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OZET

Araz, O.S. (2013). Alzheimer Hastalarinda Vitamin D Eksikligi ile Iliskili Olan
Polimorfizmlerin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1bbi

Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Alzheimer hastaligi (AH) ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir. Yapilan ¢alismalarda
Vitamin D’nin sinir sistemi ilizerinde koruyucu etkilerinin bulundugu bildirilmistir.
Vitamin D'nin noroprotektif etkisini, noron kalsiyum dengesinin diizenlenmesi ve
norotrofinlerin tiretimi aracihigiyla gergeklestirdigi gosterilmistir. Biz de bu ¢aligmada
Vitamin D eksikligi ile ilgili oldugu bildirilen DBP geninin rs17467825, rs2282679,
rs3755967, rs2298850, rs7041, rs1155563 bolgelerindeki polimorfizmler ile Alzheimer
hastalig1 arasinda iligki bulunup bulunmadigini arastirmayr amacladik. Ayrica soz
konusu DBP polimorfizmleri ile ApoE allelerini birlikte degerlendirdik. Calismada 61
Alzheimer hastasi, 60 saglikli bireyden elde edilen DNA o6rnekleri Gergek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile incelendi. Ayrica hastalarin ve kontrol
orneklerinin haplotip analizi yapildi. DBP genindeki 6 farkli tek niikleotid polimorfizmi
ile AH arasinda bir iligki saptanamadi. DBP genine ait 6 SNP’nin haplotip analizi
sonucunda ise “ACGCGT” haplotipi kontrol gruplarinda hastalara gore daha fazla ve
istatistiksel olarak yakin anlamli bulundu. rs7041 ve rs1155563 bolgelerinin analizden
c¢ikarilmasi sonucu hasta ve kontrol gruplar1 karsilagtirildiginda, “ACGC” haplotipinin
kontrol gruplarinda anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi. ApoE geni allel
dagilimma bakildiginda €2 alleli kontrol bireylerinde hastalara goére anlamli diizeyde
yiiksek bulundu. DBP genine ait haplotipler ve ApoE geni allelerinin birlikte analizi
sonucunda, €3 alleli tasiyan ve ayn1 zamanda “ACGCGT” haplotipini tagtyan kontrol
ornekleri hastalara gore istatistiksel olarak yakin anlamli diizeyde daha fazla olarak
bulundu. rs7041 ve rs1155563 bolgeleri analizden ¢ikarilarak 4 bolge ve ApoE geni
allel sikliklar1 analiz edildiginde, €3 alleli ile “ACGC” haplotipini birlikte tasiyan
kontrol gruplarinin hastalara goére anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi.
Calismamiz, DBP geninin bazi haplotiplerinin ve bu haplotiplerle ApoE €3 allelinin

birlikte kalitilmasinin Alzheimer Hastaligi’na kars1 koruyucu olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, Vitamin D, Vitamin D Eksikligi, Vitamin D
Baglayan Protein, Polimorfizm

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 11685
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ABSTRACT

Araz, O.S. (2013). Investigation of Polymorphisms Associated with Vitamin D
Defficiency in Alzheimer’s Disease Patients. Istanbul University, Institute of Health
Science, Departmant of Medical Biology. MSc Thesis. Istanbul.

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease. Recent studies
have reported that vitamin D has protective effects on the nervous system.
Neuroprotectice effects of vitamin D in AD was suggested to be via maintainence of
calcium homeostasis and the regulation of neurotrophic factor synthesis. The aim of this
study is to investigate whether there is an association between rs17467825, rs2282679,
rs3755967, rs2298850, rs7041, rs1155563 polymorphisms of DBP gene that was
suggested to be associated with vitamin D deficiency and Alzheimer’s Disease. DNA
samples which has been obtained from 61 AD patients and 60 healthy individuals has
been investigated by Real Time PCR method and also the patients haplotypes has been
analized. A relationship between polymorphisms belong to 6 regions in DBP gene and
AD has not been determined. Haplotype analysis of 6 SNPs in DBP gene showed higher
frequency of “ACGCGT” haplotype in controls and state it as statistically nearly
significant. In haplotype analysis, “ACGC” haplotype has been found significantly
increased in control groups compared to patient groups, in result of removing rs7041
and rs1155563 regions from analysis. Allelic distribution of the ApoE gene indicated
that the frequency of €2 allele was significantly higher in healthy individuals. The
individuals who have both e3 allele and “ACGCGT” haplotype together were higher in
control group when compared with AD patients and the result was statistically nearly
significant in the analysis of ApoE gene alleleic distribution with DBP haplotypes.
Control groups that carry €3 allele and “ACGC” haplotype together has been found
significantly increased compared to patients when 4 regions and ApoE’s haplotype
frequencies analyzed after rs7042 and rs1155563 regions removed from analysis. Our
study has indicated that some haplotypes of DBP gene and inheritance of these
haplotypes and ApoE €3 allele together might be protective against AD.

Key Words: Alzheimer’s Disease, Vitamin D, Vitamin D Deficiency, Vitamin D
Binding Protein, Polymorphism.
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligt (AH) demansin en sik goriilen tipidir ve ilerleyici ndrodejeneratif
bir hastaliktir [1]. On beynin bazalinde ve hippokampusta goriilen noron
dejenerasyonunun yani sira sinaps kaybi ve noron iletisim bozukluklari da hastaligin
patogenezine katilir. AH iki farkli protein birikimi ile birlikte goriiliir: Noritik (senil)
plaklar ve norofibril yumaklar1 [2]. Noritik plaklar daha c¢ok serebral korteks ile
meningial ve serebral kan damarlarinin duvarlarinda goriilen ekstraseliiler yapilardir. Bu
plaklar yogun bir amiloid materyal igerirler [3-5]. Ana bileseni Tau proteini olan
norofibril yumaklart ise hiicre igerisinde bulunurlar. Ancak hiicre i¢i birikimlerde
bulunan Tau, mikrotubule bagli bulunandan farkli olarak hiperfosforile sekildedir [4].
Alzheimer hastaligr tedavisindeki ©nemli hedefler ndron hasarlarin1 azaltmak,
noronlarin onarimi veya rejenerasyonunu saglamaktir [2].

Vitamin D, insanlarda besinlerle alinma ve deride endojen iiretimi olmak {tizere iki
kaynaktan saglanir. Deride epidermis hiicrelerinin plazma membranlarindaki ¢ift
tabakali1 lipid molekiilleri arasinda ¢ok miktarda 7-dehidrokolesterol molekiilii bulunur
[6]. Bu molekiiller giines 1s1gindaki mordtesi 1sinlar ile D3 dnciillerine doniisiir. Bitkisel
kaynaklarda vitamin D, 6nciil molekiil seklinde (ergosterol) bulunur ve viicutta vitamin
D,'ye dontistiiriiliir. Vitamin Ds ile ayni fonksiyona sahip olan besin kaynakli vitamin D
bagirsaklarda emildikten sonra lenf damarlari ile karacigere aktarilirken, deride tiretilen
vitamin D albumin benzeri bir plazma tasiyic1 proteini olan Vitamin D Baglayan Protein
(DBP) ile taginir [7, 8].

