Sekonder demanslarin nedeni incelendiginde siklikla
bu nedeninin Vaskiiler Demans (VaD) oldugu gozlenmistir. Vaskiiler Demansa yol acan
sebepler arastirildiginda, biiyiik veya orta ¢apli serebral arterlerde art arda meydana gelen
tikaniklar (MID), stratejik lokalizasyonu olan tekli infarktlar veya hipertansif serebral
kiigiik damar hastaligi (Binswanger hastaligi) VaD’a yol agabilir (187). Noronlarin
normal sartlar altinda fonksiyonunu yapabilmesi i¢in gerekli olan, oksijenlenme seviyesi,
ekstraseliiler ortamdaki glukoz diizeyi, ortamin elektrolit dengesini veya hormonal
durumunu degistirebilecek herhangi bir metabolik veya sistemik bozukluk (diyabetes
mellitus, kronik obstriiktif akciger hastaligi, hipotiroidi, karaciger, kalp veya bobrek
yetmezligi) veya sinaptik iletimin bozulmasina yol agan terapétik amagli herhangi bir
ila¢ uygulamasi, gesitli diizeylerde agir metallere maruz kalinmasi durumunda toksik-
metabolik ensefalopati goriliir (188). Cogunlukla AKD olarak goriilen toksik-metabolik
ensefalopatiler, kimi zaman daha yavas seyreden bir tabloda demanla benzerlik
gosterebilirler. Inflamasyonla seyreden siireclerde drnegin (Primer MSS vaskiiliti, néro-
Behget sendromu, sistemik lupus eritamatosus, paraneoplastik limbik ensefalit,
graniilomatdz anjiitis), infeksiyoz hastaliklar (HIV, Herpes simpleks ensefaliti, Thc
meningoensefaliti, Lyme, norosifilis, Whipple, v.b), nérolojik hastaliklardan olan multipl
skleroz, kronik subdural hematom, primer ya da sekonder beyin tiimdrleri, normal
basingli hidrosefali gibi yer kaplayan lezyonlarin demansa yol agtiklar1 bilinmektedir
(188). Psikiyatrik hastalik grubunda yer alan ve ileri yaslarda goriilen yaslilik
depresyonu, agirlikli bigimde kognitif ve motivasyonel bulgulardan olusan bunun yani

sira afektif bulgularini gizleyen bir demans (kimi yazarlara gére psddo-demans) tablosu
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olarak ortaya ¢ikabilir. Primer demans sinifinda yer alan AH’na ait klinik tan1 koyabilmek
icin hastada sekonder demans olmamas1 gerekmektedir (189).

2.3.1. Alzheimer Hastahigi ve Alzheimer Tipi Demans

Alzheimer hastaligt (AH) en yaygin goriilen demans tiiriidiir ve tipik olarak
ilerleyici bir epizodik hafiza ve biligsel islev kaybiyla ortaya ¢ikar ve daha sonra apati,
saldirganlik ve depresyon gibi davranis bozukluklariin eslik ettigi dil ve gorsel yetenek
yetersizliklerine neden olur. Noronal sitoplazmada hiperfosforile edilmis tau proteini (P-
tau) iceren, hiicre disinda ¢oziinmeyen amiloid peptidi (APB) ve hiicre i¢i norofibriler

(NFT) plaklarin varligi, hastanin beyinlerinde belirgin patofizyolojik nedendir (190).

Alzheimer hastaligi 100 yildan daha uzun bir siire once, ilk defa 1906 yilinda
Alman psikiyatrist ve noropatalog Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmistir. 1901-1903
yillart arasinda 51 yasindaki Auguste Deter isimli hastayr klinik olarak takip eden
Alzheimer, 1906 yilinda hastasinin 6liimiinden sonra yapilan otopsi sirasinda serebral
korteksin normale gore incelmis oldugu tespit edildi. Ayrica giimiis boyama teknigi
kullanarak beynin néropatolojik incelenmesinde daha sonra amiloid plaklar olarak
isimlendirilecek miliyer odaklar1 ve ayrica daha sonradan norofibriler yumaklar ismini
alan intraseliiler fibril birikintileri belirleyerek hastanin beynindeki makroskobik ve
mikroskobik degisimleri tanimlandi. Bu sekilde Auguste Deter ile ilk kez tanimlanan
klinik olarak demans ile noropatolojik olarak NFY ve AP hala bugiin AH’nin ana

diyagnostik triadini olusturmaktadir (194).

Alzheimer, 3 Kasim 1906’da, Tubingen'deki Giineydogu Alman Psikiyatristler
Dernegi’nin 37. toplantis1 sirasinda hastanin klinik ve noropatolojik 6zelliklerini
bildirisinde sundu. Auguste Deter’e ait bilgiler arasinda hafiza kaybi, konusma ve

oryantasyon bozuklugu, haliisinasyonlar ve sanrilar bulunuyordu.

1913 yilinda L. Alzheimer’in hocas1 ve calisma arkadast ayn1i zamanda
sizofreninin isim babas1 olarak bilinen Emil Kraepelin, Psychiatrie: Ein Lehrbuch fiir
Studierende und Aerzte adli o doneminin en {inlii ders kitabinda 8. baskida bu c¢esit

olgular1 Alzheimer olarak tasfir etti (183).

1984 yilinda Glenner ve Wong [-Amiloid proteinin amino asit sekansini rapor

etmislerdir ve bu ¢aligma amiloid hipotezin baslangici kabul edilebilir (205).
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2.3.1.1. Alzheimer Hastahiginin Epidemiyolojisi

Alzheimer hastaligi (AH), diinya genelinde yaklasik 47 milyon Kkisiyi
etkilemektedir ve 2050 yilina kadar ti¢ kattan (~ 131 milyon) daha fazla artis gosterecegi
tahmin edilmektedir (184).

Gliniimiizde ortalama yagam siiresi uzadigi i¢in toplumlarda yasl niifusun oransal
olarak yilikselmesine paralel olarak demansin goriilme siklig1 artmaktadir ve 65 yas tistii
popiilasyonda goriilen demasin en sik nedeni Alzheimer hastalifidir. Tiim demans
olgularinin yaklasik % 65-70’ini olusturan AH’nin prevalansi 65 yas lizerinde % 6-10, 85
yas tizerinde olan kisilerde %30-45 dir (191). 60 yasindan sonra prevalans her bes yilda
bir iki katina ¢ikmaktadir. Prevalans pikine sekizinci dekatta rastlanir. AH kisilerin

yaklagik %43l 75-85 yas araligindadir (192).

Alzheimer hastalig1 ve diger demans (bunama) hastaliklari ilkemizde oldugu gibi
Ozellikle hizla yaslanan toplumlarda sik goriilen bir saglik problemidir. Tiirkiye
Alzheimer Dernegi 2019 verilerine gore Tirkiye'de yaklasik 900.000-1.000.000
demansli kisi bulundugu ve bunlarin yaklasik ti¢te ikisinine yakin bir kisminin(~ 600.000)
Alzheimer hastas1 oldugu belirtilmistir. Ulkemizde su an 65 yasinm iistiinde 7 milyon
kisinin oldugu ve bu sayinin hizli bir sekilde artacagi bildirilmektedir. Tiirkiye'de 2023
yilinda yaklagik her 10 kisiden bir kisi, 2050 yilinda da her 5 kisiden bir kiginin 65 yas
tistiinde olacagi tahmin edilmektedir.  Alzheimer hastalig1 erkeklere oranla kadmlarda
daha sik goriilmektedir (193).

2.3.1.2. Alzheimer Hastahiginin Patofizyolojisi

Alzheimer hastaligi (AH) ilerleyici demansa neden olan, kronik nérodejeneratif
hastaliklar grubunda, goriilme siklig1 ile ilk sirada yer almaktadir. Alzheimer hastaliginin
patogenezini agiklamak {izere yapilan ¢alismalarda daha ¢ok beynin kortikal ve limbik
alanlarinda, néronal hiicre disinda biriken ¢oziinmeyen B-amiloid peptid (AB) plaklari ve
hiperfosforile t-proteininden olusan hiicre i¢i norofibriler yumaklar (NFT) iizerinde
durulmustur (194).

Anatomopatolojik agidan AH, iki prototipik lezyonla karakterize edilir:

1) Hiicre dis1 lezyonlar olarak B-amiloid protein birikimi ¢ekirdeginden (Ap42)

olusan senil plaklar
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2) Fosforile tau proteininden (P-tau) olusan ve intrandronal bulgular olan

norofibriler yumaklar (195).

B-amiloid proteininin birikmesi ayrica kilcal damarlarda, damar duvar
bilesenlerinin dejenerasyonuna ve kan akisinin kotiilesmesine neden olabilir

(196).

AH, tipik olarak ilerleyen bir epizodik hafiza kaybi ve bilissel islevsellik ile
kendini gosterir, daha sonra dil ve gorsel yetenek eksilir. Bu tiir degisikliklere

¢ogu zaman apati, saldirganlik ve depresyon gibi davranig bozukluklar1 eslik

eder (197).

Vaskiiler ve fronto-temporal demans gibi diger nedenler harig, tipik hastalik
ozelliklerini karsilayan hastalar, olast bir AH tanisina sahiptir. Hastaligin
kesin tanis1 genellikle, yalnizca histolojik olarak nérofibrilerde dolasmay1 ve

senil plaklar1 géstermek olan postmortem inceleme ile gerceklestirilir (198).

Her ne kadar bu degisikliklerin biligsel diisiise yol a¢tig1 mekanizmalar hala
tartisilsa da, bu birikintilerin eksitotoksisite siireclerinden
[nOrotransmiterlerde norotransmitter reseptorlerinin - asirt  uyarilmasi],
kalsiyum homeostazinda, iltithaplanma ve noronal faktorler ile enerjinin
tilkenmesinden kaynaklanan ¢okiintiilere yol actigi diisiiniilmektedir (199).
Bu stirecin bir sonucu olarak, hafiza islemlerinde, 6grenmede ve diger biligsel
islevlerde yer alan néron ve sinapslarin zarari, yukarida bahsedilen biligsel

diistise yol agmaktadir (200).

Hastaligin patofizyolojisini agiklamaya yonelik yapilan arastimalarda bir ¢ok
hipotez ileri siiriilmiistiir. Bu hipotezlerden en ¢ok tizerinde durulan belli basli,
amiloid kaskad hipotezi, tau hipotezi, kolinerjik hipotez ve inflamasyon

hipotezi bigiminde siniflandirilabilir (201).

2.3.2. Amiloid Kaskad Hipotezi ve Amiloid Prekiirsor Proteini

1992'de Hardy ve Higgins'in hipotezi, ‘‘senil plaklarin ana bileseni olan amiloid
B proteininin (APP) birikmesinin, Alzheimer patolojisinin etken maddesi oldugu ve
norofibrilerde dolagmalarin, hiicre kaybinin, damar hasarinin ve demansin bu birikimin
dogrudan bir sonucu olarak takip ettigidir. ” (202). Bu sozler, ilk kez Alzheimer

hastaliginin patogenezinde ana olay olarak beyin parankiminde Amiloid beta peptitlerinin
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birikimini ortaya koyarak 1992'de amiloid kaskad: hipotezinin ortaya ¢ikmasina sebep

olmustur (203).

AMILOID KASKAD HIPOTEZI

APP metabolizmasi
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Sekil 2-9: Amiloid Kaskad Hipotezi
Dourlen, P ve ark.’lar1 (2019) makaleden degistirilerek alinmistir (204).

Amiloid prekiirsor proteini (APP), amiloid-f (APB) peptidinin olusumuna dahil
olmasi nedeniyle son 30 yildaki en yogun calisilan proteinlerden biri olmustur. AP
peptidi, birikimi ve hiicre dis1 toplanmasi senil plaklara neden olan APPmin ana
proteolitik tiirevlerinden biridir (206). Beyindeki bu plaklarin olusumu, AH’nin ana
histopatolojik 6zelligidir (207), ancak Down sendromu (208) veya travma ve beyin hasari

gibi diger norolojik durumlarda da ortaya ¢ikmaktadir (209).

AP peptidinin 6nciisii olmasinin yani sira APP'min kendisi de AH'nin patolojik
ilerlemesine katkida bulunuyor gibi goriinmektedir. APP genindeki mutasyonlar, AH
vakalarinin% 5'ini temsil eden ve erken yasta (65 yas Oncesi) karakterize olan genetik
gecisli erken evre AH'nin ortaya ¢ikmasi ile iligkilidir (210). Ek olarak, birkag¢ ¢alisma

APP'nin AH'nin hiicresel ve molekiiler degisiklik 6zelliklerini iireten, birkag¢ sinyal
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yolunun diizensizligine neden oldugunu gostermistir (211). Bununla birlikte, AH'nin
baslangicinda ve gelisiminde rol oynayan mekanizmalar hala iyi bilinmemektedir, ¢linkii
esas olarak APP'nin fizyolojik islevleri yeterince anlasilmamistir. APP, hem embriyoda
hem de yetiskin beyninde, ¢ok ¢esitli islemlerde roltinden dolay1r multimodal bir protein
olarak kabul edilir. Spesifik olarak APP, noral kok hiicrelerin ¢ogalmasinda,
farklilagsmasinda ve olgunlagmasinda kilit bir rol oynuyor gibi goriinmektedir. Ek olarak
APP, fonksiyonel olarak farkli aktif fragmanlar tlireten iki kanonik isleme yolu ile
islenebilir: bu islem sonucunda, ¢6ziliniir APP-alfa, ¢6ziiniir APP-B, amiloid-P peptid ve
APP hiicre igi C-terminal alan1 (AICD) olusur. Bu fragmanlarin ayrica, proliferasyon,
ndrogenez, gliogenez veya hiicre 6liimii stirecleri dahil olmak tizere sinir kok hiicrelerinde
cesitli fonksiyonlar1 modiile ettigi goriilmektedir. Bununla birlikte, bu etkilere katilan

molekiiler mekanizmalar hala belirsizdir (212).

APP multimodal bir protein olarak tanimlanmistir ve hiicre igi taginma, néronal
gelisim ve hiicre sinyalizasyon siire¢leri dahil olmak iizere genis bir yelpazedeki biyolojik
aktiviteyi diizenliyor gibi goriinmektedir (213). Bu fonksiyonlar, APP'nin proteolitik
islenmesinden kaynaklanan farkli pargalarin tiretimi ile ilgili olabilir. Bu fragmanlar
sadece AP peptidi degil ayn1 zamanda ¢6ziiniir APP-a (sAPPa), ¢oziiniir APP-$ (sAPPp)
ve APP hiicre i¢i C-terminal alan1 (AICD) dahil olmak {izere APP'nin amiloid olmayan

tiirevlerini de igerir (214).

APP'nin AH'nin patogenezine katilimi giderek artmaktadir, ancak bu proteinin
fizyolojik fonksiyonlar1 hala yeterince anlasilmamistir. Embriyoda APP ifadesi, sinir
sistemi gelisiminin erken asamalarinda yiikselir (215), bu proteinin sinir biiylimesi ve
olgunlagmasinda 6nemli bir rolii oldugunu gosterir (216). Spesifik olarak APP, noral kok
hiicrelerin (NSC'ler) ¢ogalmasinda, farklilagsmasinda ve olgunlagsmasinda kilit bir rol
oynuyor gibi goriinmektedir (217, 218). Yetiskin beyninde APP de ¢okea ifade edilir ve
yaralanma sonrasi aksonal biiylimenin diizenleyici bir proteini olarak roliinii de iceren
cesitli fonksiyonlar tanimlanmistir (219) ve noral progenitdr hiicrelerin (NPC)

cogalmasinda etkili olduklar1 gosterilmistir (220).

2.3.2.1. Amiloid Prekiirsor Protein Ifadesi
APP, APP disinda, amiloid Onciisii benzeri protein 1 ve 2'yi (sirasiyla APLP1 ve
APLP2) igeren kiiciik APP protein ailesine aittir. Hem APP hem de APLP'ler, N-

terminalinde biiyiik bir hiicre dis1 alana ve C-terminalinde kii¢tik bir hiicre i¢i alana sahip
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olan tek gecisli transmembran glikoproteinlerdir (221). Yiiksek yapisal homolojiye,
evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus amino asit sekanslarina ve APLP'lere benzeyen
veya benzer goriinen biyolojik fonksiyonlara sahip olmasina ragmen, APP, APP'nin
transmembran bolgesinde bulunan A peptidinin kodlama sekansini igeren ailenin tek

tiyesidir (216). Bu nedenle, APP, AH baglaminda daha kapsamli bir sekilde ¢alisilmustir.

Insanlarda APP, kromozom 21 (lokus 21g21.3) iizerinde bulunan tek bir gen
tarafindan kodlanir, 18 ekzondan olusur ve yaklasik 240 kb'lik bir mesafe igerir (222).

Insan APP ¢cDNA dizisi énce bir beyin dokusu kiitiiphanesinden klonlanmstir (223).
Memelilerdeki APP ailesi i¢ iiyeden olusur: APP, APP benzeri protein-1 (APLP1) ve
APP benzeri protein-2 (APLP2) (224).

Kromozom 21
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Sekil 2-10: APP’nin 21. Kromozomdaki Lokalizasyonu

Dawkins, E. ark. (2014), makaleden degistirilerek alinmistir (222).
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Kromozom 21 tizerindeki konumu nedeniyle, bir¢ok arastirmaci, APP geninin bu
ekstra kopyasina Down sendromlu kisilerdeki biligsel bozulma ve AH'nin erken
baslangicini iligkilendirmistir (225). Ek olarak yukarida tartisildig1 gibi APP genindeki
mutasyonlar (A673T mutasyonu hari¢) erken evre baslangich genetik gecisli AH'nin
goriinimii ile iliskilidir (226), ¢iinkii mutasyonlarin hemen hemen hepsi amiloidojenik
yolagi dolayisiyla AP peptidinin iiretimini tercih eder (227). Bu nedenle, APP geninin
seviyelerindeki ve dizisindeki modifikasyonlarin patolojik oldugu g6z 6niine alindiginda,

fizyolojik fonksiyonlar1 dogru beyin fonksiyonlar i¢in gerekli gibi goriinmektedir.

Transkripsiyon islemi ile ilgili olarak, APP mRNA'nin alternatif eklenmesi,
icerdigi amino asitlerin sayisi (639-770) ile tanimlanan yaklasik on farkli izoforma yol
acgabilir (228). Uretilen ana izoformlar APP695, APP751 ve APP770'tir; APP695,
agirlikl olarak merkezi sinir sisteminde (CNS) eksprese edilen izoformdur (229, 230).
APP mRNA's1 ve proteinin kendisi, sinir sistemi, kas, karaciger, bagisiklik sistemi,
akciger, bobrek ve tiroid bezi, dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli dokularda her zaman eksprese
edilir (231). Bununla birlikte, APP'nin farkli izoformlar1, farkli oranlarda ve farkl hiicre
tiplerinde ifade edilir. APP695, agirlikli olarak néronlarda eksprese edilen izoformdur,
APP751 ve APP770 ise agirlikli olarak periferik doku hiicrelerinde eksprese edilir. Glial
soy agisindan, in vitro calismalarda, astrosit ve mikroglial kiiltiirlerde APP'nin ii¢ ana
izoformunun ekspresyonunu belgelemistir (213). Bu nedenle, bu ifadelerin yeni
noronlarin rezervuarlarindaki rejeneratif kapasiteyi siirdiirmek i¢in hayati 6nem tasidigi

igin, APP ifadesini astrositlerde ¢calismak da 6nemlidir (232).

2.3.2.2. Amiloid Oncii Proteinlerin islenmesi

APP, genellikle endoplazmik retikulumda sentezlenir ve salgilama yolu boyunca
hiicre zarina taginir. Bu yol, genellikle glikoproteinlerin, ¢cok ¢esitli proteinlerin zarina
katlanmasindan,  translasyonundan  sonra  modifikasyonundan  ve  protein
translokasyonundan sorumludur (233). APP durumunda, fosforilasyonlar, N-
glikozilasyonlar, O-glikozilasyonlar, tirosin kalintilarindaki siilfatlar ve palmitolasyonlar

gibi translasyon sonrast modifikasyonlar, proteinin olgun formuna yol acar (228, 234).

Olgun APP olusumundan sonra, iki kanonik isleme yoluna yol agan sekretaz adi
verilen enzimlerle islenebilir. Bu yollar, islevleri spesifik ve bazi durumlarda karsit olan

farkli biyolojik olarak aktif proteolitik fragmanlar tiretir.
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Amiloidojenik olmayan yol hiicre zarinda meydana gelir ve AR peptidinin
tiretilmemesi ile karakterize edilir. Bu yolda, o-sekretaz, APP'yi A bolgesi iginde
parcalayarak olusumunu ve tOoplanmasini onler. Bu islem sAPPa fragmanim lretir ve
hiicre-dis1 ortama saliverir, C-terminal fragmani alfa'y1 (CTF83 veya C83 olarak da
bilinir) hiicre zarinda birakir. Daha sonra, gama sekretaz (y-sekretaz) enzimatik
kompleksi, ¢oziiniir peptit p3'i hiicre disi ortama ve AICD fragmanini sitoplazmaya
salivererek C83 fragmanini parcalamaktadir (235, 236). Iki kanonik isleme yolu olmasina

ragmen, amiloidojenik olmayan yolun fizyolojik kosullar altinda baskin olduguna dikkat

etmek onemlidir (237).
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Sekil 2-11: APP'nin Amiloidojenik Olmayan Yol ve Amiloidojenik Yol ile Proteolitik

Islenmesi
Chen, G. F. ve ark (2017), makaleden degistirilerek alimistir (238).

Ote yandan, amiloidojenik yol, AB peptidi iiretimi ile karakterize edilir. Bu yolda
B-sekretaz, APP'yi AP bolgesi disinda ayirir ve bu nedenle olusumu engellenmez. sec-
sekretaz SAPP fragmanini iretir ve hiicre dis1 ortama birakir, kalan C-terminal fragmani
B (C99 olarak da bilinir) hiicre zarinda kalir. Daha sonra sec-sekretaz enzimatik
kompleksi, C99 fragmanini pargalayarak AP peptidini hiicre dis1 ortama ve AICD
fragmanini sitoplazmaya birakmaktadir (235, 236). Bazi yazarlar, amiloidojenik yolun
endozomlarda yer aldigin1 ve bu hipotezin giderek daha fazla kabul edildigini 6ne

siirmiiglerdir (239). Bu bdlmeler, B-sekretaz aktivitesi i¢in optimal olan daha diisiik bir
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pH'a (daha fazla asidik) sahip olmalartyla karakterize edilir. Bu nedenle, APP'nin hiicresel
dagilimi, proteolitik islemesini etkiliyor gibi goriinmektedir. Amiloidojenik olmayan yol,
APP'nin hiicre zar1 i¢inde birikmesi tarafindan desteklenirken, amiloidojenik yol, APP,

klatrin aracili endositozun bir sonucu olarak endozomlarda biriktiginde tercih edilir (216).

Arastirmalar, ubiquitinasyon gibi translasyon sonrasi degisikliklerin APP
Klirensini ve islemesini etkiledigini, bunun clathrin aracili endositozunu inhibe ettigini ve
hiicre zarindaki varligmi arttirdigimi gostermistir (240). Bu nedenle, bazi yazarlar
ubiquitinasyonun farkli APP islemlerinde anahtar faktor olarak 6nemini vurgulamaktadir.
Bununla birlikte, APP'min ¢eviri sonrast modifikasyonlari, farkli sekretazlarin degisen

aktivite seviyeleri de sorumlu oldugundan, farkli islemlerinden yalnizca sorumlu degildir

(241).

Gozlenebilecegi gibi, APP proteolitik isleme, olduk¢a kontrollii ve modiile
edilmig bir islemdir. Bu nedenle APP ve APP'nin normal fizyolojik seviyelerinde
dengesizligi ve APP'nin tlirevlerinin diizenlenmesi, AH'nin baslangicinda yer alan ilk

amiloidojenik degisikliklerden biri olabilir (242).

Yukarida agiklanan kanonik islem yollarina ek olarak, APP ayrica kanonik
olmayan birkag yol iginde de islenebilir. N-sekretaz yolu (243), 6-sekretaz yolu (244) ve

meprin yolu (245) ek N-terminal tiirevlerinin bulundugu kesfedilmistir.

2.3.2.3. SAPPa, ve sSAPPB'nin Islevleri

SAPPa, APPnin amiloidojenik olmayan yolla proteolitik islenmesinden sonra
hiicre dig1 ortama salinan pargalardan biridir. Bu isleme yolu baskin olarak fizyolojik
kosullar altinda meydana gelir ve bircok yazar sAPPa fragmanini noroprotektif ve
norotrofik fonksiyonlarla iliskilendirir (246, 247, 248). sAPPB, APPmin proteolitik
islenmesinden sonra hiicre dis1 ortama salinan bir baska fragmandir, ancak bu durumda
daha sonra AP peptidi amiloidojenik yolla serbest birakilir. Bu isleme yolu ile ilgili
olarak, ¢ogu calisma AP peptidinin islevlerini kesfetmeye odaklanmistir, ancak

sAPPf'nin iglevleri hala tam olarak anlagilmamistir (249).

SAPPa ve sAPPB'nin spesifik rolleri belirsizligini koruyor. Bir¢ok ¢alisma, in
vitro ve in vivo olarak NPC'lerin ¢ogalmasinda sAPPa'nin roliinii géstermistir (250, 251,
252). Buna karsilik, SAPPP, sAPPa'ya gore es molar bir konsantrasyonda kullanildiginda,

in vitro veya in vivo olarak NPC'lerde ayni proliferatif etkiyi ortaya ¢ikarmiyor gibi
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goriinmektedir (253). Son arastirmalar, APP'nin ¢6zilinlir formlarinin, in vitro bireysel
norosferlerin olusumunu nasil arttirdigini, fakat MGK'lerin biiylimesini baskilayarak
boyutlarini nasil azalttigin1 gostermektedir. Benzer sekilde, aym1 yazarlar, APP'nin
¢Oziinebilir formlarinin yetigkin farelerin subventrikiiler zonundaki hiicre sayisini kontrol

ederek NSC'lerin biiylimesini negatif olarak diizenledigini belirlemistir (254).

NSC / NPC'lerin proliferatif diizenleyicileri olarak muhtemel rollerin yani sira,
insan embriyonik kok hiicrelerinin noronal farklilasmasinda sAPPa ve SAPPf
fonksiyonlarinin islevleri de tarif edilmistir (255). Hiicre fate spesifikasyon islemlerinde,
gliogenezi tesvik eden ve insan NSC'lerinin ndrogenezini baskiladiklar1 gosterilmistir
(256). Ayrica, indiikklenmis pluripotent kok hiicrelerden tiiretilen noronlarda ve
astrositlerde yliksek sAPPa salgilar tespit edilmistir, hiicre farklilagsmasi siirecinde 6nemi

ortaya konulmustur (257).

Son zamanlarda, SAPPo fragmaninin yetiskin fare beynindeki sinaptik
plastisitesini, omurga yogunlugunu ve bilisini modiile eden ¢esitli sinaptik fonksiyonlar1
diizenledigi de tarif edilmistir. Bununla birlikte, bu etkiler sAPPPB fragmani ile
cogaltilamaz (258).

Her iki ¢oziiniir fragmanin fizyolojik fonksiyonlar:1 hala iy1 anlasilmadigindan,
AH semptomlarindan bazilarinin, 6rnegin sSAPPa seviyelerinde bir azalma veya SAPPa /
SAPPB oranmin degigsmesi sonucu meydana gelen fonksiyonel degisikliklerden
kaynaklanip kaynaklanmadigi bilinmemektedir. Bu nedenle, APP islemesi sirasinda
hiicre dis1 ortama salgilanan her iki ¢oziiniir parganin fizyolojik fonksiyonlarini bilmek

onemlidir (259).

2.3.2.4. AP Peptidinin Fonksiyonlari

AP peptidi amiloidojenik yoldaki y-sekretaz boliinmesinden sonra hiicre dist
ortama salinir ve farkli toplanma durumlarinda bulunabilir. Monomerik AP peptitlerinin
oligomerler olusturmak iizere toplandigi bilinmektedir, bu da daha sonra AH'deki yaslilik
plaklarinin bir pargasi olan fibriller olusturmak i¢in toplanabilmektedir. Bu farkli
toplanma durumlarinin, artan monomerik AP peptit konsantrasyonuyla {iretildigi ve
bunlarin, beyinde ¢esitli etkiler yarattigi gosterilmistir (274). Son kanitlar, oligomerik ve
fibriller formlarindaki A peptitlerinin, AH'de nérodejenerasyonun ana nedeni oldugunu

desteklemektedir, ¢iinkii bu toplama durumlari en toksiktir (260, 261, 262).
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AP peptidinin toplam durumu, islevselligini etkileyen tek faktor degil, aym
zamanda izoformudur. C99 fragmaninin ¢oklu bolgelerde y-sekretaz ile islenmesi, ana
AP izoformlari, A40 ve Ap40 (40 ve 42 peptidleri) 'e daha da bdliinen 43, 45, 46, 48, 49
ve 51 amino asitli bolinme fragmanlart olusturur. amino asitler, sirasiyla (214).
Toplanma durumlarinda oldugu gibi, farkli AB peptid izoformlarinin fonksiyonel olarak
cesitli oldugu, daha uzun A peptidlerinin (AB42 ve A43'lin) daha toksik oldugu ve kendi
kendine toplanmaya yatkin oldugu, diger taraftan AP40'm gboz Oniine alinabilecegi

aciklanmistir. AB40 anti-amiloidojenik ve hatta néroprotektifdir(263).

Daha 6nce tarif edilen patolojik fonksiyonun yani sira monomerik AB40 ve AB42
peptidleri saglikli bireylerin beyinlerinde ve beyin omurilik sivisinda bulunur, bu ikisinin
de fizyolojik olarak aktif bir islevi oldugunu gosterir (264). Yapilan ¢alismalarda yakin
zamanda monomer AB42 peptidinin (1 uM konsantrasyonda), nérojenezi etkilemeden,
ozellikle ¢ogalan glial prekiirsor havuzunun arttirtlmasinin insan NSC'lerinin gogalmasini
destekledigini gosterilmistir(265). Hem fare NSC'lerinde hem de sigan NPC'lerinde de
benzer etkiler tanimlanmistir, burada monomerik Ap42 peptidi (1.5 uM konsantrasyonda)
ile tedavi, bu hiicrelerin proliferasyonunu ve gliogenezini, ndronal farklilagsmay1 tesvik

eden monomerik AB40 peptidinin aksine saglar (266, 267).

Ek olarak, bu proliferatif etki ayrica, hiicre sayisim1 6nemli 6lgiide artirabilen
yiiksek konsantrasyonlarda (10 uM) AB42 peptidinde fare NSC'lerinde de tarif edilmistir
(268). Bununla birlikte, yakin zamanda yapilan ¢aligmalar, 10 uM konsantrasyonunda
ApB42 peptidinin proliferasyonu tehlikeye soktugu ve fare NSC'lerinin ndronal
farklilasmasini bloke ettigi durumun tersini géstermistir. Muhtemel bir agiklama, yiiksek
konsantrasyonlarda (10 uM), monomerik AP peptitlerinin, proliferasyonunu azaltan,
oligomerik durumunda Ap42 peptidli insan NSC'lerinde yapilan calismalarda gozlenen
etkilere benzeyen oligomerler olusturmak iizere toplanabilecegi olabilir. glial farklilagsma

ve bu hiicrelerin go¢ kapasitesini baskilamaktadir (269).

2.3.2.5. AICD'nin Islevleri

Diger proteolitik fragmanlarin aksine, AICD her iki kanonik isleme yolunda y-
sekretaz ile ayrildiktan sonra sitoplazmaya salinir. Bununla birlikte, AICD fragmaninin
sadece amiloidojenik yoldan geldiginde transkripsiyonel olarak aktif oldugu

gortilmektedir (230, 270). AICD'nin AH'in patolojik gelisimine katilimi genis bir sekilde
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belgelenmistir ancak niikleer sinyallesme, transkripsiyonel diizenleme, apoptoz ve DNA

onarimindaki fizyolojik rolii hala tartismalidir (211).

Ap peptidi gibi, icerdigi amino asitlerin sayisina gore AICDS59, AICDS57,
AICDS51, AICD50 ve AICD31 dahil olmak iizere birgok AICD izoformu tarif edilmistir
(211). AICDS57 / 59 izoformlarinin, y-sekretaz boliinmesinden kaynaklanan AB40 / 42
fragmanlarina karsilik geldigine dikkat edilmelidir, ancak tespit edilen izoformlar esas
olarak site-bolgesinde (rov-bolgesinde sekretaz klevajindan kaynaklanan AICD50 / 51
fragmanlaridir) (271, 272). Site-yerindeki boliinme, Notch reseptorlerinde y-sekretazin
neden oldugu boliinmeye benzer ve bu, Notch hiicre igi C-terminal domeninin (NICD)
olusumuyla sonuglanir (273). Bu nedenle, bir¢ok kisi AICD'nin NICD pargasina benzer

bir transkripsiyonel diizenleme fonksiyonuna sahip olduguna inanmaktadir (274).

AICD'nin sitoplazmada par¢alanmadiginda, APP'in kendisi, GSK3B (glikojen
sentaz kinaz 3f3; serine / dahil olmak {izere bir¢ok genin ekspresyonunu diizenleyen Fe65
ve Tip60 ile transkripsiyonel olarak aktif bir kompleks olusturabildigi tarif edilmistir. Tau
proteininin hiperfosforilasyonu ile iligkili treonin kKinaz (275), PTCH1 (Ptchl, protein
yamal1 homolog 1; Shh ligandlarinin yoklugunda sonik kirpi (Shh) sinyalini baskilayan
reseptor) (276). ), STMNI1 (stathminl; mikrotiibiillerin dengesini bozarak mikrotiibiil
dinamiklerini diizenleyen fosfoprotein) (277), NEP (neprilysin; AB peptidini bozan
metaloproteaz) (278), TP53 (p53; timor supresor proteini) kaspaz aktivasyonu ile
apoptotik hiicre 6limiinii indiikleyen) (279) ve SOX2 (SRY-box2; embriyonik gelisimi

ve hiicre kaderinin tayinini diizenleyen transkripsiyon faktoriidiir (280).