Yapilan ¢oklu epidemiyolojik caligmalarla serum vitamin D seviyeleriyle kognitif
performans arasinda olas1 baglant1 gosterilmistir. Bununla birlikte vitamin D yetersizligi
ve AH riski arasindaki iliskinin biyolojik temeli halen bilinmemektedir [9].

Vitamin D'nin beyin gelisiminin énemli bir diizenleyicisi oldugu diistiniilmektedir [10].
Son zamanlarda yapilan calismalarda Vitamin D (1,25 (OH);D;)’nin sinir sistemi
lizerinde koruyucu etkilerinin bulundugu bildirilmistir. Ozellikle sinir biiyiime faktorii
(NGF) sentezinin Vitamin D ile diizenlendigi, diger bazi norotrofinlerin sentezinin
diizenlenmesinde de rol oynadigi gosterilmistir [11]. Vitamin D'nin ndroprotektif
etkisini, néron kalsiyum dengesinin diizenlenmesi ve norotrofinlerin iiretimi araciligryla
gerceklestirdigi AH benzeri in vitro modellerde gosterilmistir [2].

Yaslh sicanlarda 1,25(OH),D; tedavisi hippokampus atrofisini azaltmakta ve ndron



yogunlugunu korumaktadir [12]. Insanlarda yapilan g¢alismalarda ise; Alzheimer
hastalarinda kontrollere kiyasla hippokampusun 6zgiin bolgelerinde (CA1l ve CA2
piramit hiicrelerinde) Vitamin D Reseptér (VDR) mRNA’sinda azalma oldugu tesbit
edilmistir [13]. Ayrica VDR geni Apal polimorfizminin AH riskini 2.3 kat arttirdigi
anabilim dalimizda yapilan ¢aligmalar sonucu bulunmustur [2]. Alzheimer hastalarinin

ve demans goriilen hastalarin 25(OH)Ds serum konsantrasyonunun normal bireylere
gore daha diisiik oldugu gosterilmistir [14-16].

Vitamin D’nin fiziksel fonksiyonlar iizerindeki faydali etkileri yaslilarda belirlenmistir.
Bunun yami sira, noronlar lizerindeki faydali etkileri giderek agikliga kavusmaktadir.
Vitamin D eksikligi, vaskiiler demans ve Alzheimer hastalifi gibi norodejeneratif
hastaliklar i¢in risk faktorlerinden biri olabilir ve bu hastaliklarin patolojik siirecinde
etkili bir rol oynayabilir [17].

Anabilim Dalimizda yapilan bir ¢alismada primer kortikal ndronlara amiloid beta (AB)
uygulamasinin VDR mRNA seviyesini diisiirdiigii, VDR proteinini ise ortadan
kaldirdig1 gosterilmistir [18]. Vitamin D Baglayan Protein (DBP), gerek beslenme yolu
ile alinan gerekse UV etkisi ile deride sentezlenen Vitamin D’nin plazmada tagimip ilgili
hiicrelere ulastirilmasindan sorumlu globiiler bir proteindir [19]. Insan serumunda
bulunan DBP, yaklasik 58 kDa agirliginda bir glikoproteindir. DBP, 16 amino asitlik
sinyal peptid dizisi kesildikten sonra, albumin (ALB) ve alfa-fetoprotein (AFP) ile
belirgin bir dizi homolojisi gosteren 458 aminoasitlik bir protein olarak salgilanir [20].
Vitamin D'nin dolagimdaki formu 25(OH)D;, DBP tarafindan bobreklere tasinir.
Bobrekte, diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor alt ailesinden olan megalin,
25(OH)Ds'iin hiicre icine alinmasinda 6nemli bir rol oynar [21]. Cok fonksiyonlu bir
¢copcii reseptorii olan megalin, bobregin proksimal tubul epitelinin fircams: kenarli
yiiziinde bulunur. Vitamin D Baglayan Protein ve ona bagh 25(OH)D glomeriilden
stizlilerek bobrek tubul epitel hiicresi tarafindan endositozla alinir. Bu alinmada bazen
megalin de gorev yapar. DBP-Vitamin D kompleksi lizozomal kompartmanda
parcalanarak vitamin D ve tasiyict proteini olan DBP sitozole salinir. Sonrasinda,
25(OH)D direk olarak hiicre digina salinir veya mitokondriye bagli olarak bulunan
lalfa-hidroksilaz ~ araciligiyla 1,25-(OH),Ds'ye  doniistiiriiliir.  Interstitiel siviya
salgilanmasiyla birlikte Vitamin D sterolleri serbest halde bulunan DBP'ye baglanir ve
hedef dokulara iletilir. Bu model her ne kadar bobrek i¢in arastirilmis olsa da, Kan-

Beyin bariyerinde bulunan endotel hiicrelerinin de megalin eksprese etmeleri Vitamin



D'nin ve DBP'nin beyne ulagsmak i¢in benzer bir yol izledigini diisiindtirmektedir [22].
Son zamanlarda Vitamin D eksikligini etkileyen genetik faktorleri belirlemek {izere
yapilan genom c¢apinda bir iligki taramasinda 3 ayr1 gene ait 18 adet polimorfizm ile
Vitamin D'nin plazma yogunlugu arasinda anlamli bir iligki oldugu saptanmistir.
Bunlardan biri de kromozom 4pl2'deki GC (Vitamin D Baglayan Protein - DBP)
genidir [23].

Biz de bu ¢alismada Vitamin D eksikligi ile iliskili oldugu bildirilen DBP (Vitamin D
Baglayan Protein - GC) geninin rs17467825, 152282679, rs3755967, rs2298850, rs7041,
rs1155563 bolgelerindeki polimorfizmler, Apolipoprotein E (ApoE) geni ve Alzheimer
hastalig1 arasinda iliski bulunup bulunmadigini arastirarak Anabilim Dali'mizda daha
once yapilmis olan genetik ve hiicre kiiltiirii caligmalari ile ortaya konulan Vitamin D ve
AH arasindaki iliskinin aydinlatilmasina katkida bulunmayi amaglamaktayiz. Bu
amagla, 61 Alzheimer hastasi, 60 saglikli bireyden elde edilen DNA 6rnekleri Gergek

Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg:

Alzheimer Hastaligi (AH) ilk kez 1906 yilinda Alman psikiyatrist ve
noropatolog Dr. Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmis olup demansin en sik goriilen
tipidir [24].

Alzheimer Hastalig1 ilerleyici bellek kaybi ve diger bilissel islevlerde bozukluk
ile tanimlanir ve genellikle 65 yas uistii bireyleri etkiler. Ancak, hastalarin yaklasik %5'i
daha geng yasta (~40-50 yas) s6z konusu hastalik fenotipi gosterir ve ¢ogu ailesel olan
bu vakalar erken baslangigli olarak siniflandirilir [24]. AH ilerleyici ve geri doniisi
olmayan norodejeneratif bir hastaliktir. Sinir hiicreleri iginde ve disinda biriken fibrilsi
proteinler ve bu proteinlerin olusturdugu plaklar nedeniyle hiicreler ya tamamen yok
olur veya biiyiik oranda fonksiyon kaybina ugrarlar. Risk faktorleri arasinda, artan yas,
aile hikayesi, kafa travmalari, 6nceden gecirilmis depresyonlar 6n plana ¢ikmaktadir
[5].