SAPPa ve sAPP'den farkli olarak, AICD, fare NPC'lerinin in vitro ¢ogalmasini
engelliyor gibi goriinmektedir. Bazi yazarlar, AICD'nin, Shh sinyal yolunu ve hiicre
boliinmesini engelleyecek olan PTCH1 promotoriiniin transkripsiyonel diizenlemesini
aktive ettigini gostermektedir (276). Ek olarak, AICD'nin neden oldugu proliferatif defekt
ayrica hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve sinyalleme sinyallerini baglatan SOX2 (280)
veya EGFR (epidermal biiyiime faktorii reseptorii) iizerindeki negatif transkripsiyonel
regiillasyondan da kaynaklanabilir (281). Insan NSC'lerinde yapilan ¢aligmalar,
AICD'nin, nérojenezde yer alan ¢oklu genlerin ekspresyonunu bastirmaktan sorumlu olan
bir mikroRNA olan miR-663"in pozitif transkripsiyonel regiilasyonu yoluyla bu

hiicrelerin noronal farklilasmasini baskiladigini gostermistir (282).
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Islev kazanma c¢alismalari, APP'min insan KHD'lerinin farklilasmasinda,
gliogenezi ve ndérogenezi dnleme konusunda olast bir ikili rolii oldugunu gostermektedir.
Bu etkilere, AICD fragmani aracilik edebilir, ¢ilinkii sonuglar APP'yi asir1 eksprese eden
hiicrelerde niikleer diizeyde bu fragmanin yiiksek seviyeleri gosterilmistir (218). Ek
olarak, yiiksek AICD seviyelerine GSK3B de dahil olmak iizere bir¢ok hedef geninin
yiiksek ekspresyon seviyelerinin eslik ettigi gézlenmistir. Bu nedenle, AICD fragmaninin
GSK3B'in transkripsiyonunu diizenleyen ve ndron olusumunu azaltan insan

MGK 'larindaki farklilagsma siirecinde yer alabilir (218).

flging bir sekilde, AICD'nin proliferasyon ve ndrojenez siirecindeki etkilerinin,
NS-sekretaz aktivitesinin bloke edilmesi ve bdylece AICD olusumunun fare NSC'lerinde
inhibe edilmesi suretiyle tersine ¢evrilebilecegini gostermistir (283). NSC / NPC'lerde
hiicre proliferasyonunu ve norogenezini etkilemesine ragmen, AICD, hem TP53 gibi
proapoptotik genlerin pozitif transkripsiyonel regiilasyonu hem de AICD31 fragmaninin
iretilmesiyle, proapoptotik genlerin transkripsiyonel diizenlenmesi ile apoptoz ile

iliskilendirilmistir ve apoptotik hiicre 6liimiine katkida bulunur (284).

2.3.3. Alzheimer Hastahg ile iliskili Genetik Faktorler

Alzheimer hastaligi, ilk semptomlarin baslama yasma gore siniflandirilabilir.
Erken baslangicli AH, 65 yasin altindaki bireyleri etkiler ve AH vakalarinin yaklagik%
4-6'sin1 olusturur, ge¢ formdaki AH 65 yas ve istli bireyleri etkiler. Semptomlarin
baslama yasinin yani sira, AH'nin erken ve ge¢ formlar1 diger klinik, néropsikolojik,

noropatolojik ve ndrogoriintilleme degiskenlerinde farklilik gosterir (285).

Erken AH genellikle APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerindeki (sirasiyla amiloid
oncii protein, presenilin 1 ve presenilin 2 genleri) mutasyonlara bagli olarak ortaya
cikarken, ge¢ form AH esas olarak APOE genindeki (apolipoprotein E geni) ozellikle €4
alelin varlig bir polimorfizmle iliskilidir (286, 287).

APP geninde (21921 kromozomunda bulunur) 30'dan fazla baskin mutasyon
bulunmustur ve erken baslangigli otozomal dominant AH vakalarinin yaklasik % 15'i ile
iligkilidir. PSEN1 genindeki mutasyonlar (14924.3'te bulunur) erken baslangichh AH
vakalarmin % 80'i ile iligkiliyken, vakalarin % 5'i PSEN2 mutasyonlar1 (1q31-g42'de
bulunur) ile iligkilidir (288). APP gen mutasyonlarinin yan1 sira PSEN1 mutasyonlarinin
cogu, AP 42 artan ekspresyonu, AP 40 azalmasi veya her ikisi ile AP 42/ AB 40 oraninda
bir artisa yol agar. Bu diizensizlik, amiloidojenik kaskadi1 destekleyen beyin dokusunda
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erken AP birikimini desteklemektedir (289). Campion ve ark. tarafindan gosterildigi gibi
erken baslangigli AH patogenezinde rol oynayan APP, PSEN1 ve PSEN2 disinda baska

genler olduguna inanilmaktadir (290).

Apolipoprotein E (ApoE), kromozom 19 {izerinde bulunan APOE geni tarafindan
kodlanan lipid metabolizmasinda, farkli frekanslarda (€2:% 5-10, €3:% 65-70 ve €4:%
15-20) rol oynayan bir proteindir. Corbo ve Scacchi (1999) tarafindan yapilan bir ¢alisma,
farkl1 popiilasyonlar arasinda APOE alel dagiliminda biiytik bir degiskenlik oldugunu ve
bazi Amerikan yerlilerinde ua2 frekansinin Papuans'ta 0.145'e kadar degistigini
gostermistir (291). Yazarlar tarafindan elde edilen € 4 frekans 0.052 (Sardunyali) ile 0.407
(Pigmeler) arasinda degismektedir. All4 alleli ge¢ baslangicli AH i¢in ana risk faktoriidiir.
Heterozigotlukta €4 varligit AH gelisme riskini 3 kat arttirirken, homozigotta risk 12 kat
artar. Tersine, €2 alel varligt AH gelismesi riskini azaltir (292, 293).

ApoE ile AH arasindaki iligkinin nedenleri heniiz tam olarak anlasilamamasina
ragmen, baz1 mekanizmalar 6nerilmis ve klinik ve in vitro ¢alismalarda tutarli sonuglar
sunulmustur. Bu c¢alismalar arasinda bazilari, apoE'nin AP peptidine baglanabildigini
gostermektedir. ApoE4 izoformu fibrillerdeki polimerizasyonunu ve birikmesini tesvik
eden AP peptidine baglanirken, apoE2 ve apoE3 formlar1 bu peptidin klerensini artirmada
daha etkilidir ve beyin dokusunda birikmesini azaltir (234). ApoE'nin noéroprotektif
etkileri vardir ve apoE2 ve apoE3'lin apoE4'ten daha 1y1 performans gostermesiyle néron
gelisimi tizerinde etkili olabilir. Ek olarak, proteazla iiretilen apoE fragmanlarinin ndronal
yaralanmaya yol agabilecek ve AP peptit birikimini destekleyebilecek toksik etkileri
oldugu gézlenmistir (294, 295).

2.3.4. Alzheimer Hastahg ve Trombosit Tliskisi

Yaslt popiilasyonda, Alzheimer hastalig1 yaygin bir ndrodejeneratif bozukluktur
ve tiim demans vakalarinin yaklasik % 70'ini olusturur. Bu hastaligin ndrodejeneratif
siirecleri muhtemelen 20 y1l 6nce baslar. Alzheimer hastalagina ait belirtilerden biri olan
senil plaklar B-amiloid peptitten olusur. B-amiloid protein, amiloid dncii proteininin
enzimatik islenmesi ile olusmaktadir ve bu peptit sadece beyin dokusunda degil, ayni

zamanda noronal olmayan diger dokularda da bulunur (296).

Insan kan dolasgtminda bulunan beta-amiloid peptitin birincil kaynag:

trombositlerdir, dolasimdaki amiloid 6ncii proteinin ~ % 90’1 trombositler tarafindan



54

tiretilir (297) ve bu salgilanan peptitler Alzheimer hastalarinin senil plaklarinda bulunan
yapilarla benzerdir (298).

Aragtirmalar trombositlerin amiloid 6ncii proteine Ve bu 6ncii proteinin islenmesi
igcin gerekli olan tiim enzimatik mekanizmalara sahip oldugunu bildirmistir. Beyinde
bulunan amiloid Oncii proteinin enzimatik iglenme yolaklari ve bu proteinin
metabolizmasi i¢in gerekli enzimler ile trombositlerdeki islenme mekanizmasi aynidir.
Bu 6zelliklerinden dolay1 trombositler, Alzheimer hastaliginin bu yolakla ilgili molekiiler

mekanizmalarini arastirmak ic¢in iyi bir periferal 6rnek olabilir (299).

Alzheimer Hastalig1 ve vaskiiler hastaliklar arasindaki ¢ift yonlii korelasyonlar
bulunmaktadir ve AH gelisiminde noronal olmayan hiicreler ve ekstrandronal A peptit
tiretimi i¢in Onemli bir role isaret etmektedir. Hemostaz ve trombozdan sorumlu aniikleer
hiicreler olan dolasimdaki trombositler, vaskiiler hastaliklar ve AH arasindaki baglantiy1
aragtirmak ig¢in iyi bir adaylardir. Trombosit alfa (o) graniillerinde yiiksek
konsantrasyonlarda amiloid protein prekiirsoriinin -~ bulundugu ve trombosit

degraniilasyonundan sonra kana salindigi iyi bilinmektedir (300).

Alzheimer Hastalarindan izole edilen trombositlerde yapilan arastirmalarda,
azalmis amiloid protein prekiirsor orani, alfa-sekretazdan [-sekretaza gegis,
amiloidojenik isleme ile sonuglanan aktivite ve bunun sonucunda artmis trombosit
aktivasyonu gozlenmistir. Alzheimer hastaliginda goriilen damar hasari, trombosit
aktivasyonuna ve degraniilasyonuna yol agabilir. Trombositler damar duvari boyunca

dolagarak damar hasarina derhal miidahale ederler (296).

Trombositler esas olarak APP izoformlar1 751 ve 770'1 eksprese eder. Bu
izoformlar, pithtilagsma kaskadi dahil olmak tizere serin proteazlari inhibe ettigi bilinen 56
amino asit uzunlugunda Kunitz tipi serin proteaz inhibitorleri alan1 KPI igerir (301, 302).
Ek olarak, trombositler APP metabolizmasindan ve Ap peptidlerinin iiretilmesinden

sorumlu tiim enzimatik makineleri ifade eder (303, 304).
Trombositler, amiloid olusum mekanizmasinda noéronal hiicreler ile ortak
ozellikleri paylagtigi i¢in, amiloid mekanizmas: ile ilgili noronal patolojilerin

incelenmesinde kullanilabilir (305).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgular

3.1.1. Cahsmaya Ahnma Olgiitleri

Calismamiz .U Istanbul Tip Fakiiltesi Noroloji poliklinigine basvuran,
radyodiyagnostik MR goriintiileme teknigi ile saptanabilen, vaskiiler bozukluklari,
demiyelizasyon ve glioliz gibi norodejeneratif hasarin diizeyini gosteren, (fazekas 0-1 ve
fazekas 2-3 skorlamasina gore) cesitli diizeylerde ak madde dejenerasyonu olan, ¢alisma
kriterlerine uyan 43 kisilik Alzheimer tipi demans hasta grubunda ve birinci derece
akrabalarinda herhangi bir ndérodejeneratif hastaligi bulunmayan, 45 saglikli goniillii
bireyde gerceklestirildi. Calisma kapsaminda trombosit fonksiyonlarinin endotel ile olan
iligkisini  protein diizeyinde arastirmak ve bu proteinlerin aktivasyonunun
diizenlenmesinde etkili olabilecegini diisiindiiglimiiz miRNA’larin bu yolakta hastalikla,

calistigimiz protein diizeyleriyle ve trombosit fonksiyonlariyla olan iligkisini aragtirdik.

Calismamiz kapsaminda trombosit fonksiyonlarini, invitro ADP uyarani
aracilifiyla lumiagregometre cihazinda calisarak, sonuglar1 egim ve % amplitiid
cinsinden hesaplayarak degerlendiridik. Trombosit fonksiyon deneylerimiz Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Protein
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Calistigimiz hastaligin endotel ile olan iligkisini
protein diizeyinde arastirmak i¢in belirledigimiz 2 adet proteinden, Glikoproteinlb ve von
Willebrand Faktér diizeylerini ELISA yontemi ile tespit ettik. ELISA deneylerimiz
Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Beyin ve Norodejeneratif Hastaliklar Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.
Yine ayni laboratuvarda Glikoproteinlb aktivasyonunun diizenlenmesini molekiiler
diizeyde arastirmak icin bu yolakta etkili olabilecegini diisiindiigiimiiz mir26a-5p, von
Willebrand Faktor’ii molekiiler diizeyde arastirmak i¢in mir24-3p miRNA’larinin
seviyelerini incelemek iizere total RNA izolasyonu ardindan cDNA sentezlenmesi ve
gRT- PCR deneylerini gerceklestirdik. Calismada housekeeping miRNA primeri olarak
mirl6-5p’yi kullandik.

3.1.2. Calismadan Dislanma Olgiitleri
Dislama kriterleri, Alzheimer tipi demansi olmayan demans hastalari, MR

sonuglar1 degerlendirmesine gore kriterlere uygun olamayan hasta ve kontroller calisma
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dis1 brrakilmistir. Trombosit fonksiyon testleri i¢in hasta ve kontrol gruplarinda asetil
salisilik asit (ASA), antiplatelet veya antikoagulant kullanan bireyler ayri bir grup

olusturularak incelenmistir. Aktif inflamatuar hastaligi olanlar ¢calisma dis1 birakilmastir.

3.2. Calismada Kullanilan Yontemler

Diiz, sitrat ve EDTA’ll olmak {izere toplam 3 tiip kan alinarak, trombosit
fonksiyonlar1 lumiagregometre ile, trombosit ve endotel arasindaki aktivasyonu saptamak
icin glikoproteinlb (Gplb), von Willebrant Faktor (vVWF) diizeyleri ELISA yontemi ile,
miRNA seviyeleri kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile

calisild.

3.2.1. Trombosit Fonksiyon Tayini icin Lumiagregometre ile Trombosit Agregasyon
Testi

Hasta ve kontrol guruplarina ait periferik kan 1/9 oraninda % 3.8°1ik sodyum sitrat
ile karistirildi. 750 RPM ’de 15 dak. santrifiij edilerek iist fazdaki trombositten zengin
plazma (TZP) ayrildi. Kalan kisim 3000 RPM’de santrifiij edilerek trombositten fakir
plazma (TFP) hazirlandi. TFP’dan 495 pl alinarak Lumiagregometri (Lumiagregometri
Chronolog 500 USA cihazi kullanildi) cihaza uyumlu cam kiivetin igerisine konularak
cihazin referans boliimiine yerlestirildi. TZP’dan ise 500 ul alinarak diger bir cam kiivete
konulur ve cihazin 37 C ‘lik inkiibasyon bdliimiine yerlestirildi. TZP 37 C de 3 dakika
inkiibasyondan sonra referans boliimiiniin karsisindaki optik dansite okuma bdliimiine
yerlestirilerek deney baslatildi. TFP’ya gore daha bulanik ve koyu goriinen TZP’nin i¢ine,
1uM konsantrasyonda 5 ul ADP (Chronolog ADP kullanildi) eklenerek trombositlerin
uyarilmast saglandi. Uyarilan trombositlerin sekresyon (egim) ve sekil degistirerek
akabinde olusturduklart agregasyon (% amplitiid) fazlari ayri ayri degerlendirilerek
hesaplama yapildi. Bulanik bir siispansiyon olan TZP’nin i¢inde ne kadar ¢ok agregat
olusursa rengi o kadar agilir ve 151k gecirgenligi artar. Gegirgenlikteki artis indirekt olarak
agregatlar olustugunu, dolayisi ile trombosit fonksiyonunun artmis oldugunu gosterir.
Optik agregometri yontemi halen giinlimiizde altin standart olarak kabul edilmesine
ragmen, kan oOrneklerinin hazirlanmasinda giigliikler, tetkik prosediirii bakimindan
yiiksek oranda testi yapan kisiye bagimli olusu nedeni ile zor uygulanabilen bir

yontemdir. Bu sebeblerden dolay1 ¢ok yaygin olarak kullanilamamaktadir (306).
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3.2.2. ELISA Yontemi

3.2.2.1. Glikoprotein 1b (CD42b) icin ELISA Protokolii

RayBio Human CD42b ELISA Kit kullanild:.

Reaktiflerin hazirlanmast:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ve drnekler oda sicakligina (18 - 25°C) getirildi.

Yikama Soliisyonu: 20 ml Wash Buffer Concentrate (20X) gozle goriilen
kristaller igeren soliisyon, ¢oziilene kadar oda sicakliginda hafifce karistirildi.
Sonrasinda (20X) Concentrate Wash Buffer, distile su ile karistirilarak (1X)
Yikama Soliisyonu 400 ml olacak sekilde hazirlandi. 4°C’de 30 giin boyunca

saklandi.

Assay Diluent B Buffer: Assay Buffer B Concentrate (5X) distile su ile
karigtirllarak 1X Assay Diluent B Buffer olacak sekilde hazirlandi. 4°C’de 30 giin
boyunca saklandi.

Biotin-Conjugate: 1:100 oraninda Assay Diluent B Buffer (1X) ile sulandirildi.
Sonrasinda Biotin-Conjugate, Assay Diluent B Buffer (1X) ile 80 kat

sulandirilarak hazirlandi. Diliisyondan sonra 30 dakika igerisinde kullanild.

Streptavidin-HRP: 1:600 oraninda Assay Diluent B Buffer (1X) ile sulandirilarak

hazirlandi. Diliisyondan sonra 30 dakika igerisinde kullanildi.

Standartlar: Standartlar liyofilize oldugu i¢in hazirlanmadan 6nce sulandirildr ve
10-30 dakika bekletildi. 8 tane standart tiipii hazirlandi. Standartlar 1:2,5 oraninda
sulandirildi. Her tiipe 300 pl Sample AssayDiluent C konuldu. 1. tiipe 600 pl
sulandirilmig standarttan konuldu. Daha sonra 1. tiipten 200 pl alinip 2. tiipe

aktarildi. Bu sekilde her tiip i¢in devam edildi.



200ul 200l 2004 2004l 2004l 200yl
Zero
Std1 Sta2 Sta3 Std4 Std5 Std6 std7 ﬂ o
egl‘l“?:; It%?oir 300 i 300 l 300 4l 300 4l 300 pl 300 pl ﬂ 300 l
3.200 1.280 0.512 0.205 0
Conc. ||50 ng/mlf| 20 ng/ml || 8 ng/ml ng/mi ng/mi ng/ml ng/ml ﬂ ng/mi

Sekil 3-1: Glikoprotein 1b (CD42b) i¢in ELISA Protokolii

(https://www.raybiotech.com/?subcats=Y &pcode from_q=Y &pshort=Y &pfull=N&pname=Y &pkeywor

ds=Y&search performed=Y &match=all&cat search=Y &cid=0&g=CD42b&dispatch=products.search)

Sekil 3-1¢ ait ilgili link adresi seklin altinda verilmistir

1.

2.

Ornekler: Calisilacak her bir 6rnek Assay Diluent C ile 2 kat sulandirildi.

Gp-1b proteinine ait monoklonal antikor ile kapli 96 kuyucuklu plakaya ait stripler
dikkatlice agildi. Oda sicakligina geldikten sonra strip lstiindeki parafilm kaldirilip
deney baslatildi.

Hazirlanan standartlardan standart kuyularma 100 pl konuldu.
Blank kuyularina hi¢ birsey konulmadi.
Ornek kuyularina her bir érnekten 100 pl konuldu.

Standart ve 6rnekler konulduktan sonra 96 kuyulu plaka oda sicakliginda 150 dakika
boyunca hafifge c¢alkanacak sekilde bekletildi. (Labnet Gyrotwister calkalayici
kullanildi).

2.5 saatlik inkiibasyondan sonra, plak alinir ve kuyucuklarin igindeki sivi bosaltildu.
Her seferinde her bir kuyucuga 300 pl 1X Yikama Tamponu konularak, 4 kez yikama
yapildi. Son yikamadan sonra iyi bir performans i¢in her adimda sivinin
uzaklastirilmasi esastir. Son yikamadan sonra, s1vi bosaltildi, plaka ters ¢evrildi, kalan
yikama solusyonunu ve plak yiizeyindeki lekeleri uzaklastirmak icin temiz kagit
havlu kullanild1.


https://www.raybiotech.com/?subcats=Y&pcode_from_q=Y&pshort=Y&pfull=N&pname=Y&pkeywords=Y&search_performed=Y&match=all&cat_search=Y&cid=0&q=CD42b&dispatch=products.search
https://www.raybiotech.com/?subcats=Y&pcode_from_q=Y&pshort=Y&pfull=N&pname=Y&pkeywords=Y&search_performed=Y&match=all&cat_search=Y&cid=0&q=CD42b&dispatch=products.search
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12.
13.

14.

15.
16.
17.
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Her bir kuyucuga 1X hazirlanan biyotinli antikor (Reaktif Hazirlama adim 6) 100 pl

eklendi.

Uzeri parafilm ile kaplanir ve oda sicakliginda (18-25°C) 1 saat hafifce calkalayarak
inkiibe edildi.

Streptavidin-HRP hazirlandi.

Parafilm kaldirilip, plate i¢indeki sivi bosaltildi ve kuyucuklar 7. maddede oldugu
gibi 4 defa yikandu.

Tiim kuyulara hazirlanan Streptavidin-HRP soliisyonundan 100 pl konuldu.

Uzeri parafilm ile kaplanip ve oda sicakhiginda (18-25°C) 45 dakika hafif
calkalanarak inkiibe edildi.

Parafilm kaldirilip, plak i¢ideki siv1 bosaltild1 ve kuyucuklar 7. maddede oldugu gibi
4 defa yikand.

Tiim kuyucuklara 100 ul TMB Substrate Solution konuldu.

Oda sicakliginda (18-25°C) 30 dakika karanlikta hafifce calkalanarak inkiibe edildi.
Tiim kuyucuklara 50 pl Stop Solution konulup, ELISA Reader ile (Thermo Multiscan
Ex cihazi kullanilarak) kite uygun 450 nm dalga boyunda absorbansi okundu.

3.2.2.2. vWF icin ELISA Protokolii

Thermo Scientific Human vVWF ELISA Kit kullanildi.
Reaktiflerin hazirlanmasi:
- Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina (18 - 25°C) getirildi.

- Yikama Soliisyonu: 20 ml Wash Buffer Concentrate (20X) gozle goriiliir kristaller
iceren soliisyon, ¢oziilene kadar oda sicakliginda hafifce karistirildi. Sonrasinda
(20X) Concentrate Wash Buffer, distile su ile karistirilarak (1X) Yikama
Soliisyonu 400 ml olacak sekilde hazirlandi. 4°C’de 30 giin boyunca saklandi.

- Assay Diluent B Buffer: Assay Buffer B Concentrate (5X) distile su ile
karistirilarak 1X AssayDiluent B Buffer olacak sekilde hazirlandi. 4°C’de 30 giin
boyunca saklandi.
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- Biotin-Conjugate: 1:100 oraninda Assay Diluent B Buffer (1X) ile sulandirildi.
Sonrasinda Biotin-Conjugate, Assay Diluent B Buffer (1X) ile 80 kat

sulandirilarak hazirlandi. Diliisyondan sonra 30 dakika igerisinde kullanildi.

- Streptavidin-HRP: 1:600 oraninda Assay Diluent B Buffer (1X) ile sulandirilarak

hazirlandi. Diliisyondan sonra 30 dakika igerisinde kullanildi.

- Standartlar: Standartlar liyofilize oldugu i¢in hazirlanmadan 6nce sulandirilip, 10-
30 dakika bekletildi. 8 tane standart tiipii hazirlandi. Standartlar 1:2.5 oraninda
sulandirildi. Her tiipe 300 ul Sample AssayDiluent A konuldu. 1. tiipe 440 pl
sulandirilmig standarttan konuldu. Daha sonra 1. tiipten 200 pl alinip 2. tiipe
aktarildi. Bu sekilde her bir tiip i¢in devam edildi.

Standard, Item C

+440 1 200l 200l 200l 200l 200ul 200wl

> T 0> T 7 T %

2 4.800 1.920 0.768 0.307 0.123 0
ngml ngml ng'ml ng/ml ngml ngml ngml ng'ml

Sekil 3-2: vWF i¢in ELISA Protokolii

(https://www.raybiotech.com/?subcats=Y &pcode from_q=Y &pshort=Y &pfull=N&pname=Y &pkeywor
ds=Y&search performed=Y &match=all&cat search=Y &cid=0&q=CD42b&dispatch=products.search)

Sekil 3-2’ye ait ilgili link adresi seklin altinda verilmistir.

1. Ornekler: Calisilacak her bir drnek Assay Diluent A ile 8000 kat sulandirilda.

2. VWEF proteinine ait monoklonal antikor ile kapli 96 kuyucuklu plaka ait stripler
dikkatlice agildi. Oda sicakligina geldikten sonra strip iistiindeki parafilm kaldirilip
deney baslatildi.

3. Hazirlanan standartlardan standart kuyularina 100 pl konuldu.
4. Blank kuyularina hig birsey konulmadi.

5. Ornek kuyularmna her bir érnekten 100 pl konuldu.


https://www.raybiotech.com/?subcats=Y&pcode_from_q=Y&pshort=Y&pfull=N&pname=Y&pkeywords=Y&search_performed=Y&match=all&cat_search=Y&cid=0&q=CD42b&dispatch=products.search
https://www.raybiotech.com/?subcats=Y&pcode_from_q=Y&pshort=Y&pfull=N&pname=Y&pkeywords=Y&search_performed=Y&match=all&cat_search=Y&cid=0&q=CD42b&dispatch=products.search
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Standart ve drnekler konulduktan sonra 96 kuyulu plaka oda sicakliginda 150 dakika
boyunca hafifce calkanacak sekilde bekletildi. (Labnet Gyrotwister calkalayict
kullanildi).

2.5 saatlik inkiibasyondan sonra, plaka alindi ve kuyucuklarin i¢indeki s1v1 bosaltirlda.
Her seferinde her bir kuyucuga 300 pl 1X Yikama Tamponu konularak, 4 kez yikama
yapildi. Son yikamadan sonra iyi bir performans i¢in her adimda sivinin
uzaklastirilmasi esastir. Son yikamadan sonra, s1vi bosaltilip, plaka ters ¢evrildi, kalan

yikama solusyonunu ve plaka yiizeyindeki lekeleri uzaklastirmak icin temiz kagit

havlu kullanildi.

Her bir kuyucuga 1X hazirlanan biyotinli antikor (Reaktif Hazirlama adim 6) 100 pl

eklendi.

Uzeri parafilm ile kaplanip, oda sicakliginda (18-25°C) 1 saat hafifce calkalayarak
inkiibe edildi.

Streptavidin-HRP hazirlandi.

Parafilm kaldirilip, plate igindeki siv1 bosaltildi ve kuyucuklar 7. maddede oldugu
gibi 4 defa yikand:.

Tiim kuyulara hazirlanan Streptavidin-HRP soliisyonundan 100 pl konuldu.

Uzeri parafilm ile kaplanip, oda sicakliginda (18-25°C) 45 dakika hafif galkalanarak
inkiibe edildi.

Parafilm kaldirilip, plate i¢ideki siv1 bosaltildi ve kuyucuklar 7. maddede oldugu gibi
4 defa yikandi.

Tiim kuyucuklara 100 ul TMB Substrate Solution konuldu.

Oda sicakliginda (18-25°C) 30 dakika karanlikta hafifce calkalanarak inkiibe edildi.
Tiim kuyucuklara 50 pl Stop Solution konuldu, ELISA Reader ile (Thermo Multiscan
Ex cihazi kullanilarak) kite uygun 450 nm dalga boyunda absorbans1 okundu.
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3.2.2.3. Total RNA izolasyonu

Hasta ve kontrol 6rneklerinden total RNA izolasyonu, RNA izolasyon Kiti

(Qiagen Rneasy Plus Mini Kit (Qiagen 74134) kullanilarak yapildi.

- Buffer RPE kullanilmadan 6nce, hacminin 4 kat1 etanol (%96-100) ilave edildi.

- Her 1 ml Buffer RLT i¢in 10 pl B-merkaptoetanol eklenerek hazirlandi. Buffer

RLT, B-merkaptoetanol ilave edildikten sonra oda sicakliginda 1 ay boyunca saklanabilir.

10.

11.

12.

- Santrifiij (Hettich Santrifiij Mikro 22 kullanild1) 6nceden +4 °C ye getirildi.

Iml EDTA’l1 kan 6rnegi iistline, 5 ml Buffer EL eklendi.

. Her bir 6rnek 10-15 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda &rnekler

2 kez kisa siireli vortekslenerek karistirildi.

Ornekler 400 g’de +4 °C’de 10 dakida santrifiij edildi ve supernatant tamamen atildi.
Pelletin iistiine 2ml EL Buffer eklendi ve kisa bir siire vortekslendi.

Ornekler 400 g’de +4 °C’de 10 dakida santrifiij edildi ve supernatant tamamen atilds.
Pelletlerin iizerine 600 ul RLT Buffer eklenerek ve vortekslendi.

Lizat 2 ml toplama tiipii igerisindeki QIAshredder spin kolon icerisine dogrudan

pipetlendi ve homojenizasyon i¢in 18.000 RPM’de 2 dakika santrifiij edildi.
QIlAshredder spin kolon atildi ve homojenize lizat korundu.

Homojenize lizata 1:1 oraninda 600 pl %70 etanol eklendi ve 20 sn pipetaj yapildi.

Etanol eklenmesini takiben ¢okelti olusmasi deney prosediiriinii etkilemez.

Biitlin 6rnek 2ml’lik temiz bir toplama tiipii i¢indeki QIAmp spin kolona kenarlar
islatilmadan  konuldu. 11.000 RPM’de 15 saniye santrifiij edildi. En fazla
konulabilecek 6rnek miktar1 700 pl’dir. Toplama tiipii siv1 ile birlikte atildi.

QIAmp spin kolon yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine aktarildi. Yikama i¢in QIAmp
spin kolona 700 pl Buffer RW1 konuldu ve 11.000 RPM’de 15 saniye santrifiij edildi.
Toplama tiipii s1viyla birlikte atildi.

QIAmp spin kolon yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine aktarildi. Kolona 500 pl Buffer
RPE konuldu. 11.000 RPM’de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tiipii siv1 ile birlikte
atild.
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13. Spin kolon dikkatlice a¢ildi ve 500 pl Buffer RPE konuldu, kapak kapatilarak 15.500
RPM de 3 dakika santrifiij edildi.

14. Spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi ve eski toplama tiipii i¢indeki siv1 ile

birlikte atildi. 14.000 RPM’de 1 dakika santrifiij edildi.

15. Spin kolon 1.5 mI’lik yeni bir tiipe aktarildi, dogrudan QIAmp membrane iizerine 40
ul RNase-free su konuldu ve 11.000 RPM’de 1 dakika santrifiij edildi.

16. Coziinmis olan RNA, 1 gece -20°C bekletildikten sonra, cDNA sentez edilene kadar
-80°C’de saklandi.

3.2.2.4. RNA Miktar1 ve Safliginin 6lciilmesi

RNA izolasyonunun sonuglari 1’er ul RNA 6rnegi NanoDrop™ 1000 (Thermo
Fisher Scientific™ Delaware, USA) cihazina yiiklenerek dl¢iildii. RNA konsantrasyonu
260 nm’deki optik yogunlunlugundan, safligi da 260 nm / 280 nm’deki OD oranindan

tespit edildi. RNA konsantrasyonu ve saflig1 asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.
RNA konsantrasyonu ( ng/ ul)= OD 260 nm x seyreltme faktorii x 40

RNA saflig1 = OD 260 / OD 280 =2

3.2.3. Normalizasyon

cDNA sentezi i¢in RNA 6rneklerinin normalizasyonu

gRT-PCR’da her bir grup icin esit miktarda (20 ng) total RNA kullanilarak
cDNA’larin sentezi yapildi.

3.2.4. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, Tagman Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Life
Technologies A28007) c¢cDNA sentez kiti kullanilarak yapildi. Sentez 4 asamada
gerceklestirildi:

1. basamak: Poli A kuyrugunun eklenmesi
2. basamak: Ligasyon
3. basamak: Ters transkripsiyon (RT) reaksiyonu

4.basamak: miRNA amplifikasyonu



3.2.4.1. Poli A Reaksiyonu

Tablo 3-1: Poli A Reaksiyon Karisimi

Reaksiyonun bilesenleri Hacim
10x Poli A tampon 0.5ul
ATP 0.5ul
Poly A polimeraz 0.3ul
dH20 1.7ul
Total RNA total hacim 3ul

Tablo 3-2: Poli A Reaksiyon Sicaklik Dongiisii

Basamak Sicakhik Siire
Poliadenilasyon 37°C 45 dak.
Reaksiyon durdurulmasi 65°C 10 dak.
Sogutma/saklama 4°C 0

3.2.4.2. Ligasyon Reaksiyonu

Tablo 3-3: Ligasyon Reaksiyon Karigimi

Reaksiyonun bilesenleri Hacim
5x DNA Ligaz tampon 3ul
%50 PEG 8000 4.5ul
25x Ligasyon adaptorii 0.6ul
RNA ligaz 1.5pul
dH20 0.4ul

10pl ligasyon reaksiyonu karisimi + 5ul poli A reaksiyon tiriinii

Tablo 3-4: Ligasyon Reaksiyon Sicaklik Dongiisii

Basamak Sicaklik Siire

Ligasyon 16°C 60 dak.

Sogutma/saklama 4°C ©
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3.2.4.3. Terstranskripsiyon (RT) Reaksiyonu

Tablo 3-5: Terstranskripsiyon (RT) Reaksiyon Karisimi

Reaksiyonun bilesenleri Hacim
ox RT tampon oul
dNTP 1.2ul
20x Uni RT primer 1.5pl
10x RT enzimi 3ul
dH20 3.3ul

15ul RT reaksiyon karigimi + 15pl ligasyon reaksiyon {iriinii

Tablo 3-6: Terstranskripsiyon (RT) Reaksiyon Sicaklik Dongiisti
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Basamak Sicaklik Siire
Ters transkripsiyon (RT) 42°C 15 dak.
Reaksiyon durdurulmasi  85°C 5 dak.
Sogutma/saklama 4°C ©

3.2.4.4. miR-Amp Reaksiyonu

Tablo 3-7: miR-Amp Reaksiyon Karisimi

Reaksiyonun bilesenleri Hacim

2X miR-Amp Master karigimi 25ul
20x miR-Amp primer karigimi 2.5ul
dH20 12.5ul

40ul miR-Amp reaksiyon karisimi + 10ul RT reaksiyon {irtinii

Tablo 3-8: miR-Amp Reaksiyon Sicaklik Dongiisti

Basamak Sicakhik Siire Dongii sayisi
Enzim aktivasyonu 95°C 5 dak. 1
Denaturasyon 95°C 3 sn. 14
Baglanma/Uzama 60°C 30 sn.

Reaksiyon durdurulmasi 99°C 10 dak. 1
Sogutma/saklama 4°C 0 1
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3.2.5. cDNA’larin Sulandirilmasi
Alikotlanmis cDNA’lar qRT-PCR 6ncesi 10 kat1 kadar ddH20 ile sulandirildu.

miRNA seviyeleri kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi

ile saptandi.

3.2.6. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

cDNA sentezi yapildiktan sonra qRT-PCR yontemi ile hedef genlere ait miRNA
miktarlarindaki degisimler saptandi. Yontem, Roche LIGHTCYCLER 480 (Roche
Applied Biosystems™, California, USA) cihazinda, TaqMan Problari ve Lightcycler 480
Probe Master Mix kiti (Roche 04707494001, Roche Applied Biosystems™, California,
USA) (Tablo 3-12) kullanilarak gergeklestirildi. Her reaksiyonda kontaminasyon
olasiligin1 kontrol etmek iizere kalip cDNA icermeyen negatif kontrol kullanildi.
Reaksiyon 96 kuyulu plakalarda gerceklestirildi. Her bir cDNA 6rnegi i¢in deneyler 2
kez tekrarlandu.