Hastalik baslangi¢ yasina gore 2 alt tipe ayrilir: Erken-Baslangi¢cli Alzheimer
Hastalig1 (EBAH) ve Geg-Baslangighh Alzheimer Hastaligi (GBAH). Erken baslangicl
Alzheimer Hastalig1 biitiin hastalarin yaklasik %1-6’sim1 olusturur ve baslangic yasi
kabaca 30 ile 60-65 yas arasinda degismektedir. Ancak, geg¢-baslangigli Alzheimer
hastaligin en sik goriilen seklidir ve baslangi¢ yasi 65 yasindan sonradir [25].

AH genetik agidan kompleks bir norolojik hastalik olarak nitelenir. Mendel tipi
gecis agisindan da heterojenite gdsteren, poligenik/multiallelik bir hastaliktir; birden
fazla kromozomdaki gen lokuslarinin ¢ok sayida farkli mutasyonlar1 ayni hastaliga yol
acar [26].

AH ile ilgili modern g¢alismalar, 1960-1970’lerde hastalik ile ilgili serebral
kortikal lezyonlarin yapisinin ve ndorotransmiterlerdeki eksikliklerin anlagilmasi ve
AH’nin daha detayli tanimlanmasindan sonra baglamistir. 1980-1990’lardaki molekiiler
biyoloji ve genetik ¢alismalar ise, AH’daki molekiiler degisikliklere yeni bir bakis agist
saglamistir. Bu gelismeler, hastaligin patogenezine yonelik mekanizmalarin anlasilmasi
i¢in basamak olusturmustur [27].

Alzheimer Hastaligi'nin noropatolojik belirtecleri, senil plaklar ve nérofibril
yumaklaridir ve bunlar Alzheimer Hastali§i'nin patolojik tanisi icin bir kriter olarak

kullanilirlar. Senil plaklar beyin korteksinde hiicre dis1 amiloid birikimleri, ndrofibril



yumaklar1 ise tau proteininin hiicre i¢i birikimleri seklinde goriiliir. Anormal tau
birikimleri, amiloid plaklar tarafindan daha da hizlandirlir [28]. Tim patolojik
degisiklikler genelde hippokampus, entorhinal korteks, asosiyasyon korteksi ve oOn
beynin bazalinde goriiliir [5].

Anatomik olarak, beynin temporal lobu, parietal lobu, frontal korteks ile
singulate gyrus bolgelerinde atrofi ve serebral korteks ile belirli subkortikal bolgelerde
noron ve sinaps kaybi goriliir (sekil 2-1) [29].

Sarebral Kortels

AP
¥

Sekil 2-1: AH’da Beynin belirli bolgelerinde goriilen degisiklikler.

(http://www.bioedonline.org/hot-topics/alzheimers-disease.cfm# edn3)



http://www.bioedonline.org/hot-topics/alzheimers-disease.cfm#_edn3

2.1.1. Alzheimer Hastaligi’nin Patolojik Bilesenleri

2.1.1.1. Amiloid B: Amiloid B (AP) 40-42 aminoasitten olusup, ¢ok daha biiyiik
bir transmembran proteini olan Amiloid Onciil Proteini’nin (APP)’in proteolitik
kesilmesi sonucu meydana gelir [30].

AP tizerindeki arastirmalarin yogunlasmasi, AP iiretiminin ayrintili bir sekilde
anlasilmasim saglamistir. A, Amiloid Onciil Proteini (APP) olarak adlandirilan biiyiik
bir transmembran proteininin o sekretaz, p sekretaz ve y sekretaz enzimleri tarafindan
ve iki ayn sekilde kesilmesi ile gergeklesir. Birinci yolakta, a-sekretaz enzimi tarafindan
gerceklestirilen kesim AP olusumunu engeller ve ¢oziinebilir sAPPa tiretilir. Bunun
yani sira, daha az kullanilan ikinci yolakta APP’nin sirasiyla B- ve y-sekretazlar
tarafindan kesimi gergeklestirilir ve bu kesim sonucu A peptidi olusur. Bu peptid
zaman i¢inde birikerek senil plaklari olusturur. AP norotoksik etkiye sahiptir. AR peptidi
neprilysin, insulin pargalayici enzim veya endotelin doniistiiriicii enzim tarafindan

parcalanir (sekil 2-2) [31].

KPl ax2 Boy

1 l 770
APP
-5 Ehe?//whetu

I N I N

APPso o-shub APPsp p-stulb

T-selretaz l

AR

Sekil 2-2: AP peptidinin enzimler tarafindan parcalanmasi [30]

Elde edilen bulgular, Ap’nin normal kosullarda sinaptik aktivitenin
diizenlenmesinde ve noéron sagkaliminda rol oynayabilecegini gostermektedir [31].
Bununla birlikte beyinde biriken AB’nin mikroglia aktivasyonu ile inflamatuvar yanita

neden oldugu gosterilmistir [32].



Yiksek miktardaki AB’nin norotoksik 6zellikleri 6n plana ¢ikmaktadir. AB’nin
iki ana formu elektroforez ile ayrilabilir. Bunlar, kiiciik ve 40 aminoasitten olusan Ap 1-
40; daha biiyiik ve 42 aminoasitten olusan AP 1-42°dir. AB 1-40 normal hiicrelerde
aciga c¢ikan AP’nin Yyaklagik %90’m1, 42 aminoasitlik AP 1-42 ise %10’u
olusturmaktadir, AP 1-40 hastaliin ge¢ asamalarinda patolojik olarak ortaya
¢ikmaktadir. Ancak AP 1-42, Ap 1-40’a oranla fibril olusturmaya daha yatkindir [33].

Amiloid kaskad hipotezine gore, néronlarin 6liimii ve fonksiyon kaybina neden

olan senil plaklardaki AP kiimelenmesi ve birikimi demansin baglica sebebidir Sekil 2-
3) [33].
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Sekil 2-3: Amiloid kaskad hipotezi [33].



AH’nin tanimlanmasindan yaklagik 100 yil sonra, Glenner ve Wong noritik
plaklardan zengin Alzheimer Hastas1 beyinlerinden Amiloid  peptidini izole etmis [34]
ve bundan birkac y1l sonra Amiloid Onciil Proteini geni bulunmustur (Sekil 2-4) (Tablo
2-1) [35-38].

Sekil 2-4: Alzheimer Hastaligi’nda Ap patolojisi [39]

A) Alzheimer Hastaligi'nda senil plaklar, B) Kortikal kan damarlarini ¢evreleyen amiloid anjiyopati

goriilmektedir



Tablo 2-1: Alzheimer Hastahgi’nin amiloid B hipotezi [26].

- 1

Ailesel Alzheimer Hastaligi

Sporadik Alzheimer Hastalig1

—

APP veya Presenilin Genlerinde

Mutasyonlar

Genetik Risk Faktorleri: ApoE4 Geni,

Yaslanma ve Cevresel Risk Faktorleri

]!