3.2.6.1. Normalizasyon

miRNA ekspresyon analizlerine ait literatlir taramasinda referans gen secimi
konusundaki tartigmalar gittikce artmaktadir. Arastirmacilar 6zellikle referans mRNA
veya ribozomal RNA se¢iminin uygun olmadig, tercihen bir eksternal kontroliin veya
calisma sirasinda dokuya ve uygulamalara spesifik ve uygulamalardan etkilenmeyen bir
miRNA’nin kullanilmasinin daha uygun olcagi konusunda goriis bildirmektedir. qRT-
PCR’lara ait yeterli ham veri bir araya getirilip istatistiksel olarak analiz edildikten sonra

eksternal bir referans genin iyi bir referans gen olup olmadig: saptacaktir.

3.2.6.2. Kullanilan qRT- PCR Primer ve Tagman Problar

Tagman Advanced MicroRNA Assay hsa-miR16-5p, mir26a-5p, mir24-3p,
kullanildi. Hasta ve kontrol gruplarinda ¢aligmay1 planladigimiz mirl0a-5p ve hsa4296
miRNA’larina ait deneylerin ekspresyonlar1 gozlenmedi. Dolayisiyla bu 2 miRNA

verilerine hasta ve kontrol gruplarimizda ulasamadik.
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3.2.6.3. gRT- PCR Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi

20 ul’lik standart reaksiyonu hazirlamak iizere asagidaki islemler takip edildi.

Tablo 3-9: gRT- PCR Reaksiyon Karisimi

Reaksiyonun bilesenleri Hacim
Tagman Master Mix 10 pl
Primer karisimi 1 ul
PCR dH20 4 ul
cDNA 5ul
Toplam Hacim 20 pl

3.2.6.4. gRT-PCR Sicaklik Dongiisii

LightCycler 480 cihazinda gergeklestirilen qRT-PCR’in sicaklik dongiisii

asagidaki tabloda verildigi gibi uygulandi (Tablo 3-10).

Tablo 3-10: gRT-PCR Sicaklik Dongiisii

Program Ismi Dongii sayisi Analiz tipi

Pre-Inkiibasyon* 1 -

Pre-inkiibasyon* 1 -

Amplifikasyon** 40 Kantitatif degerlendirme
Sogutma*** 1 -

Sicakliklar (°C) Inkiibasyon Sicaklik degisim oram (°C/sn)

Pre-inkiibasyon

50°C 2dk 4.4
Pre-inkiibasyon

95°C 20 sn 4.4
Amplifikasyon

95°C 3sn 4.4
60 °C 30 sn 2.2
Sogutma

40°C 10sn 15

*Pre-Inkiibasyon: Enzimi aktif hale getirir ve DNA’y1 denatiire eder **Amplifikasyon: Hedef DNA’y1 ¢ogaltir

***Sogutma: Termal blogu sogutur.
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3.3. Cahsmada Kullanilmasi Ongériilen Istatistiksel Yontemler
Orneklerin qRT-PCR deneylerinden elde edilen Ct degerleri goreceli ekspresyon

seviyelerini belirlemek tizere

ACt=2 (Referans Genlerin geometrik ortalamasi - Ct hedef Gen)

formiiline konuldu. Hesaplamalar ve sonuclara ait grafikler Microsoft Office

Excel 2007 programinda yapildi.

Her deney grubuna ait ham veriler SPSS22 Software yazilimda veriler normal
dagildiginda Independent Sample t-test (bagimsiz 6rneklem t-testi) veriler normal
dagilmadiginda ise Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. p<0,05 istatistiksel
acidan anlaml fark olarak kabul edildi. Korelasyon istatistik analizi i¢in normal dagilim
gosteren gruplarda pearson korelasyon katsayisi, normal dagilim olmayanlarada
spearman ro korelasyon katsayisi kullanildi. Yazi igerisindeki ve sekillerde sunulan tiim

datalar Ortalama (Standart Sapma-S.D) olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Alzheimer Tipi Demans ve Kontrol Gruplarina iliskin Demografik Veriler

Calisma Alzheimer Tipi Demans teshisi olan, MR ve MMSE testleri bulunan
hasta grubu (n:43) ve saglikli goniillilerden olusan kontrol grubu (n:45) ile
gergeklestirildi.  Yas, MMSE, MR Fazekas parametrelerinin farkliliklarinin
karsilastirilmasinda independent sample t-test (bagimsiz orneklem t-testi) kullanildi,
cinsiyet ve ASA durumlarmin hasta ve kontrol gruplarina gore karsilastirilmalarinda ise
Fisher's Exact Test kullanilmistir. Hasta ve kontrol gruplarina ait demografik veriler
Ortalama (Standart Sapma) (S.D) olarak Tablo 4-1’de verildi.

Tablo 4-1: Hasta ve Kontrol Gruplarina iliskin Demografik Bilgiler

Kontrol Hasta
(n=45) (n=43) p
Yas
Ortalama(S.D) 68.53(8.86) 73.65(10.36) 0.015"
Aralik 53-93 54 -90
Cinsiyet
Kadin 21(%46.7) 25(%58.1) 0.29
Erkek 24(%53.5) 18(%41.9)
MMSE
Ortalama(S.D) 28.76(1.72) 15.62(6.28) 0.00
Aralik 22 -30 4-30
MR Fazekas
Fazekas 0-1 45(%2100) 23(%53.5) 0.00™
Fazekas 2-3 _ 20(%46.5)
ASA Durumu
Var 10(%22.2) 20(%046.5) 0.024"
Yok 35(%77.8) 23(%53.5)

Hasta ve kontrol grubu arasindaki anlamli degisiklikler *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas ve Mini Mental State Exam (MMSE), MR
Fazekas parametreleri bakimindan anlaml farklilik saptandi, asetil salisilik asit (ASA)

kullanma durumu ile denek gruplar1 arasinda anlamli iligki tespit edildi.
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4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarina ait Biyokimyasal ve Molekiiler Parametrelerin
Karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol gruplarina ait trombosit fonksiyon belirteclerinden biri olan trombosit
agregasyonu (egim Q) ve trombosit agregasyonu amplitiid (% genlik) degerleri, GP1b ve
VWF biyokimyasal parametreleri, hsa-miR26a-5p ve hsa-miR24-3p molekiiler
ekspresyon diizeyleri Ortalama (Standart Sapma) (S.D) olarak Tablo 4-2’de verildi. Tiim

karsilagtirmalar i¢in independent sample t-test (bagimsiz 6rneklem t-testi) kullanilmistir.

Tablo 4-2: Hasta ve Kontrol Gruplarina iliskin Biyokimyasal ve Molekiiler

Belirtecler
Kontrol Hasta p
(n=45) (n=43)
Ortalama(S.D) Ortalama(S.D)
Trombosit Agregasyonu Egim (Q2) 38.68(9.79) 32.60(12.96) 0.016"
Trombosit Agregasyonu 51.21(14.73) 49.53(17.03) 0.62
Amplitiid (%)
Gplb (ng/ml) 31.55(5.61) 34.73(6.65) 0.018"
VWF (ng/ml) 22098.16(9506.27) 22239.23(8970.68) 0.943
hsa-miR24-3p 4.12(3.02) 3.06(2.86) 0.097
hsa-miR26a-5p 1.49(0.87) 0.94(0.51) 0.001™"

Hasta ve kontrol grubu arasindaki anlamli degisiklikler *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Kontrol ve hasta gruplari arasinda trombosit agregasyonu egim (Q2), GP1b ve hsa-
mir26a-5p parametreleri bakimindan anlamli farklilik tespit edildi.

Trombosit agregasyon egimi kontrol grubuna gore hasta grubunda istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p=0.016). GP1b diizeyleri kontrole gore hasta
grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.018). hsa-mir26a-5p
goreceli ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda istattistiksel olarak
anlamli derecede diisiik tespit edildi (p=0.001). Diger parametreler incelendiginde
istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmadi (Tablo4-2).
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4.3. MR Fazekas 0-1 Olan Hasta ve Kontrol Gruplarina ilisgkin Parametrelerin
Karsilastirilmasi

MR goriintiileme teknigi ile elde edilen sonuglarin degerlendirilmesine gore
Fazekas 0-1 olan hasta ve kontrol gruplarinda tiim parametreler Ortalama (S.D) olarak
Tablo 4-3’de verildi. Tim karsilastirmalar i¢in independent sample t-test (bagimsiz

orneklem t-testi) kullanilmstir.

Tablo 4-3: MR Fazekas 0-1 Olan Hasta ve Kontrol Gruplarina iliskin

Parametrelerin Karsilastirilmasi

Kontrol Hasta
(n=45) (n=23)
Ortalama(S.D) Ortalama(S.D) p
Fazekas 0-1

Yas 68.53(8.86) 71.78(10.95) 0.192
MMSE 28.76(1.72) 15.73(5.74) 0.00™
Trombosit Agregasyonu 38.61(9.79) 33.27(15.75) 0.147
Egim (Q)
Trombosit Agregasyonu 51.20 (14.73) 50.12(18.49) 0.793
Amplitiid (%)
Gplb (ng/ml) 31.55(5.61) 34.09(6.05) 0.091
VWF (ng/ml) 22098.15(9506.27) 22217.65(10780.88)  0.963
hsa-miR24-3p 4.12(3.02) 2.62(1.71) 0.031"
hsa-miR26a-5p 1.49 (0.87) 0.92(0.59) 0.006™

Hasta ve kontrol grubu arasindaki anlamli degisiklikler *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Fazekas 0-1 olan hasta ve kontrol grubu deneklerde sirastyla MMSE, hsa-mir24-
3p ve hsa-mir26a-5p parametreleri bakimindan anlamli farklilik tespit edilmistir. Bu

parametrelerin tiimii sirastyla hasta grubunda kontrole gore diisiik bulunmustur (p=.0.00,
p=0.031, p=0.006). Tablo (4-3).
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4.4. MR Fazekas 0-1 Durumuna Goére ASA Kullanan ve Kullanmayan Hastalarin
Parametrelerinin Karsilastirilmasi

MR goriintilleme teknigi ile elde edilen sonuglarin degerlendirilmesine gore
Fazekas 0-1 olan hasta grubu ASA kullananlar ve kullanmayanlar olarak ayrilip
karsilastirildi ve tim parametreler Ortalama (S.D) olarak Tablo 4-4’de verildi. Tim

karsilastirmalar i¢in independent sample t-test (bagimsiz 6rneklem t-testi) kullanilmistir.

Tablo 4-4: MR Fazekas 0-1 Durumuna Gore ASA Kullanan ve Kullanmayan

Hastalarin Parametrelerinin Karsilastirilmasi

ASA Yok ASA Var
(n=13) (n=10)
Ortalama(S.D) Ortalama(S.D) p

Fazekas 0-1

Yas 71.69(11.98) 71.90(10.07) 0.965

MMSE 16.07(5.83) 15.22(5.91) 0.74

Trombosit Agregasyonu 43.70(9.86) 19.65(10.58) 0.00™

Egim (Q)

Trombosit Agregasyonu 63.17(8.41) 33.15(13.23) 0.00™

Amplitiid (%)

Gplb (ng/ml) 33.81(6.92) 34.46(5.03) 0.804

VWEF (ng/ml) 19474.15(6283.93) 25784.20(14368.55) 0.22

hsamiR24-3p 3.14(1.91) 1.94(1.18) 0.094

hsamiR26a-5p 1.15(0.65) 0.61(0.32) 0.026"

Hasta ve kontrol grubu arasindaki anlamli degisiklikler *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

MR Fazekas 0-1 olan hastalarin ASA kullanma durumlarina gére Trombosit
Agregasyonu Egim (Q), Trombosit Agregasyonu Amplitid (%) ve hsa-mir26a-5p
parametreleri bakimindan anlamli farklilik saptanmistir. MR Fazekas 0-1 olan ve ASA
kullanan hastalarin Trombosit Agregasyonu Egim (Q) ve % amplitiid degerleri, ASA
kullanmayan hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu
(p=0.00). Benzer sekilde ASA kullanan hasta grubuna ait hsa-mir26a-5p ekspresyon
diizeyleri ASA kullanmayan hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dercede diisiik
bulunmustur (0.026). (Tablo 4-4).
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4.5. MR Fazekas 2-3 Durumuna Goére ASA Kullanan ve Kullanmayan Hastalarin
Parametrelerinin Karsilastirilmasi

MR goriintiileme teknigi ile elde edilen sonuglarin degerlendirilmesine gore
Fazekas 2-3 olan hasta grubu ASA kullananlar ve kullanmayanlar olarak ayrilip
karsilastirildi ve tiim parametreler Ortalama (Standart Sapma) (S.D) olarak Tablo 4-5°de
verildi. Tiim karsilastirmalar i¢in independent sample t-test (bagimsiz 6rneklem t-testi)

kullantlmistir.

Tablo 4-5: MR Fazekas 2-3 Durumuna Gore ASA Kullanan ve Kullanmayan

Hastalarin Parametrelerinin Karsilastirilmasi

ASA Yok ASA Var
(n=10) (n=10)
Ortalama(S.D) Ortalama(S.D) p

Fazekas 2-3

Yas 74.00(11.49) 77.60(7.04) 0.409

MMSE 17.30(5.83) 13.70(7.83) 0.259

Trombosit Agregasyonu 37.76(7.49) 25.87(6.48) 0.001™

Egim (Q)

Trombosit Agregasyonu 59.27(9.73) 38.37(13.40) 0.001™"

Amplitiid (%)

Gp1lb (ng/ml) 35.29 (9.64) 35.65(4.64) 0.916

VWEF (ng/ml) 24738.10(7064.08) 19790.00(5284.36)  0.093

hsa-miR24-3p 4.56(5.19) 2.57(0.92) 0.247

hsa-miR26a-5p 0.99(0.35) 0.92(0.49) 0.675

Hasta ve kontrol grubu arasindaki anlamli degisiklikler *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

MR Fazekas 2-3 olan hastalarin ASA kullanma durumlarina gére Trombosit
Agregasyonu Egim (Q2) ve Trombosit Agregasyonu Amplitiid (%) degerleri bakimindan
anlaml1 farklilik saptanmigtir. ASA kullanan hasta grubunda, ASA kullanmayanlara gore
hem egim () hem de amplitiid % degerleri istatistiksel olarak anlaml derecede diisiik

bulunmustur (p=0.001). (Tablo 4-5).
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4.6. Hasta ve Kontrol Gruplarina ait Parametrelerin Grafikleri
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Sekil 4-1: Hasta ve Kontrol Gruplarina ait Trombosit Agregasyonu (Egim Q) Degerleri

*Kontrol grubu hasta grubuna gore anlamh dercede yiiksektir (p=0.016).

Hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan karsilastirmada, Trombosit Agregasyonu
(Egim Q) parametresi bakimindan anlamli farklilik saptanmistir (p=0.016). Trombosit
Agregasyonu (Egim Q) degerleri hasta gubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede
azalmistir (p=0.016). Sekil 4-1, Tablo 4-2.
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Sekil 4-2: Hasta ve Kontrol Gruplarina ait Trombosit Agregasyonu (% Amplitiid)
Degerleri

[statistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.62).

Kontrol ve hasta gruplarina iligkin Trombosit Agregasyonu (% Amplitiid)
degerleri arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir (p=0.62). Sekil 4-2 ve Tablo 4-2.
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Sekil 4-3: Hasta ve Kontrol Gruplarina ait Plazma vWF (ng/ml) Diizeyleri
Istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.943).

Kontrol ve hasta gruplarina iliskin plazma VWF (ng/ml) diizeyleri arasinda

anlamli bir farklilik saptanmamistir (p=0.943). Degerler Tablo 4-2’de gosterilmistir.
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Sekil 4-4: Hasta ve Kontrol Gruplarina ait Plazma GP1b (ng/ml) Diizeyleri

*Hasta grubu kontrol grubuna gore anlaml derecede yiiksektir (p=0.018).

Hasta ve kontrol gruplari arasinda plazma GP1b (ng/ml) diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.018). Sonuglar hasta grubunda
kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksektir (p=0.018). Degerler Tablo 4-2’de

gosterilmistir.
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Sekil 4-5: Hasta ve Kontrol Gruplarina ait hsa-miR24-3p Géreceli Ekspresyon Diizeyleri

Istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmemistir (p=0.097).

Kontrol ve hasta gruplarina iligkin hsa-miR24-3p goreceli ekspresyon diizeyleri
arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (p=0.097). Degerler Tablo 4-2’de

sunulmustur.
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Sekil 4-6: Hasta ve Kontrol Gruplarina ait hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon
Diizeyleri

***Kontrol grubu hasta grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (p=0.001).

Hasta ve kontrol gruplari arasinda hsa-miR26a-5p diizeyleri bakimindan anlaml
farklilik saptanmistir (p=0.001). Sonuglar hasta grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (p=0.001). hsa-miR26a-5p goreceli

ekpresyon diizeyleri Tablo 4-2°de verilmistir.
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4.7. Fazekas 0-1 Olan Kontrol ve Hasta Grubuna iliskin Grafikler
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Sekil 4-7: MR Fazekas 0-1 Hasta ve Kontrol Grubuna ait MMSE Skorlar1

***Kontrol grubu hasta grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (p=0.000).

MR Fazekas 0-1 olan kontrol ve hasta gruplarina iliskin MMSE skorlari
incelendiginde kontrol grubu MMSE skorlari, hasta grubuna gore anlamli derecede
yiiksektir (p=0.000). Skorlar Tablo 4-3’te verilmistir.
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Sekil 4-8: MR Fazekas 0-1 Hasta ve Kontrol Grubuna ait Trombosit Agregasyonu (Egim
Q) Degerleri

Istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.147).

Fazekas 0-1 olan kontrol ve hasta gruplarina iliskin Trombosit Agregasyonu
(Egim Q) degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir

(p=0.147). Egim degerler Tablo 4-3’te verilmistir.
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Sekil 4-9: MR Fazekas 0-1 Hasta ve Kontrol Grubuna ait Trombosit Agregasyonu %
Amplitiid Degerleri

istatistiksel olarak anlaml1 fark yoktur (p=0.793).