AP Yapiminda Uzun Siireli Artma

AP’nin Yikilmasindaki Azalmaya Bagli
Olarak Beyinde Giderek Artan A

AW o

AP Cokelmesi ve Oligomer Olugturmast

A 4

AP Oligomerlerinin Sinapslar Uzerindeki

Etkileri

v

AP Oligomerlerin Yavas

Yavas Diffiiz Plaklar Seklinde

Cokmesi

y

Yikimi

Inflamatuvar Cevap, Mikroglia ve Astrosit

Aktivasyonu

'

Noéronlarda Iyon Homeostazinin Degismesi ve

Oksidatif Stres

A 4

Norotransmitter Eksikligi ve
. —P
Noronlarin Islev Kaybi

Degismis
Kinaz/Fosfataz
Aktivitesi

'

DEMANS
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2.1.1.2. Norofibril Yumaklari: Noronlarda sitoiskeletin iki onemli bileseni
mikrotubuller ve norofilamentlerdir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde ¢ok sayida
noronun sitoiskeleti degisiklige ugrar ve morfolojik olarak normal ndrofibrillere
benzemeyen “eslesmis helikal filamentler” (EHF) olarak adlandirilan filament
gruplarini olusturur [40].

Sitoiskelet proteinlerinin  patolojik degisimleri sonucu olusan ndorofibril
yumaklar1 (NFY) Alzheimer hastaliginin en belirgin beyin lezyonlarindan biridir [5].
NFY, sonunda sitoiskelet biitiinliigiinii ve aksonal transportu bozarak hiicre 6liimiine
neden olur. Hiicre 6limiiyle ortaya cikan ekstraseliller NFY’lara “hayalet yumaklar”
denir [26]. Normal yaslilik siirecinde limbik (entorhinal ve hippokampal) NFY sayisiyla
yas arasinda iliski oldugu gosterilmistir. AH’de de demansin agirligi ve siireciyle
paralel bicimde NFY’nin sayisi artar ve dnceden goriilmeyen bolgelerde NFY goriiliir
[26]. NFY, asir1 fosforillenmis durumdaki tau proteinlerden olusur. Tau, mikrotubullere
baglanan bir proteindir. Normal aksonlarda mikrotubullerin olusmasi ve kararliliginda
rol oynar [41, 42].

2.1.1.2.1. Tau Proteinleri: Tau proteinleri, en 6nemli mikrotubul-iliskili protein
olup insanda tau geni kromozom 17q21 bolgesinde yer alir. Mikrotubul-iligkili tau
proteininin O6nemli biyolojik islevleri vardir. Bunlar mikrotubul baglama, aksonal
transport, norit gelisimi ve mikrotubul kararliligini saglamaktir. Tau proteinleri
mikrotubullerin kararliligini farkli izoformlar1 ve fosforilasyon yoluyla gergeklestirir.
Tau proteininin 6 izoformu tau geninin ekzon 2, 3 ve 10 bolgelerindeki alternatif
kirpilmalar sonucu olusur ve sirasiyla 0, 1 veya 2 amino-terminal bolge ve 3 veya 4
mikrotubul-baglayici bolge tekrarlar igerirler (Sekil 2-5). izoformlar, 352-441 amino
asitten olusup 37-46 kDa agirligindadir. Mikrotubul baglanma bdlgeleri proteinin
karboksi ucunda bulunur ve pozitif yiikliidir. Pozitif yiiklii olmalar, negatif yiikli
mikrotubule baglanmalarina olanak saglar [30, 43, 44].
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Sekil 2-5: Tau geninin alternatif kirpilmalari sonucu olusan tau proteini [43]

Tau’nun cesitli yapisal ve fonksiyonel proteinlerle etkilesmesi, tau’nun sadece
normal mikrotubul yapisinda rol oynamayip ayni zamanda ndronlarin sinyal iletiminde
de rol oynadigini gostermektedir [43].

AH'larinda normal kinaz-fosfataz etkinligindeki dengenin bozulmasi sonucu tau
hiperfosforile olur; bu dengesizliklerin Ap veya AP ile iliskili hiicresel degisikler
tarafindan baglatildigi diisiiniilmektedir [42].

Alzheimer Hastalarinda kognitif gerileme ile tau-iligkili ndrofibril patolojisinin

miktart arasinda iligki vardir [43]. AH’larmmin  beyinlerinde tau’nun anormal

fosforilasyonu sonucu mikrotubul olusumunu uyarici 6zelligi baskilanir. Tau’daki bu
degisimin mikrotubul olusumunun bozulmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.
Mikrotubul olusumunu baslatacak olan guanozintrifosfatin (GTP) tubulin f alt birimine
baglanmasi tau tarafindan uyarilir. AH’larinin beyninde fonksiyonel tau’nun eksikligi

GTP baglanmasini azaltacagindan, mikrotubul olusumu da azalacaktir [40, 45].

Alzheimer Hastalarinin beyinlerinde tau’nun anormal fosforilasyonu sonucu
mikrotubul olusumunun azalmasi, aksoplazmik akisin bozulmasma ve bazen ndron

Oliimiine yol agar. Aksoplazmik akistaki bozukluk sonucu, akson boyunca taginmasi
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gereken hiicresel elemanlar perikaryon ve sinir terminallerinde birikir (Tablo 2-2) [5,
40].

Bu birikimlerin miktar1 hiicrede s6z konusu bilesenlerin sentezi, tasinmasi Ve
biriken maddelerin yikilmasi arasindaki dengeye baglidir. Normalde hiicre somasi ile
sinir terminalleri arasinda tasinan elemanlar ¢ok hizli indirgenirler oysa hastaliktan

etkilenmis hiicrelerde bir birikim s6z konusu olur (Sekil 2-6) [5].

SAGLIKLINORON

Hastalikli NGronda

Hasny S
"‘/’ . i )

Sekil 2-6: Noronlarda tau proteini birikimi ve noéron éliimii

(http://www.bioedonline.org/hot-topics/alzheimers-disease.cfm# edn3)

Tau patolojisi ilk olarak transentorhinal bdlgede meydana gelir ve oradan
hippokampusa ve amygdalaya daha sonra da neokortikal bolgelere yayilir. AR plaklari
ise ilk olarak neokortekste gozlenir. Her iki tip inkliizyon da (AP plaklar1 ve norofibril
yumaklar1) birbirinden bagimsiz olarak olusur. Ilk olusanlar Tau yumaklaridir. Sonraki
asamalarda AP plaklarinin neokortekste birikmesinin daha ¢ok miktarda norofibril
yumak olusumuna onciiliik ettigi bildirilmistir [5]. Bu yiizden AP birikmesinin, yasla
baglantili tau patolojisini arttirdigr diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda, APP geninde
meydana gelen mutasyonlar ve duplikasyonlar sonucunda AP 42’nin artmasi tau’da
fonksiyon bozukluguna yol acar. Diger taraftan, tau’daki mutasyonlar filament
olusumuna, norodejenerasyona ve demansa neden olurken AP birikimine yol agmaz

(Sekil 2-7)


http://www.bioedonline.org/hot-topics/alzheimers-disease.cfm#_edn3
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Sekil 2-7: Tau proteini patolojisi [39]
(1) Piramidal noronlarin i¢indeki norofibril yumaklarinda fibroz tau birikimleri, (2) Noritik plaklar, 3) Norofil;

Norofibril yumaklarmin hiicre dis1 hayalet yumaklar haline gelmesi, (4) Etkilenmemis ndron
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Tablo 2-2: Alzheimer Hastaligi’nda Tau Proteininin asir1 fosforilasyonu ve mekik

bicimli norofibriller lezyonlarin olusmasi [26].