Fazekas 0-1 olan kontrol ve hasta gruplarina iliskin Trombosit Agregasyonu %
Amplitiid degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamigtir
(p=0.793). % Amplitiid degerleri Tablo 4-3’te verilmistir.
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Sekil 4-10: MR Fazekas 0-1 Hasta ve Kontrol Grubuna ait Plazma GP1b (ng/ml)
Diizeyleri
Istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.091).

Fazekas 0-1 olan kontrol ve hasta gruplarina iliskin plazma GP1b (ng/ml)
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamigtir (p=0.091).

Plazma GP1b (ng/ml) diizeyleri Tablo 4-3’te verilmistir.
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Sekil 4-11: MR Fazekas 0-1 Hasta ve Kontrol Grubuna ait Plazma vWF (ng/ml)
Diizeyleri

Istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.963).

Fazekas 0-1 olan kontrol ve hasta gruplarna iligkin plazma vWF (ng/ml)
parametreleri arasinda anlamli istatistiksel bir farklilik saptanmamuistir (p=0.963). Plazma
VWF (ng/ml) diizeyleri Tablo 4-3’te verilmistir.
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Sekil 4-12: MR Fazekas 0-1 Hasta ve Kontrol Gruplarina ait hsa-miR24-3p Goreceli
Ekspresyon Diizeyleri

*Kontrol grubu hasta grubuna gore anlaml derecede yiiksektir (p=0.031).

MR Fazekas 0-1 olan kontrol ve hasta gruplarina iliskin hsa-miR24-3p goreceli
ekspresyon diizeyleri incelendiginde hasta grubunda, kontrol grubuna gore anlamli
derecede azalmistir (p=0.031). hsa-miR24-3p goreceli ekspresyon diizeyleri Tablo 4-3’te

verilmistir.
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Sekil 4-13: MR Fazekas 0-1 Hasta ve Kontrol Gruplarina ait hsa-miR26a-5p Goreceli
Ekspresyon Diizeyleri

**Kontrol grubu hasta grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (p=0.006).

MR Fazekas 0-1 olan kontrol ve hasta gruplarina iliskin hsa-miR26a-5p goreceli
ekspresyon diizeyleri incelendiginde hasta grubunda, kontrol grubuna gére anlamli
derecede azalmistir (p=0.006). hsa-miR26a-5p goreceli ekspresyon diizeyleri Tablo 4-

3’te verilmistir.
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4.8. MR Fazekas 0-1 Olan Hastalarda ASA Kullanma Durumuna Gére Ilgili
Parametrelerin Grafikleri
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Sekil 4-14: MR Fazekas 0-1 Hasta Grubunun ASA Kullanma Durumuna Gére MMSE
Skorlar1

[statistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.74).

MR Fazekas 0-1 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin MMSE
skorlarina iligskin anlamli farklilik tespit edilmemistir (p=0.74). MMSE skorlar1 Tablo 4-

4’te verilmistir.
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Sekil 4-15: MR Fazekas 0-1 Hasta Grubunun ASA Kullanma Durumuna Gore Trombosit
Agregasyonu (Egim Q) Degerleri

*** ASA kullanmayan grup, ASA kullanan gruba gore anlamli derecede yiiksektir (p=0.000).

MR Fazekas 0-1 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin
Trombosit Agregasyonu (Egim Q) degerlerine iligkin anlaml farklilik tespit edilmistir.
(p=0.000). ASA kullanmayan hasta grubunun Trombosit Agregasyonu (Egim Q)
degerleri ASA kullanan hastalara gore ileri diizeyde anlamli derecede yliksektir. Egim

degerleri Tablo 4-4’te verilmistir.
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Sekil 4-16: MR Fazekas 0-1 Hasta Grubunun ASA Kullanma Durumuna Gore Trombosit

Agregasyonu % Amplitiid Degerleri

***ASA kullanmayan grup, ASA kullanan gruba gore anlamli derecede yiiksektir (p=0.000).

Fazekas 0-1 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin trombosit

agregasyon % amplitiid parametrelerine iliskin anlamli farklilik tespit edilmistir

(p=0.000). ASA kullanmayan hasta grubunun Trombosit Agregasyon % amplitiid

degerleri ASA kullanan hastalara gore ileri diizeyde anlamli derecede yiiksektir.

Amplitiid degerleri Tablo 4-4’te verilmistir.



90

ng/ml
50,00

40,00

30,00

GP1b (ng/ml)

20,001

10,004

00

I
Yok “ar

ASA Durumu

Sekil 4-17: MR Fazekas 0-1 Hasta Grubunun ASA Kullanma Durumuna Gore Plazma
GP1b (ng/ml) Diizeyleri

[statistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0.804).

Fazekas 0-1 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin plazma
GP1b (ng/ml) parametrelerine iliskin anlamli farklilik tespit edilmemistir (p=0.804).

Degerler Tablo 4-4’te verilmistir.
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Sekil 4-18: MR Fazekas 0-1 Hasta Grubunun ASA Kullanma Durumuna Gore Plazma
vWF (ng/ml) Diizeyleri

[statistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0.22).

Fazekas 0-1 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin vWF
(ng/ml) parametrelerine iliskin anlamli farklilik tespit edilmemistir (p=0.22). Degerler

Tablo 4-4’te verilmistir.
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Sekil 4-19: MR Fazekas 0-1 Hasta Grubunun ASA Kullanma Durumuna Gore hsa-
miR24-3p Goreceli Ekspresyon Diizeyleri

Istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.094).

Fazekas 0-1 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin hsa-miR24-
3p Goreceli Ekspresyon Diizeylerine iligkin anlamli farklilik tespit edilmemistir

(p=0.094). Degerler Tablo 4-4’te verilmistir.
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Sekil 4-20: MR Fazekas 0-1 Hasta Grubunun ASA Kullanma Durumuna Gore hsa-
miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Diizeyleri

*ASA kullanmayan grup, ASA kullananlara gore anlamli derecede yiiksektir (p=0.026).

Fazekas 0-1 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin hsa-
miR26a-5p parametrelerine iliskin anlamli farklilik tespit edilmistir (p=0.026). ASA
kullanmayan hasta grubunda hsa-miR26a-5p goreceli ekspresyon diizeyleri ASA
kullananlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir. Degerler Tablo 4-4’te

verilmistir.
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4.9. MR Fazekas 2-3 Olan Hastalarda ASA Kullanma Durumuna Gore Grafikleri
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Sekil 4-21: MR Fazekas 2-3 Olan Hastalarda ASA Kullanma Durumuna Gére MMSE
Skorlari

Istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.259).

Fazekas 2-3 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin MMSE
parametrelerine iligkin anlamli farklilik tespit edilmemistir (p=0.259). Degerler Tablo 4-

5’te verilmistir.
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Sekil 4-22: MR Fazekas 2-3 Olan Hastalarda ASA Kullanma Durumuna Goére Trombosit
Agregasyonu (Egim Q) Degerleri

*** ASA kullanmayan grup, ASA kullananlara gore anlamli derecede yiiksektir (p=0.001).

Fazekas 2-3 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin plt egim
parametrelerine iliskin anlaml farklilik tespit edilmistir (p=0.001). ASA kullanmayan
hasta grubunun Trombosit Agregasyonu (Egim Q) degerleri ASA kullanan hastalara gore

ileri diizeyde anlamli derecede yiiksektir. Egim degerleri Tablo 4-5’te verilmistir.
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Sekil 4-23: MR Fazekas 2-3 Olan Hastalarda ASA Kullanma Durumuna Gore Trombosit

Agregasyonu %Amplitiid Degerleri

*** ASA kullanmayan grup, ASA kullananlara gore anlamli derecede yiiksektir (p=0.001).

Fazekas 2-3 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin trombosit

amplitid parametrelerine iligkin anlamli farklilik tespit edilmistir (p=0.001). ASA

kullanmayan hasta grubunun Trombosit Agregasyonu % amplitiid degerleri ASA

kullanan hastalara gore ileri diizeyde anlamli derecede yiiksektir. Amplitiid degerleri

Tablo 4-5’te verilmistir.
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Sekil 4-24: MR Fazekas 2-3 Olan Hastalarda ASA Kullanma Durumuna Goére Plazma
GP1b (ng/ml) Diizeyleri

Istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.916).

Fazekas 2-3 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin GP1b
(ng/ml) parametrelerine iligkin anlamli farklilik tespit edilmemistir (p=0.916). Degerler

Tablo 4-5’te verilmistir.
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Sekil 4-25: MR Fazekas 2-3 Olan Hastalarda ASA Kullanma Durumuna Goére Plazma
vWF (ng/ml) Diizeyleri

Istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.093).

Fazekas 2-3 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin VWF
(ng/ml) parametrelerine iligkin anlamli farklilik tespit edilmemistir (p=0.093).

Degerler Tablo 4-5’te verilmistir.
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Sekil 4-26: MR Fazekas 2-3 Olan Hastalarda ASA Kullanma Durumuna Gore hsa-
miR24-3p Goreceli Ekspresyon Diizeyleri

Istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.247).

Fazekas 2-3 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin hsa-miR24-
3p goreceli ekspresyon diizeylerine iligskin anlamli farklilik tespit edilmemistir (p=0.247).
Degerler Tablo 4-5’te verilmistir.
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Sekil 4-27: MR Fazekas 2-3 Olan Hastalarda ASA Kullanma Durumuna Goére hsa-
miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Diizeyleri

Istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0.675).

Fazekas 2-3 olan hastalarda ASA kullanan ve kullanmayan hastalarin hsa-
miR26a-5p goreceli ekspresyon diizeylerine iliskin anlamli farklilik tespit edilmemistir
(p=0.675).

Degerler Tablo 4-5’te verilmistir.
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4.10. Kontrol Grubuna ait Korelasyon Testi Sonuclar:
Kontrol grubuna ait biyokimyasal belirtegler, hsa-miR26a-5p ve hsa-mir24-3p goreceli
ekspresyon degerleri normal dagilim gosteren gruplarda Pearson, normal dagilim

gostermeyen gruplarda Spearman korelasyon testi ile karsilastirildi.

4.10.1. Kontrol Grubu hsa-miR26a-5p ile hsa-mir24-3p Goreceli Ekspresyon
Degerleri Arasindaki Korelasyon
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Sekil 4-28: Kontrol Grubu hsa-miR26a-5p ile hsa-mir24-3p Goreceli Ekspresyon
Degerleri Arasindaki Korelasyon

Kontrol grubunda hsa-miR26a-5p ile hsa-mir24-3p Goreceli Ekspresyon
Degerleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi (r=0.4149, p=0.0051, % 95
Cl1=0.1256-0.6392). (Sekil 4-28).
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4.10.2. Kontrol Grubuna ait hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile
Trombosit Agregasyonu (Egim ) Verilerinin Korelasyonu
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Sekil 4-29: Kontrol Grubuna ait hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile
Trombosit Agregasyonu (Egim Q) Verilerinin Korelasyonu

Trombosit Agregasyonu (Egim Q) verileri ile hsa-miR26a-5p Goreceli
Ekspresyon Degerleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi (r=0.3127,

p=0.0388, %95 CI=0.0173-0.5578).
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4.10.3. Kontrol Grubuna ait hsa-miR24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile
Trombosit Agregasyonu (Egim ) Verilerinin Korelasyonu
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Sekil 4-30: Kontrol Grubuna ait hsa-miR24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile
Trombosit Agregasyonu (Egim Q) Verilerinin Korelasyonu

Kontrol Grubuna ait hsa-miR24-3p ile Trombosit Agregasyonu (Egim Q) verileri
arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptanmistir (r=0.3015, p=0.0467, %95 Cl= -
0.0040 — 0.5556).
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4.10.4. Kontrol Grubuna ait GP1b (ng/ml) ile VWF (ng/ml) Verilerinin Korelasyonu
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Sekil 4-31: Kontrol Grubuna ait GP1b (ng/ml) ile vVWF (ng/ml) Verilerinin Korelasyonu

Kontrol Grubuna ait GP1b (ng/ml) ile vVWF (ng/ml) verileri arasinda pozitif
yonde anlamli korelasyon saptanmamistir (r= 0.2622, p= 0.0855, %95 Cl= -0.0376 —
0.5188).

Kontrol Grubuna ait yaptigimiz korelasyon analizlerinde istatistiksel olarak
anlamli ¢ikmayan parametreler ve analiz sonuglar1 asagida verilmistir.

-Kontrol grubuna ait hsa-mir24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile GP1b
(ng/ml) diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamustir. (pearson r=
0.0794, p=0.6124, %95 CI = -0.2263 — 0.3710)

-Kontrol grubunda olan kisilerin hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri
ile GP1b (ng/ml) diizeyleri arasinda anlamli iligki saptanmamuistir. (pearson r= -0.0272,
p=0.8623, %95 CI =-0.3250 — 0.2754)

-Kontrol grubunda olan kisilerin hsa-mir24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile
VWF (ng/ml) diizeyleri arasinda anlaml iligki saptanmamustir. (pearson r= 0.1221,
p=0.4354, %95 CI = -0.1851 — 0.4076)
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Kontrol grubunda olan kisilerin hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri
ile VWF (ng/ml) diizeyleri arasinda anlamli iliski saptanmamistir (pearson r= -0.0807,
p=0.6069, %95 CI =-0.3721 — 0.2252).

Kontrol grubunda olan kisilerin hsa-mir24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri
trombosit agregasyon % amplitiid degerleri arasinda anlamli iliski saptanmamustir.
(pearson r=0.3003, p=0.0477, %95 CI = 0.0036 — 0.5483).

Kontrol grubunda olan kisilerin hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri
ile trombosit agregasyon % amplitiid degerleri arasinda anlamli iligki saptanmamustir.

(pearson r=0.1349, p=0.3828, %95 CI =-0.1688 — 0.4152).

4.11. Hasta Grubuna ait Korelasyon Testi Sonuclari

4.11.1. Hasta Grubu hsa-miR26a-5p ile hsa-mir24-3p Goreceli Ekspresyon
Degerleri Arasindaki Korelasyon
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Sekil 4-32: Hasta Grubu hsa-miR26a-5p ile hsa-mir24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri
Arasindaki Korelasyon

Hasta Grubu hsa-miR26a-5p ile hsa-mir24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri
arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptanmistir (r= 0.6820, p=0.0023, %95 CI =
0.4728 — 0.8184).
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4.11.2. Hasta Grubu hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile Trombosit
Agregasyonu (% Amplitud) Arasindaki Korelasyon
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Sekil 4-33: Hasta Grubu hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile Trombosit
Agregasyonu (% Amplitud) Arasindaki Korelasyon

Trombosit Agregasyonu (% Amplitud) degerleri ile hsa-mir26a-5p Goreceli
Ekspresyon Degerleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptanmistir (r= 0.3796,

p=0.0120, %95 CI = 0.0803 — 0.6162).
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4.11.3. Hasta Grubuna ait hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile

Trombosit Agregasyonu (Egim Q) Verileri Arasindaki Korelasyonu
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Sekil 4-34: Hasta Grubuna ait hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile

Trombosit Agregasyonu (Egim Q) Verileri Arasindaki Korelasyonu

Hasta grubuna ait hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile Trombosit

Agregasyonu (Egim Q) verileri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptanmistir

(r= 0.5304, p= 0.0003, %95 CI = 0.2736 — 0.7167).
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4.11.4. Hasta Grubuna ait hsa-miR24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile
Trombosit Agregasyonu (Egim ) Verilerinin Korelasyonu
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Sekil 4-35: Hasta Grubuna ait hsa-miR24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile
Trombosit Agregasyonu (Egim Q) Verileri Arasindaki Korelasyon

Hasta grubunda trombosit agregasyonu (egim ) degerleri ile hsa-mir24-3p
Goreceli Ekspresyon Degerleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptanmigtir
(r=0.4488, p= 0.0025, %95 CI = 0.1626 — 0.6654).
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Hasta grubuna ait yaptigimiz korelasyon analizlerinde istatistiksel olarak anlamli
¢ikmayan parametreler ve analiz sonuglar1 asagida verilmistir.

Hasta grubunda yer alan kisilerin hsa-miR24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri
ile GP1b (ng/ml) diizeyleri arasinda anlamli iliski saptanmamustir. (spearman r=-0.0035,
p=0.9822, %95 CI = -0.3119 — 0.3055)

Hasta grubunda olan kisilerin hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile
GP1b (ng/ml) diizeyleri arasinda anlamli iliski saptanmamustir. (pearson r= 0.1464,
p=0.3490, %95 CI =-0.1611 — 0.4280)

Hasta grubunda olan kisilerin hsa-miR24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile
VWF (ng/ml) diizeyleri arasinda anlamli iliski saptanmamistir (pearson r= 0.0522,
p=0.7391, %95 CI =-0.2521 — 0.3473).

Hasta grubunda yer alan kisilerin hsa-miR26a-5p Goreceli Ekspresyon Degerleri
ile vVWF (ng/ml) diizeyleri arasinda anlamli iligki saptanmamustir (pearson r= -0.1771,
p=0.2559, %95 CI =-0.4534 — 0.1302).

Hasta grubunda olan kisilerin hsa-miR24-3p Goreceli Ekspresyon Degerleri ile
trombosit amplitid % degerleri arasinda anlamli iliski saptanmamistir (pearson r=
0.1600, p=0.3055, %95 CI = -0.1475 — 0.4393).

Hasta grubunda olan kisilerin vVWF (ng/ml) diizeyleri ile GP1b (ng/ml) seviyeleri
arasinda anlamli iligski saptanmamuistir (pearson r= 0.0193, p=0.9021, %95 CI = -0.2827
—0.3179).
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5. TARTISMA

Trombositler, tromboz ve hemostazda baslica rol oynayan aniiklear hiicrelerdir
(13). Vaskiiler yapilardaki damarlarin i¢ yiizeyini déseyen endotel hiicreleri, koagulasyon
faktorleri ve trombositler hemostatik sistemi olusturarak, bir denge i¢inde c¢alisirlar (3).
Yaslanma ile birlikte meydana gelen fizyolojik degisiklikler, endotel disfonksiyonu veya
endotel hasar1 trombositlerin fonksiyonunu degistirir (307). Trombosit fonksiyonundaki
degisiklikler, trombositlerin aktif olarak rol aldig1 ve etkilesim i¢inde olduklar1 biyolojik
sistemlerdeki fizyolojik ve patolojik siiregleri tetikleyebilir. Trombositler depoladiklari,
tirettikleri ve salgiladiklar1 aract molekiiller ile vaskiiler sistemle etkilesim halindedir (2,
5,67, 78, 79, 80). Trombositlerin, vaskiiler sistemden etkilenen hastaliklarla ilgili 6rnegin
hipertansiyon, kardiovaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklar, serebral amiloid
anjiopati (CAA), diyabet, inflamasyon, kanser gibi patolojik stire¢lerdeki rollerinin yani
sira, fizyolojik siireclerde ve yaslanma ile ilgili etki mekanizmalarini incelemek iizere
yapilan bir¢ok arastirma bulunmaktadir (81, 82, 83, 88). Ayrica literatiirde, trombositlerin
Alzheimer hastaliginin patogenezinin arastirilmasina yonelik caligsmalarda rol model
olarak kullanilabilecegine dair yaymlar mevcuttur (6, 7, 8, 9). Alzheimer tipi demans tiim
diinyada yasli popiilasyonda en sik goriilen demans ¢esididir (183). Niifusun
yaslanmasina bagli olarak tiim diinyada, Alzheimer tipi demansin insidansi ve prevalansi
ve buna bagl olarak hastaligin topluma getirdigi maliyetler giderek artmaktadir (184,
192). Alzheimer hastaliginin patogenezini incelemeye yonelik yapilan caligmalarda
noronal sitoplazmada hiperfosforile edilmis tau proteini (P-tau) hiicre iginde nérofibriler
yumaklar (NFT) ve hiicre disinda ¢oziinmeyen amiloid peptit (AP)’den olusan senil
plaklarin varlig, hastalarin beyinlerinde saptanan patofizyolojik bulgulardir (194). Beyin
dokusundaki senil plaklar Alzheimer hastalifinin ana histopatolojik 6zelligidir (207).
Senil plaklarin yapisi incelendiginde, amiloid prekiirsér proteinin, gama sekretazlar
tarafindan kesilmesiyle olusan amiloid beta’nin, senil plaklarin ana bileseni oldugu
goriilmiistiir (202, 206, 211). Trombositler periferik dolasimdaki beta amiloidin onciil
proteini olan APP’nin en dnemli kaynagidir (297). Yapilan arastirmalarda trombositlerin
hem APP’yi hem de APP’nin kesilmesi ve islenmesindeki tiim enzimleri ve APP’nin
alternatif kesilmesiyle olusan tiim kesim iriinlerini icerdigi gosterilmistir (303).
Trombositlerin alfa graniillerinin i¢inde yogun bir bigimde gesitli tipte APP’nin
depolandig1 ve bu graniillerin igeriginin trombositin aktiflesmesiyle kan dolagimina

salindigr iyi bilinmektedir (304). APP iiretimi ve enzimatik islenme mekanizmasi
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acisinda noron hiicresiyle benzerlik gosteren trombositlerin, Alzheimer hastaliginin

patogenezinin arastirilmasinda rol model olarak kullanilabilecegi iizerinde Onemle

durulmaktadir (296, 299, 304, 305).

Bizler bu bilgilerden yola ¢ikarak planladigimiz doktora tez projesinde,
Alzheimer tipi demans ve kontrol gruplarinda trombosit fonksiyonlarini arastirmak i¢in,
trombosit fonksiyonlara ait belirteglerinden biri olan adezyon ve sekresyon ayrica
agregasyon fazlarindaki degisiklikleri gozlemlemek amaciyla, 1mM konsantrasyonda 5
ul ADP uyarani vererek lumiagregometre cihazinda trombosit fonksiyonlarini in vitro
olarak inceledik. Bulgularimiza gére trombosit agregasyon egim ve amplitiid degerleri
hasta grubunda kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur. Trombosit agregasyon egimi
degerlerinin hasta grubunda anlamli derecede diisiik ¢ikmasi, hastalarda trombositin
adezyonla ilgili fonksiyonlarima ve bu yolakta rol oynayan protein ve reseptorlerin
fonksiyonlarina dair bilgi verebilir. Diisiik agregasyon egimi, trombositin fonksiyonunun
azaldig1 veya inhibe edildigi durumlara isaret eder. Total hasta ve kontrol grubunda ASA
kullanimi trombosit fonksiyonlarini inhibe edip, kiimiilatif degerlendirmeyi negatif yonde
etkileyebilir. Dolayisiyla hasta ve kontrol gruplarinda ASA kullanan ve ASA

kullanmayan bireylerin sonuglarini ayr1 ayr1 degerlendirip karsilastirdik.

Trombosit fonksiyonlarini, farkli hastalik gruplarinda inceleyen gesitli galismalar
literatiirde mevcuttur. 52 Preeklemsi vakasi ve 27 saglikli gebe kontrolii ile yapilan bir
calismada, trombosit agregasyonu egim degerlerinin hastalarda, saglikli gebelere kiyasla
diisiik oldugunu tespit etmislerdir (308). Cogu zaman endotel fonksiyon bozuklugu ile
seyreden preeklemsi hasta grubunda agregasyon egimlerinin diisiik olmasi, bizim
calismamizdaki Alzheimer hasta grubundaki diisiik egim degerleri ile benzerdir.
Esansiyel hipertansiyonu olan hasta grubu ve saglikli kontrol grubunun karsilagtirildigt
baska bir ¢alismada, hasta grubunda ortalama trombosit agregasyon diizeyleri kontrol
grubundan daha yiiksek bulunmasina ragmen aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark

olmadig1 gosterilmistir (309).

Bir bagka galismada akut iskemik felg hastalarinda aspirin tedavisi altinda ADP
aracili trombosit fonksiyonlar1 degerlendirilmis ve diisiik orta hafif cevap veren gruplar
seklinde siniflamalar yapilmistir. Sonugta akut iskemik inme sonrasi aspirin kullanan
hastalarda ADP ile indiiklenmis trombosit agregasyon fonksiyonlar1 zayif olarak

gozlenmistir (310). Antitrombositer tedavinin onciisii olarak kabul edilen aspirinin,
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trombosit fonksiyonlarini inhibe eden etkisi ve bu inhibisyonun temel molekiiler etki
mekanizmasi iyi bilinmektedir (311). Aspirinin molekiiler temel etki mekanizmasi
incelendiginde, COX-1 ve COX-2 (prostaglandin-PG- H sentaz-1 ve 2 olarak da ifade
edilir) enzimlerinin aktivitesini geri déniisiimsiiz olarak inhibe eder. Inhibisyon yeri
COX-1 enziminin 529. noktasindaki serin (ser529), COX-2’de ise 516 noktasindaki
serinin (ser516) asetillenmesi ile olur. Uyaranlar etkisi ile trombosit membranindaki
fosfolipaz A2 enziminin aktivasyonu sonrasi, arasidonik asit (AA) salinimi artar. COX-1
ve COX-2 izoenzimleri aragidonik asit (AA)’i PG H2’ye doniistliriirler. PGH> bir ara iiriin
olup, PGD2, E2 F2a, 12 ve TxA2’nin Oncisiidiir. Sonugta aspirin etkisiyle PG’lerin
olusumu ve trombosit i¢in bilinen en giiglii aggregan ve vazokonstriktor ajan olan TxA>
olusumu azalmaktadir. Aspirin, COX-1’i COX-2’ye gore daha ¢ok inhibe eder. COX-2
inflamatuvar yanit gosterebilen hiicrelerde, COX-1 ise trombositlerde daha fazla oranda
bulunur (311).

Fazekas skalasi, genellikle kronik kii¢iik damar iskemisine atfedilen beyaz madde
T2 hiperintens lezyonlarinin miktarini 6lgmek igin kullanilir (321). Bizim ¢alismamiza
dahil edilen hasta veya saglikli bireylerin beyin vaskiiler durumlarini tespit etmek iizere
MR goériintiileri alinmis ve vaskiiler hasara bagli beyaz madde lezyon miktarlar1 Fazekas
skoru ile saptanmistir. Bizler de ¢alismamizda, ASA’nin trombosit fonksiyonlarini
Alzheimer hastalarinda ne sekilde etkiledigini gézlemlemek i¢in, MR Fazekas 0-1 ve MR
Fazekas 2-3 Alzheimer hasta alt gruplarimizi olusturup, ASA kullanan ve ASA
kullanmayanlar olarak bulgularimizi degerlendirdik.

MR Fazekas 0-1 ile MR Fazekas 2-3 alt gruplarinda ASA kullanan hastalarin
Trombosit Agregasyonu Egim (Q) ve % amplitiid degerleri, ASA kullanmayan hasta
grubuna gore istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli derecede diisiik bulundu (Tablo 4-
4, 4-5) Elde ettigimiz bulgular her iki grupta da ASA’nin antitrombositer etkisi ile
uyumludur. ASA kullanimi hasta grubunda trombosit fonksiyonlarini istatistiksel olarak

anlamli derecede inhibe etmistir.

Trombositlerin vaskiiler dokuda endotel hiicreleri ile karsilikli etkilesim i¢inde
olduklar1 iyi bilinmektedir. Ayrica vaskiiler risk faktorlerinin Alzheimer hastaliginin
patogenezini arastirmaya yonelik ¢esitli calismalarda literatiirde yer aldigi bilinmektedir
(312, 313, 314). Alzheimer hastalii patofizyolojisinin bir agiklamasi olarak vaskiiler
hipotez, amiloid kaskad hipotezine bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Bu hipotez, kan
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damarlarini néronal hasara ve bunamaya yol acan ¢esitli patojenik yollarin kaynagi olarak
bulur. Kan-beyin bariyerinin organizasyonunun tahrip edilmesi, serebral kan akisinin
azalmasi ve enflamatuar bir baglamin olusturulmasi, bu faktorler beyinde B-amiloid
peptitin birikmesini tesvik ettigi icin sonraki ndronal hasarlardan sorumlu olacaktir.
Norodejenerasyon ve vaskiiler disfonksiyon yolaklar1 arasindaki baglanti, AH igin
tedavilere katkida bulunacak yeni ila¢ hedefleri ve terapdtik yaklasimlar saglamistir.
AH'deki vaskiiler bilesenin hastaligin nedeni veya etkisi olup olmadigini belirlemek
zordur, ancak siiphesiz vaskiiler patolojinin AH ile dnemli bir iliskisi vardir. Vaskiiler
disfonksiyonun, AH'de bulunan bilissel bozuklugu siddetlendiren bir dongiideki

norodejeneratif degisikliklerle sinerjik olarak hareket etmesi muhtemeldir (315).

Epidemiyolojik ve klinik calismalardan elde edilen kanitlar, vaskiiler risk
faktorlerinin AH’na dahil olabilecegini diisiindiirmektedir. Vaskiiler rahatsizliklarin AH
patogenezine kesin katkisi hala net olmasa da, hastalikla ilgili ¢esitli biyokimyasal ve
ndropatolojik veriler beyindeki kan akisinin azalmasi ve beyin parankiminde bozulmus
mikrovaskiiler biitiinliigiin dogrudan veya orta diizeyde rol oynadigi goriisiinii
giiclendirmektedir. AH'da trombosit anormallikleri ve hemostatik degisikliklere dikkat
¢eken yaymlar literatiirde mevcuttur (316). Yapilan literatiir taramasinda erken evre
AH'da trombosit amiloid oOncii protein (APP) isleme bozukluklarmin kanitlart ve
trombomodulin ve sE-selektin serum diizeyleri endotel disfonksiyonunun hassas
gostergelerini  bildirilmistir. Elde ettikleri bulgular  dogrultusunda trombosit
disfonksiyonunun ve mikrovaskiilatiir eksikliklerinin AH seyri sirasinda oldukg¢a erken
ortaya ¢iktigini ve dolayisiyla AH ile iliskili stirecler ve vaskiiler bozukluklar arasinda

daha fazla baglanti olabilecegini ileri siirmektedir (316).

von Willebrand Faktor, endotel hasar1 veya disfonksiyonu belirteci olarak birgok
hastalikta arastirilmig multimerik bir proteindir (95). Endotel hasar1 veya disfonksiyon
belirteci olmasimin yanisira vVWF, trombositlerin GP1b reseptorleri araciligi ile hasarl
damar duvarindaki endotel yiizeyine tutunmasini saglar (115, 116, 101, 105). von
Willebrand Faktor’tin eksikligi, VWF miktarinin disiik veya vWE’{in defektif olmasiyla
karakterize olup, kanama ve pihtilasma problemi yaratan epistaksis ve menoraji gibi
degisken siddette mukokiitandz kanama semptomlarina ve von Willebrand hastaligina yol
acar (103), bu faktoriin (VWF) fazlaligi ise endotel hasari ile iliskilendirilebilecek bir
parametre oldugu i¢in daha ¢ok kardiyo vaskiiler hastaliklar (CVH), diyabet, akut koroner
sendrom gibi hastaliklarda siklikla aragtirilmistir (135, 136). Trombositin endotel
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yiizeyine baglanmasi trombositin aktifleserek graniil icerigini dolagima bosaltmasi ile
sonuglanir (42). Bizler ¢alismamizda hasta ve kontrol gruplarinda ELISA yontemi ile
VWF (ng/ml) ve GP1b (ng/ml) plazma diizeylerini tespit ederek bu 2 proteinin hastalik
patofizyolojisindeki rollerini ve trombosit fonksiyonlari ile olan iligkisSini arastirdik. Elde
ettigimiz verilere gore hasta ve kontrol gruplarinda ayrica degerlendirdigimiz alt
gruplarimizda vWF (ng/ml) ve GP1b (ng/ml) diizeylerini tespit ettik. Total hasta ve
kontrol gruplarini degerlendirdigimiz bulgularimiza gére plazma GP1b diizeyleri
kontrole gore hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (Tablo
4-2). VWF (ng/ml) hasta grubunda kontrole goére nispeten yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (Tablo 4-2). Hasta grubu i¢inde MR
Fazekas 0-1 ile kontrol grubunu kiyasladigimiz degerlendirmede her iki parametre de
hasta grubunda kontrole gore yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik yoktur. Bulgularimiz Tablo 4-3’te ve Sekil 4-10 ve Sekil 4-11’de gosterilmistir.
Hasta gruplarinda MR fazekas 0-1 siniflandirmasina gore ASA’nin etkilerini
inceledigimizde, MR Fazekas 0-1 grubunda ASA kulanan ve kullanmayan hastalarda
VWEF ve GP1b plazma diizeyleri agisindan istatistiksel bir anlamlilik olmamasina ragmen
VWEF ve GP1b diizeyleri aspirin kullanmayan grupta, aspirin kullananlara gore daha diisiik
bulunmustur. ilgili veriler Tablo 4-4 gdsterilmistir. Bulgularimiz Sekil 4-17 ve Sekil 4-

18’da grafik olarak verilmistir.

Hasta gruplarinda MR fazekas 2-3 siniflandirmasina gore ASA’nin etkilerini
inceledigimizde, MR Fazekas 2-3 grubunda ASA kulanan ve kullanmayanlarda vWF ve
GP1b plazma diizeyleri agisindan istatistiksel bir anlamlilik olmamasina ragmen VWF
diizeyleri aspirin kullanmayan grupta, aspirin kullananlara gére nispeten daha yiiksek
bulunmustur. Ilgili veriler Tablo 4-5 gosterilmistir. Fazekas 0-1 grubunda aspirin
kullanmayan hastalarda, kullananlara gore veya Fazekas 2-3 grubunda vWF diizeyleri
aspirin kullanmayan hastalarda, kullananlara goére anlamli bir fark goriilmemistir. (Tablo
4-4, Tablo 4-5).

Yaptigimiz literatiir taramalarinda vaskiiler hasar ve endotelyal disfonksiyon
biyobelirteglerinden oldugu bilinen ve endotel hiicrelerinden sentezlenen vWEF’iin
Alzheimer hastaligindaki rolii lizerine yapilan bir ¢alismada, 20 hasta ve 20 kontrolden
olusan gruplarda vWF degerleri ELISA yontemiyle ol¢ililmiis, hasta grubunda kontrole

gore vVWF diizeyi yiiksek c¢ikmasina ragmen, gruplar arasinda herhangi bir anlamli
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farklilik goriilmemistir (317). Bu g¢alismanin sonuglari bizim calisma sonuglarindaki

Tablo 4-2 ‘de belirttigimiz hasta-kontrol degerlendirmesi ile uyumludur.

Alzheimer hastalig1 olan 95 kisi, Vaskiiler demans1 (VaD) olan 55 kisi ve 154
saglikli kontrol grubunda hemostatik ve fibrinolitik parametrelerin yanisira vWF
diizeylerinin ELISA yontemiyle arastirildigi bir calismada, degerlendirilen VWF
diizeyleri VaD grubunda AH’na gore daha yiiksek bulunmasina ragmen her iki hasta
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemis ve her iki demans
grubundaki hastalarin plazma vWF diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda kontrol
grubunun VWF diizeyleri, demans gruplarina gore anlamli derecede diisiik bulunmustur
(318). Calismada vWF diizeylerinin demans gruplarinda (hem vaskiiler demasda hem de
Alzheimer tipi demansda) kontrole gore yiiksek olmasi hasta gruplarinda endotel
disfonksiyonun kontrol grubuna gore daha fazla olduguna isaret edebilir fakat tek basina
vWF diizeyleri her iki demansi birbirinden ayirmak i¢in uygun ve yeterli bir parametre

degildir. Bu ¢alismanin sonuglari, bizim ¢alismamizin sonuglari ile uyumludur.