Normal TAU Proteini

Kinaz f Fosfataz {

A 4

Asir1 Fosforile Olmus Anormal TAU Proteini

A 4 A 4
Tau Polimerizasyonu Mikrotubullerin Yapisinin
Bozulmasi
Mekik Bi¢imli Norofibriller Aksonal Akisin / Tagimanin
Lezyonlarin Olusmasi Bozulmas1

!

!

Nérotransmitter Eksikligi ile Noron / Sinaps Islevlerinin

Bozulmasi

— =

Noron Oliimii

— =

ALZHEIMER HASTALIGI
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2.1.2. Alzheimer Hastaliginin Genetigi:

Hastahgin erken baslangicli ailesel tipi Amiloid Onciil Proteini (APP),
Presenilin-1 (PS-1) ve Presenilin-2 (PS-2) genlerindeki yiiksek etkili mutasyonlarla
iligkilidir. Genel olarak, Alzheimer hastalarinin %90'indan fazlasi sporadik olup
baslangict 65 yas ve {lizerinde goriilmektedir. Yapilan genetik calismalarla sadece
Apolipoprotein E geninin sporadik ge¢-baslangicli Alzheimer Hastaligi igin risk faktorii
oldugu tespit edilmistir (Tablo 2-3). Sporadik Alzheimer Hastalig: i¢in hastalik riskinin
%380’inden fazlasinin genetik faktorlere bagli olabilecegi bildirilmistir [25, 46].

Tablo 2-3: Alzheimer Hastahg ile iliskili genler

Alzheimer Hastahig: ile liskili Genler

Genin Kisa Yerlestigi
Genin Ad1 Kalitim Sekli
Adi Kromozom
APP Amiloid Onciil Protein 2121 Otozomal Dominant
PS-1 Presenilin 1 1492.2 Otozomal Dominant
PS-2 Presenilin 2 1942.13 Otozomal Dominant
ApoE Apolipoprotein E 19913.32 Sporadik

2.1.2.1. Amiloid Onciil Protein (APP)

APP geni 21. kromozomda yer alir ve 18 ekson igerir [24]. APP geninde AH ile
iliskili 20 yanlig anlamli mutasyon tespit edilmistir. APP geninin duplikasyonu, beyinde
noronlarin disinda serebral kan damarlarinda AB birikimine neden olur [30, 47].

Bir membran proteini olan APP'nin olgunlagmasi, APP'nin hiicre yiizeyine
tasinmasindan Once Endoplazmik retikulum ve Golgi'de gerceklesen O ve N-
glikozilasyonu gibi ¢esitli post-translasyonel modifikasyonlari igerir [48]. APP lokusu
karmasiktir ve genetik cesitlilik agisindan incelenmesi gereken birgok diizenleyici
bolgesi vardir. Promotor {izerinde de genetik cesitliligi ortaya ¢ikarabilecek bircok

diizenleyici element vardir [49].
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APP genindeki ailesel AH ile baglantili mutasyonlarin belirlenmesi sadece AH
etiyolojisinde APP islenmesinin roliinii degil, ayrica APP islenmesinin kontroliinde rol

oynayan molekiiler yolaklarin aydinlatilmasini da kapsamaktadir [48].

2.1.2.2. Presenilin-1 ve Presenilin-2

Presenilin-1 geni mutasyonlarmin Ailesel Alzheimer Hastaligi ile iliskisi 1995
yilinda yapilan bir dizi c¢alismayla tespit edilmistir. Presenilinlerin y-sekretaz
aktivitesiyle baglantili olduguna dair ilk kanit PS-1 eksikliginin AB peptidlerinin
tiretiminde azalmayla sonuglandiginin anlasilmasidir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda
PS-1’in iki transmembran bolgesindeki aspartat kalintisinin y-sekretaz aktivitesi igin
kritik oldugu gosterilmistir. Bu da PS-1'in yeni bir aspartil proteaz oldugunu veya vy-
sekretazin Katalitik bileseni oldugunu ortaya ¢ikarmistir [50].

Presenilin 1 14. kromozomda yer alir (14q24.2) ve 467 amino asitlik bir proteini
kodlayan 12 eksondan olusur. PS-1 y-sekretaz adi verilen enzim kompleksinin katalitik
bolgesini olusturan politopik bir membran proteinidir. PS-1'deki mutasyonlar erken
baglangicl ailesel Alzheimer Hastaligi'nin en sik rastlanan nedenidir. PS-1 mutasyonlari
AP40 gore APB42’°nin iretilme oranini arttirir, bu da y-sekretaz aktivitesinin azalmasina
yol agan fonksiyon degisikligiyle sonuglanir [25].

Presenilin 2 geni 1. kromozomda yer alir (1942.13) ve 12 eksonu vardir ve 10
ekson, 448 amino asitlik bir peptidi kodlar. PS-1 gibi PS-2 de AB'nin kesilmesinden
sorumlu olan y-sekretaz olarak adlandirilan aspartil proteazin bir bilesenidir. PS-2
oncelikle beyindeki néronlar olmak tizere bir dizi dokuda ifade edilir [25].

Insan ve sican merkezi sinir sisteminde bulunan PS-1 ve PS-2 mRNA'lar
tizerinde yapilan in situ hibridizasyon c¢aligmalarinda iki genin de agirlikli olarak

noronal hiicre populasyonunda ifade edildigi gosterilmistir [51].

2.1.2.3. Apolipoprotein-E (ApoE)

Gec baslangiclhi Alzheimer Hastalig1 igin tekrar tekrar arastirilan genetik risk
faktorlerinden biri de kromozom 19q13.2°de yer alan ApoE genidir. ApoE bir lipid
baglayici protein olup insanlarda 3 farkli allel tarafindan kodlanan 3 izoformu vardir.

Bunlar ApoE €2, €3, ve e4’tir. Bu 3 allel farkliligi 4. ekzonun 112 ve 158.
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kodonlarindaki 2 adet tek-baz degisiminden ortaya ¢ikar. ApoE 112>C ve ApoE 158>T
(rs7412)'nin sirasiyla T ve C alleleri Sistein (Cys) ve Arjinin (Arg) kodlar. €2 112 ve
158 pozisyonlarinin her ikisinde de T alleli, €3 112 ve 158 pozisyonlarinda sirasiyla T
ve C alleli, €4 112 ve 158 pozisyonlarinin her ikisinde de C alleli bulundurur. ApoE &4
allelinin sporadik, ge¢ baslangi¢li AH i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmistir [52, 53].