Trombositlerin GP1b reseptorleri aracilifi ile endotel {iizerindeki vWEF’e
baglandiklar1 bilinmektedir. Trombosit aktivasyon belirteclerinden biri olan ve trombosit
yiizeyinde yer alan GPl1b, proteolitik yolla aktif trombositlerin ylizeyinden dokiiliip
soluble GP1b olarak cesitli yontemlerle kanda tespit edilebilir. Yaptigimiz literatiir
taramalarinda bobrek hastaligi olan ve homodiyaliz alan hastalarda morbidite ve mortalite
oranlarimin tespit edildigi biiyiik 6lgekli bir ¢aligmada 671 kisilik hemodiyaliz ve 275 kisi
stirekli ayaktan periton diyalizi alan hastalarda, endotel ve trombosit aktivasyon
belirtegleri ELISA yontemi ile tespit edilmistir. Endotel aktivasyon belirteci olarak vVWF
diizeyleri, trombosit aktivasyon belirteglerinden biri olarak da GP1b diizeyleri ELISA
yontemi ile saptanmistir. Sonu¢ olarak yapilan ¢alismada endotel disfonksiyon
belirteglerinden vWF hemodiyaliz hastalarinda toplam mortalite ile pozitif korelasyon
gosterirken, trombosit aktivasyon belirtegleri ile toplam mortalite, hemodiyaliz ve

ayaktan peritonal diyaliz hastalar1 arasinda iliski bulunmadig tespit edilmistir (319).

Bizler de yaptigimiz caligmada Alzheimer tipi demans hastalarinda ve kontrol
gruplarinda plazma GP1b diizeylerini ELISA yontemiyle tespit ederek, bu proteinin hasta
ve kontrol gruplarinda ve ayirdigimiz alt gruplardaki diizeylerini gézlemledik. Plazma
vWF ve GPl1b diizeylerinin ¢alistigimiz hastalikla iligkisi olup olmadigini arastirdik.

Caligmamizdaki bulgularimiza gére GP1b diizeylerinin, hasta grubunda kontrole kiyasla
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istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugunu tespit ettik. Hasta ve kontrol
grubuna ait degerler Tablo 4-2°de verilmistir. GP1b diizeyinin hasta grubunda kontrole
gore anlamli derecede yiiksek olmasi trombositin artmis adezyon fonksiyonuna isaret
edebilir. vVWF’lin plazma diizeylerinin hasta grubunda kontrole goére daha yiiksek
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir. Hasta gruplarindaki
artmis plazma GP1b diizeylerin, endotel ve trombosit arasindaki iligskisini daha net
aciklamak icin hasta ve kontrol gruplarinda GP1b diizeyleri, trombosit yiizey GP1b
ekspresyon seviyeleri ile karsilastirilabilir. Bu baglamda artmis plazma GP1b
diizeylerinin hastalikla olan iligkisinin trombositle olan baglantis1 daha net agiklanabilir.
Hasta grubunda plazma vWF diizeylerine gore, plazma GP1lb diizeylerinde

gozlemledigimiz anlamli artig, hastalarda trombositin GP1b ekspresyonu ile ilgili olabilir.

Yaptigimiz ¢alismada GP1b diizeylerini MR Fazekas 0-1 hasta ve kontrol gruplari
arasinda karsilastirdigimizda, bulgularimiz hastalarda yiikksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamliya yakin olarak degerlendirilmistir. Bulgularimiza ait degerler
Tablo 4-3’te verilmis, Sekil 4-10’de grafik olarak gosterilmistir. Calismamizda Fazekas
0-1 ve Fazekas 2-3 hasta gruplarinda, ASA kullanan ve kullanmayan hastalar
gruplandirp yaptigimiz incelemede gruplar arasinda ASA kullanimi ile GP1b diizeyleri
acisindan herhangi farklilik gézlenmemistir. Bulgularimiza ait degerler Tablo 4-4 ve 4-
5’te verilmis, Sekil 4-17 ve Sekil 4-24’te grafik olarak gosterilmistir. Calismamizin
bulgularma dair istatistiksel olarak GP1b plazma diizeylerinin, ASA kullanimi ve Fazekas

siniflandirmasi ile aralarinda baglanti olmadigini diistindiirmektedir.

Yaptigimiz literatiir taramalarinda, Alzheimer tipi demansda plazma GP1b
diizeylerini farkli tekniklerle arastiran az sayida makaleye rastlanmistir. Dolayisiyla

calismamiz literatiirdeki bu boslugu da dolduracaktir (322).

Projemizde  arastirdigimiz ~ biyobelirteglerden  biri  olan  miRNA’lar
posttranskripsiyonel asamada mRNA'lar1 hedef alarak gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol alan molekiilleridir. miRNA'lar hiicre biiylimesi, farklilagsmasi,
gelisim, apoptoz, hiicre metabolizmasi, stres adaptasyonu, hormon sinyalizasyonu gibi
farkli fizyolojik ve biyolojik siiregleri yonetebilmektedir (320). hsa-miR24’iin VWF
regiile edebilecegi literatiirde One siirtilmiis olup(165) benzer sekilde MiR-26a’nin
endotel hiicre biyolojisindeki roliinii ve anjiyogenezle olan baglantilarin1 gdsteren

caligmalar mevcuttur. Ayrica miR26’nin zayif kardiyovaskiiler fonksiyon ve sonuclari
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iceren hastalik durumlarinda (179), diyabetik yara iyilesmesi (180) ve norodejeneratif
bozukluklarda ¢alisildigi bildirilmistir (181). Bu sebeple yaptigimiz c¢alismada hsa-
miR24-3p ve hsa-mir-26a-5p’nin ekspresyon diizeylerinin hasta ve kontrol gruplarinda
ne sekilde degistigini, hastalikla ilgisini arastirdigimiz proteinlerden vVWF ve GP1b ile
olan iligkilerini inceledik. Bulgularimiza gére her 2 miRNA’nin géreceli ekspresyon
diizeyleri hasta grubunda kontrole gére diisiik bulunmustur ve bu degerler hsa-miR-26a-
Sp’de istatistiksel olarak anlamli derece diisiiktiir. Hasta ve kontrol gruplarina iliskin
goreceli miRNA diizeyleri Tablo 4-2°de verilmis ve Sekil 4-5 ile 4-6’de grafik olarak

gosterilmistir.

MR Fazekas 0-1 olan hasta ve kontrol gruplarida hsa-miR24-3p ve hsa-miR26a-

5p goreceli ekspresyon seviyelerinin hasta grubunda kontrole gore istatistiksel olarak

anlamli decede diisiik oldugu bulunmustur. (Tablo 4-3,Sekil 4-12, 4-13).

MR Fazekas 0-1 Durumuna gore ASA Kullanan ve Kullanmayan Hastalarin
miRNA goreceli ekspresyon diizeylerini karsilastirdigimizda ASA kullananlarin
kullanmayanlara gore ekspresyon seviyelerinin diistiigii, bu diisiisiin hsa-miR26a- 5p’de
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (Tablo 4-4, ve Sekil 4-19, 4-20).

Yapilan caligmalarda miR-24'iin vaskiiler endotelyal hiicrelere aracilik etmede
hayati bir molekiil oldugunu gostermistir (156, 157).Yaptigimiz literatiir taramalarinda
miR24’tin vWF i represe ettigi gosterilmistir (165). Bizler ¢alistigimiz hasta gruplarinda
kontrole kiyasla hsa-miR24-3p’nin goreceli ekspresyonun azaldigini fakat bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigini tespit ettik. Calistigimiz Alzheimer
tipi demansla ilgili hasta grubunda hsa-miR24-3p goreceli ekspresyonundaki bu
azalmanin VWF (ng/ml) diizeyleri iizerine ne sekilde etki ettigini incelemek amaci ile
yaptigimiz korelasyon analizinde Hasta grubunda olan kisilerin hsa-miR24-3p goreceli
ekspresyon degerleri ile vVWF (ng/ml) diizeyleri arasinda anlamli iliski saptanmamuistir Bu
bulgumuz Xiang ark’in ileri siirdiigii bilgi ile gelismektedir. Hasta grubumuzda diisiik
eksprese olan hsa-miR24-3p, hasta grubundaki VWF (ng/ml) diizeylerini arttirmak
yoniinde etkili olmamistir. Ayrica kontrol grubunda olan kisilerin hsa-mir24-3p goreceli
ekspresyon degerleri ile vWF (ng/ml) diizeyleri arasinda anlamli bir iliski

saptanmamuistir.

Kontrol grubuna ait yaptigimiz korelasyon analiz sonuglarina gore saglikli

Kontrol grubunda hsa-miR26a-5p ile hsa-mir24-3p goreceli ekspresyon degerleri
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arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi. (Sekil 4-28). Ayrica Alzheimer tipi
demans hastaligini ¢alistigimiz hasta grubumuzda hsa-miR26a-5p ile hsa-miR24-3p
goreceli ekspresyon degerleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptanmustir.

(Sekil 4-32). Her iki miRNA hastada ve kontrolde anlamli yonde pozitif koreledir.

Kontrol grubuna ait yapilan korelasyon analiz sonuglarindan elde ettigimiz
verilere gore, hsa-miR24-3p ile trombosit agregasyonu (Egim Q) verileri arasinda pozitif
yonde anlamli korelasyon saptanmustir. ilgili analiz sonucu Sekil 4-30°de gosterilmistir.
Yine kontrol gubuna ait korelasyon analiz sonuglarimizi inceledigimizde trombosit
agregasyonu (Egim Q) verileri ile hsa-miR26a-5p goreceli ekspresyon degerleri arasinda
pozitif yénde anlamli korelasyon saptand1 (Sekil 4-29). Ilgili korelasyon analiz sonuglari
Sekil 4-29°da verilmistir. Ayrica Alzheimer tipi demansda ¢alistigimiz hasta grubunda
trombosit agregasyonu (egim Q) degerleri ile hsa-miR24-3p goreceli ekspresyon
degerleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptanmistir. Hasta grubuna ait
korelasyon analiz sonuglarimiz Sekil 4-35’te verilmistir. Ayrica hasta grubuna ait hsa-
miR26a-5p goreceli ekspresyon degerleri ile trombosit agregasyonu (Egim Q) verilerini
inceledigimizde aralarinda pozitif yonde anlamli korelasyon oldugu saptanmistir. Hasta
grubuna ait ilgili degerler Sekil 4-34’te verilmistir. Tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak,
trombosit fonksiyonlarmni degerlendirmek i¢in kullandigimiz trombosit agregasyonu
(Egim Q) degerleri ile ¢alistigimiz her iki miRNA’nin hem hasta hem de kontrol
grubunda pozitif yonde korele ¢iktigini gbzlemledik. Bu bilgiler bize hsa-miR24-3p ve
hsa-miR26a-5p’nin trombositlerin adezyon ve sekresyon fonksiyonlariyla ilgili bir
molekiiler yolakta ikisinin birden rol oynadigini diisiindiirmektedir. Yaptigimiz literatiir
taramalarinda trombositin adezyon ve sekresyon fonksiyonlarinin arastirildigi molekiiler
yolakta ¢alistigimiz her iki miRNA’y1 iceren herhangi bir yayimna rastlanmamistir. Bu
bulgularimiz ¢alistigimiz alanda literatiire yeni katkilar yapacaktir. Calismamizda elde
ettigimiz bulgulara gore hsa-miR24-3p ve hsa-miR26a-5p’nin trombosit fonksiyonlari
tizerine, Ozellikle adezyon ve sekresyon fonksiyonlariyla ilgili molekiiler yolaklarla
baglantili oldugunu Ongdriiyor, trombosit ve hastaliklarla ilgili bu yolaklarin
aydinlatilmasina yonelik bundan sonraki arastirmalarda yaptigimiz bu ¢alismanin 6nci
olacagini ve yol gosterecegini umut ediyoruz. Elde ettigimiz bulgularin, alanda ¢alisma
yapan arastirmacilar tarafindan farkli hastaliklarin mekanizmalarinin arastirilmasinda da

denenmesini Oneriyoruz.
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1.Bu ¢alisma bir doktora tez aragtirma projesidir.

2_Arastirmamizda, trombosit fonksivonlanmn endotel ile olan iligkisini protein diizeyinde

aragturmak ve bu proteinlerin aktivasyonunun diizenlenmesinde hangi miRNA’lanin bu yolakta etkili

oldufiunu saptamay amaghiyoruz,

3. Arastrmamz kapsamnda arastirma siirecinde size aldifiiz tedavi diginda herhangi bir tedavi

uygulanmavacakiir,

4,Zaten rahatsizhgmizdan dolayr bagvurdufunuz ve kesin tam alabilmeniz igin gerekli olan rutin
islemler sirasinda deferlendirmeniz yapip tammz konulduktan sonra, vukanda belintilen

arastirmay1 yapabilmek icin sizden kan talep ediyoruz.

5. Aragtrmamizda, kan Srmeginizi, trombosit fonksiyonlarimn endotel ile olan iliskisini protein
diizeyinde aragtirarak, hastahfin pato-fizyolojisinde rol oynayan miRNAlar Maolekiiler Bivolojik
yintemler ile sapiamak ve bu miRMA’lann hastalikla ilgili iligkisini belirlemek iizers yine
Molekiiler Bivolojik test ytntemlerinden yararlanarak kullanacafiz.

6. Aragtrma igin sizden higbir iicret talep edilmeyecektir. Size de herhangi bir dcret
tdenmeyecektir. Bagh bulundugunuz sosyal giivenlik kurumundan (SGK'dan) herhangi bir iicret

alinmayacakmr,

7. Arastrmaya katilmaniz tamamen sizin istefinize baghdir ve istedifiniz zaman herhangi bir
cezaya ya da yaptnma maruz kalmaksizin, hicbir hakkimzi kaybetmeksizin aragiirmaya katilmayi

reddedebilir veya arastirmadan gekilebilirsiniz,

8. Arastirmaya katilimamz halinde izleyiciler, Etik Kurul, Bakanhk ve diger sailik otoriteleri size
ait orjinal tibbi kayitlara dofirudan erigebilecektir, bununla birlikte kimlik bilgileriniz gizli
tutulacaktir, arastirmaya katlip bu formu imzalamanz durumunda siz ya da yasal temsileiniz soz

konusu erigime izin vermis olacaksimiz.
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9.Kimliginizi ortaya gikaracak tiim kayilar gizli tutulacak, kamuoyuna agiklanmayacak ve

arastirma sonuglarin yayinlanmas: durumunda dahi kimliginiz gizli tutulacaktr,

10.Arastirma konusu kapsamunda aragtirmaya katilmaya devam istefinizi etkileyebilecek yeni
bilgiler elde edildiginde size ya da yasal temsilcinize en kisa siirede-zamaminda bilgi veriletek ve

cahismadan gikabileceksiniz.

11.Aragtirma hakkinda veya aragtirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda daha aynntili bilgi
edinebilmeniz igin aragtirmacilara; Proje Yiiriticiisti M3c, Gllsel AY AL a 05335910363 numaral

telefonlardan giiniin 24 saatinde erigebileceksiniz.

13.Aragtirmaya katilmaniz durumunda sizden tedaviniz diginda gerekli olacak bir ek siire talebimiz

yoktur

14.Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini giniillii sayis1 80 hasta ve 80 kontrol olmak Uzere

toplam 160 kisi belirlenmigtir.

15.Sizden edinilecek biyolojik materyal(kan Gmeginiz) arastirma konumuz olan “Endotel ve
Trombosit Fonksiyonlanmin Demans ile Olan lliskisinin Molekiiler Dilzeyde Araginilmasi” baghikh
gahymada verilerin demans patofizyolojisinde rol alan gesitli hedef proteinler ile iligkili
miRNA’lann saptanmasimin ileride tedaviye yonelik yeni stratejilerin geligtirilmesinde  etkili

olacafim diisiiniiyoruz.

16.Sizden aldigimuz biyolojik materyalin{Kan rneginiz) analizi Istanbul Universitesi Cerrahpaga
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal binyesinde ¢ahsilacak ve yurtdiginda herhangi bir

cahisma yapilmayacakur.

17. “Endotel ve Trombosit Fonksivonlarinm Demans ile Olan iliskisinin Molekiiler Diizeyde

Arastirlmas’ "adli arastirmanizda kullamlacak biyolojik Srmeklerimin,
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Yukanda bahsi gegen aragtrmada ve ileride yapilmasi planlanan tim aragtrmalarda

kullamlmasina izin veriyorum,

Highir kosulda kullarulmasina izin vermiyomim,

18.Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki biitin agiklamalart okudum. Bana yukanda konusu

ve agiklamas: verilen aragurma ile ilgili yazih ve stzli agiklama agafada adi belirtilen aragtirici

tarafindan vyapildi. Arastrmaya goniilli olarak katildigim, istedifim zaman gerekceli veya

gerekeesiz olarak arasirmadan ayrilabilecegimi bilivorum.

Evet

Hayir

19,56z konusu arastirmaya highir baska olmaksizin kendi arzumla katildifim: beyan ederinm,

Evet
Hayir

20. Cahgmaya katilan kiginin;

Adi-sovadi ve imzasi:

Tarih:

Telefon numaras::

21.Géniilliintin yasal temsilcisinin,

Adi-soyadi ve imzast:

Tarth:

Telefon numaras::

22.Arastirma ckibindeki Proje Yirlitliclisi sorumlu aragtirmacinim;
Adi-soyadt ve imzasi: MSc. Giilsel AYAL
Tarih: 15.12.2017

Telefon numarasi: 05333910363
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