ApoOE- €2 ve ApoE- €3 kan-beyin bariyerini gecemez. Astrositler tarafindan
sentez edilir. ApoE- &4 ise daha kolay geger, ApoE, Alzheimer Hastalari’nin beyninde
senil plaklarda, norofibril yumaklarinda ve Beyin-Omurilik Sivisi’'nda (BOS)
bulunmustur. ApoE- €2 izoformu ApoE’nin mikrotubullere bagli tau proteiniyle
baglantisint arttirir ve norofibriler yumak yapan eslesmis filamentlerin yapimin
engeller, dolayisityla AH riskini azaltir. Erken ve ge¢ baslangich ailesel Alzheimer
olgularinda ApoE- €2 allelinin goriilme sikliginin kontrol bireylere kiyasla onemli
oranda azaldig1 gozlenmistir [54].

In vivo ¢aligmalarla ApoE &4 allelinin beyinde amiloid birikimindeki artigla
iligkili oldugu gosterilmis, norodejenerasyonla ve kognitif bozukluk ileiliskili oldugu

ileri stirtilmistiir [55].

2.2. Vitamin D

Vitamin D veya Kalsiferol, dort halkali kolesterol omurgasi igeren lipid
bilesikleri grubunu ifade eder. Vitamin D; vitamin D, (ergokalsiferol) veya vitamin D3
(kolekalsiferol) seklinde bulunur (Sekil 2-8) [56].
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HO

Vitamin Dy

Sekil 2-8: Vitamin D, vitamin D, (ergokalsiferol) veya vitamin D; (kolekalsiferol) seklinde
bulunur (http://www.cyberlipid.org/vitd/vitd0001.htm).

Vitamin D3 deride ultraviyole-B 1sinlari tarafindan olusturulur, epidermal
keratinosit ve dermal fibroblastlarda 7-dehidrokolesterol pre-vitamin D’ye doniistiirtiliir.
Bu vitamin D’nin kararsiz formudur. Daha sonra enzimatik olmayan bir yolla vitamin
Ds’e izomerize olur. Vitamin D’nin bu formu hayvansal {iriinlerde veya bazi
tamamlayici vitamin D iriinlerinde bulunmaktadir. Bitkilerdeki ergosterol giines 1s18ina
maruz kaldiginda ergokalsiferol veya vitamin D, olusur. Vitamin D’nin bu sekli bitkisel
kaynaklarda, balikta, siitte ve en ¢ok tamamlayic1 vitamin D takviyelerinde bulunur.

Bazi tahil ve ekmek {iriinleri vitamin D bakimindan giiglendirilmistir [56].

Gerekli olan vitamin D'nin %10'undan az1 dogal besin kaynaklarindan
saglanmaktadir. Besinlerle alinan vitamin D yagda ¢6ziiniir, ince bagirsakta emilir ve
silomikronlar igerisinde birikir. Vitamin D, silomikronlar ve lipoproteinler ile iligkili
vitamin D baglayan proteine (DBP) baglanarak kan yoluyla hedef organlara taginir.
Daha sonra vitamin D 25-hidroksilaz (25-OHaz veya CYP27A1) enzimiyle 25-
hidroksivitamin D (25-(OH)Ds; kalsidiol)'e metabolize edilir. Onciil vitamin D formu
dolasim sisteminde kan plazmasinda bulunur ve hormonal olarak aktif metaboliti olan
1,25-dihidroksivitamin D (1,25(OH);D3)'nin iiretimi i¢in substrat olusturur. 25(OH)Ds,
plazmada tasiyict molekiillere (DBP) baglanarak bir kompleks olusturur, DBP, bobrek
glomeriillerinde siiziiliir ve proksimal tubullerde endositik reseptor megalin araciligi ile
geri alinir. 25-(OH)D3 oncelikle bobrekte 1,25(0OH),D3 (kalsitriol)'ye hidroksillenir ve

en aktif formu olusur. Vitamin D hormonunun aktif formu plazma zarinda ¢ok hizli


http://www.cyberlipid.org/vitd/vitd0001.htm
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degisimlere ugrayabilir, bu da 1,25(OH),D3 membran-iligkili hizli yanit steroid hormon
baglayan protein (MARRS) tarafindan saglanir (Sekil 2-9) [56, 57].
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Sekil 2-9: Vitamin D metabolizmasi

Vitamin D baslica, kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda, kemik olusumu ve
devamliliginda gorev almaktadir [58, 59]. Ayrica enterositlerin farklilasmasini saglar ve
bagirsaktan kalsiyum ve fosforun emilimini arttirir. Bu kemik mineralizasyonuna
yardimet1 olur. Hipokalsemi veya hipofosfatemi kosullarinda, vitamin D kemik yikimini
uyarir, boylece kalsiyum ve fosforun serum seviyeleri korunur. Vitamin D eksikligi
veya direnci hipokalsemi ve hipofosfatemiye neden olur. Vitamin D iskelet disinda da
onemli roller oynar. Vitamin D eksikliginin multiple skleroz, tip 1 diyabet, romatoid
artrit, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, durum duygu bozukluklar1 ve kanser gibi bazi

hastaliklarla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Genglerde, vitamin D’nin diisiik serum
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seviyeleri hipertansiyon, hiperglisemi, metabolik sendrom ve iist solunum yolu

enfeksiyonu riskinin artmasiyla iliskilidir [56].

Ayrica glukoz homeostazinda gorev aldig1 bilinmektedir. Insanlarda ve hayvan
modellerinde vitamin D eksikliginin, yetersiz insiilin salgilanmasina neden oldugu ve

vitamin D takviyesi ile bu durumun normale dondiigii gésterilmistir [58, 59].

Vitamin D’nin kas fonksiyonlar: lizerinde de etkileri goriilmektedir. Vitamin D
eksikliginde, iskelet kas1 zayifliklar1 ve atrofi olusmaktadir. Her ne kadar bu etki diisiik
Ca'? miktarinmn bir sonucu gibi goziikse de Vitamin D Reseptoér (VDR) geni ¢ikarilmig
farelerde normal olmayan kas gelisimi bu durumun vitamin D ile iliskili oldugunu

gostermektedir [60, 61].

2.2.1. Vitamin D ve Beyin

Vitamin D’nin son yillarda ortaya ¢ikan Onemli bir fonksiyonu da sinir
sistemindeki gorevleridir (Sekil 2-10). Onceleri, beyindeki vitamin D kaynagmin
vitamin D’nin plazma konsantrasyonuna bagimli oldugu kabul edilse de yapilan son
caligmalarla, vitamin D oOnciiliinlin biyoaktivasyonu icin gerekli olan vitamin Ds-
hidroksilaz ve 25-hidroksivitamin Ds-1-a-hidroksilaz enzimlerinin merkezi sinir
sistemindeki varliginin gosterilmesiyle bu varsayimin gegerliligi sorgulanmaktadir [62,
63].
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Sekil 2-10: Vitamin D’nin sinir sistemindeki metabolizmasi [64].

Vitamin D’nin sinir sistemi ilizerinde koruyucu etkisi dikkat c¢ekmektedir.
Ozellikle sinir biiyiime faktdriiniin (NGF) sentezi Vitamin D ile diizenlenir [11, 65].
Biitin bunlarinda yaninda Vitamin D diger bazi norotrofinlerin sentezinin
diizenlenmesinde de rol oynar [66]. Norotrofin sentezinin Vitamin D tarafindan
arttirilmasinin  noroprotektif etkiyle baglantili oldugu c¢esitli calismalarla ortaya
konmustur [67]. Vitamin D sinir sistemi iizerinde koruyucu etkisini néronal Ca*?
homeostazin1  diizenleyerek de gosterir. Bu etkisini 06zellikle hippokampusdaki
noronlarda voltaja duyarli L-tipi kalsiyum kanallarinin sentezini azaltarak gosterir.

Boylelikle eksitotoksik etkilere karsi noroprotektif bir etki gostermis olur [65] [68].

Vitamin D’nin noroprotektif etkisini gosterdigi bir diger yol da, parvalbumin
gibi kalsiyum baglayan proteinlerin sentezini arttirmasidir [69]. Vitamin D ayrica
uyarilabilir nitrik oksit sentazin (iNOS) sentezini engeller. iNOS, yiiksek seviyelerde
ifade edildiginde noronlara ve oligodendrositlere hasar veren nitrik oksit tiretilir. iNOS
seviyesinin Alzheimer, Parkinson, Multiple Skleroz gibi ndrodejeneratif hastaliklarda

yiikselmesi bu baglamda dikkat ¢ekicidir [70].
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2.2.2. Vitamin D ve Alzheimer Hastahg:

Vitamin D, kan-beyin bariyerini asan ve vitamin D reseptorlerine baglanan
norosteroid bir hormondur. Hippokampus, hipotalamus, korteks ve subkorteks de dahil
olmak {izere merkezi sinir sistemi noronlarinda ve glia hiicrelerinde bulunur. 1,25-
dihidroksivitamin D voltaja duyarli kalsiyum kanallarmin diizenlenmesi yoluyla
intrandronal kalsiyum dengesini diizenler, boylece nekroz engellenmis olur. Ayni
zamanda antioksidan etkileri yoluyla glutamat toksisitesine karsi noéroprotektif
ozellikler gosterir ve boylece apoptozu engeller. Bu antioksidan etki sigan mezensefalik
hiicre kiiltiirlerinde 2001 yilinda tanimlanmistir. Vitamin D eksikligi olan ve vitamin D
takviyesi almasi gereken 75 yas istii bireylerin %70'inden fazlasinda biligsel azalma
bulundugu saptanmistir. Boylece, vitamin D'nin s6z konusu ozelliklerine dayanarak,
vitamin D eksikliginin tedavisinin biligsel gerilemeye karsi koruyucu olabilecegi
sOylenebilir. Vitamin D’yi ekzojen kaynaklardan daha fazla alanlarin daha az alanlara
kiyasla daha iyi bir biligsel performansa sahip oldugu gosterilmistir. Kronik yiirliylis
bozukluklar1 goériinen Alzheimer Hastaligi’nin ana komplikasyonlarindan biri motor
disfonksiyonlardir. Alzheimer hastalig1 ve iliskili hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir
ilag olan memantin ve vitamin D’nin birlikte kullaniminin bilissel performansin
artmasii dolayisiyla da daha iyi bir durus ve ylirliylis performansimin gelismesini
sagladig1 gosterilmistir. Demans gelisimine neden olan mekanizmalarin diisiik vitamin
D diizeylerine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir [71, 72].

Vitamin D bir¢ok fizyolojik fonksiyonun korunmasi i¢in énemli olup, vitamin D
eksikligi Multiple Skleroz, Parkinson Hastaligi ve diger noérodejeneratif hastalik
risklerinin artmasiyla iligkilidir. Bunlarin yaninda vitamin D'nin yetigkin beyin

fonksiyonlarinin gelismesinde de olumlu rol oynadigr ileri stirilmektedir [73].

2.3. Vitamin D Baglayan Protein (DBP, GC-Globulin)

Vitamin D baglayan protein, serumda bulunan ¢ok fonksiyonlu bir protein olup,
yaklasik yarim yiizyll Oonce bulunmustur ve vitamin D'nin g¢esitli formlarina
baglanmasiyla tanimlanir [74]. Vitamin D Baglayan Protein’in ismi, son kirk yil i¢inde
DBP tarafindan kontrol edilen ¢esitli biyolojik fonksiyonlar ortaya ¢iktik¢a bircok kez
degistirilmistir. ilk olarak, 1959 yilinda Hirschfield tarafindan plazmanin a2-globulin

kismindan izolasyonunundan sonra “Gruba Ozgii Bilesen (Group specific component/
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GC)” olarak adlandirilmigtir. Bu proteinin, Vitamin D analoglarima baglanarak
plazmada tasidig1 gosterildikten sonra, “D Baglayan Protein” (DBP) ismi verilmistir. En
son olarak, molekiiliin makrofaj uyarici aktivitesinin gosterilmesiyle iiglincii bir isim
olarak “Makrofaj aktive edici faktor” ifadesi de eski adlandirmanin yanina eklenmistir
(GCMAF/DBP-MAF) [19].

Insan DBP geni 13 ekson ve 12 introndan olusur, 4. kromozom iizerinde 4q11-
4q13 bolgelerinde ilgili albumin proteinleri kodlayan genlerin (albumin (ALB), alfa-
fetoprotein (AFP), ve afamin (AFM) yakininda bulunur. DBP, 458 amino asitten olusan
polimorfik bir insan serum proteini olup, vitamin D3 ve metabolitlerini (25-
hidroksivitamin D3, 1,25-dihidroksivitamin D3) tasiyan onemli bir tastyict proteindir
(Sekil 2-11) [74].

+xzovozom (1 I M)( MM I NIDN N B N BON)
4g11—g12

4q11—g22
_ALB/AFFALE _

ALB  AFFP AFM iLs  GRO1

| =1500 kb | 100 kb

Sekil 2-11: DBP, insan 4’iincii kromozomu iizerindeki yeri ve ALB, AFM, AFP
genlerine yakinhg [75].

(OKklar transkripsiyon yoniinii gostermektedir)

DBP, N-terminalindeki 16 aminoasitlik bir par¢anin kesilmesi ve glikolizasyon
ile post-translasyonal degisime ugrar ve 52-59 kDa molekiil agirligina sahip bir protein
olusur (Sekil 2-12). Ug énemli polimorfik formu bulunur (GC1F, GC1S, GC2). Bunlar
416 ve 420 pozisyonlar1 disinda ayn1 amino asit dizisinden olugsmaktadir. GC1F’nin 416
pozisyonundaki aspartik asit yerine GCI1S'te glutamik asit vardir. GC2'de ise 420
pozisyonundaki tirozin yerine lizin vardir. DBP'nin bu {i¢ Onemli genetik
varyasyonunun etnik gruplar arasinda degisik dagilimi gosterilmistir. GC1 genotipi

varyantlarindan GC1F'nin Afrika kokenliler arasinda en ¢ok bulundugu, buna karsilik
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GC1S'e Avrupa populasyonunda en sik rastlandigi gosterilmistir. Asyalilarda ise GC1
formlar1 orta siklikta goriilmektedir. GC2 formu siyahi etnik gruplarda ¢ok nadirdir.
Asya ve Avrupa kokenlilerde benzer siklikta bulunur [74].

Vitamin D, DBP'ye baglanarak dolasim sistemine tasinir. DBP vitamin D'nin
cesitli doku ve hiicre tiplerine erisimini kolaylastirmasinin yani sira organizma igin
kullanilabilir vitamin D miktarin1 da diizenler. Vitamin D'nin ¢ogunlugu DBP'e bagl
olmakla beraber daha az miktarda albumin ve silomikronlara (lipoprotein partikiilleri)
da bagli bulunabilir [74].
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Sekil 2-12: Insan DBP amino asit dizisi (GC2 izoformu) [76]

DBP geninin promotor bolgesi iizerinde yapilan ¢alismalarda 2 kb boyundaki
transkripsiyon baslangi¢ bolgesinde ii¢ adet hepatosit nuklear faktér 1 (HNF1) baglayan
fonksiyonel bolge tanimlanmistir. Daha distaldeki iki adet HNF-1 baglayan bdlgenin
etkinliginin transkripsiyon faktoriiniin iki izoformu olan HNF-1a ve HNF-1f"in bagil

seviyelerine bagli oldugu bulunmustur. Bunun nedeni, HNF-1p'nin, HNF-1a aracili
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arttiric1 etkiye karsi trans-dominant bir inhibitor olarak rol oynamasidir. Bobrek ve
karacigerdeki HNF-1 izoformlarinin bagil seviyeleri bu iki dokuda gdzlenen DBP
MRNA seviyelerindeki farki agiklayabilir (Sekil 2-13) [75].

Karaciger
L)
> dogls ..
Bobrek F-2 B A

>

Beyin F-2 B
HNF1 Yok \%’
— ————— DBP
F-2 B A

Sekil 2-13: Hepatosit nuklear faktor 1 (HNF-1) aracihigiyla vitamin D baglayan

protein geninin diizenlenmesi [75].

DBP geninin proksimal promotdr bdlgesindeki 2 kb'lik transkripsiyon baslangic bolgesi iginde ii¢ tane HNF1-
baglayan bolge ( A, B ve F-2) bulunmaktadir.

Cok fonksiyonlu bir ¢Opgli reseptér olan megalin bobrek proksimal tubul
epitelinin firgamsi kenarli yiizeyinde bulunur. DBP ve DBP bagli 25(0OH)D, glomerul
icinden siiziiliir ve bdbrek tubul epitel hiicresi icine endositozla alinir. Bu bazi
durumlarda megalin araciligiyla gerceklestirilir. Bu kompleks, lizozomal kompartmanda
parcalanarak vitamin D ve tasiyici protein sitozole salinir. 25(OH)D3 ya direk olarak
hiicre digina salinir ya da mitokondriye bagli olarak bulunan la-hidroksilaz enzimi
araciligi ile 1,25(0H),Ds'ye déniistiiriiliir. Interstisyel siviya salgilanmasiyla birlikte
vitamin D sterolleri serbest halde bulunan DBP'ye baglanir ve hedef dokulara iletilir
(Sekil 2-14) [75].
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Sekil 2-14: Reseptor aracihi endositoz ve megalin tarafindan bobrek proksimal
tubullerinde 25(OH)D’nin aktivasyonu [75]

Vitamin D Baglayan Protein’in fonksiyonlar1 "serbest-hormon™ hipotezine
uygundur. Bu hipoteze gore, plazma sterollerinin serumdaki baglayict proteinler
araciligiyla vaskiiler kompartimanlarda tutulur. Steroller baglayic1 proteinlerden
ayrilarak hiicrelerde kullanilabilir hale gelirler. Serum steroid baglayan proteinler igin
Ozgiin bir hiicre yiizey reseptoriiniin tanimlanmastyla, baglayici proteinlerin hiicre igine
sterol/steroid girisini  kolaylastirarak onlarin  hiicre i¢i biyoetkinligini ve gen
aktivasyonunu kolaylastirmak veya asir1 serbest hormondaki korunmasini saglamak gibi

islevlerinin de oldugu sdylenebilir [77].
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2.3.1. DBP’nin Vitamin D’ye Baglanmasi

DBP'nin ana fonksiyonu vitamin D'ye baglanarak vitamin D'yi dokulara tagimak
ve kullanilabilir hale getirmektir. Bu noktadan baslayarak, organizmadaki dokularin
vitamin D kaynagma erisebilmesini saglayan c¢esitli mekanizmalar vardir. DBP
tarafindan gergeklestirilen vitamin D tasinimi yogun bir sekilde calisilmistir. DBP
serumdaki vitamin D3'e baglanir ve bu seko-steroidi 25(OH)D3 formuna doniistirmek
lizere karacigere tasir; daha sonra vitamin D hormonunun aktif formu olan
1,25(0OH);D3'1 olusturmak i¢in yine DBP tarafindan bobrege tasinir. Son olarak da
1,25(0OH),D3, DBP tarafindan hedef dokulara iletilir. Dokular, serbest ligandlarin hiicre
membranindan difiizyonuyla vitamin D'yi alabilir. 25(OH)D3; membrani geger ve hiicre
icerisinde CYP27B1’in etkisiyle vitamin D tarafindan diizenlenen gen anlatimini
baslatmak tizere 1,25(0OH);D3’¢ dontisiir. 1,25(0OH),D3, vitamin D tarafindan
diizenlenen gen anlatimini steroid hormonlarin klasik etkisiyle gergeklestirir. Buna ek
olarak vitamin D dokulara DBP bagli durumda iken de reseptor aracili endositoz
yoluyla alinabilir ve vitamin D ile diizenlenen gen anlatimini gerceklestirebilir. Bu
bakimdan 1,25(0OH),Ds'in, kalsiyum ve fosfor homeostazi, immiin modulasyon,
biliylimenin diizenlenmesi, normal ve habis hiicrelerin olgunlagsmasi gibi biyolojik

fonksiyonlart DBP ile yakindan iliskilidir (Sekil 2-15) [74, 76].
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Sekil 2-15: DBP’nin vitamin D’ye baglanarak onun dokulara iletilmesi ve hiicre

icine tasinarak vitamin D ile diizenlenen gen anlatimim gerceklestirmesindeki rolii
[74]

2.3.2. DBP’nin Biyolojik Fonksiyonlar:

DBP, yalniz vitamin D metabolitlerinin tasinmasinda rol alan 6nemli bir protein
olmayip, kemotaktik yanitin arttirilmasi ve osteoklast aktivasyonunda da gorev yapar.

En erken etki gosteren ve en giiclii kemotaktik faktdrlerden biri olan CS5a,
tamamlayic1 bir aktivasyon peptididir. Plazma kaynakli DBP, insanda nétrofiller,
monositler ve fibroblastlarda C5-kaynakli peptidlerin (C5a/C5ades Arg) kemotaktik
aktivitesini arttirir.

DBP kemigin mikrovaskiiler kararliligi iizerindeki etkileri yoluyla kemik
biiylimesini ve onarimini tesvik eder, bu kemigin hem kalitesine hem de miktarina etki
eder. DBP ayrica makrofaj aktive edici faktor (MAF) olarak da rol oynar. DBP-MAF'in
inflamatuvar yanit sirasinda makrofajlarin aktivasyonunda rol aldigi bulunmustur.
Yakin zamanlarda, DBP-MAF'in osteoporotik siganlarda osteoklast sayist ve etkinligini
de arttirdig1 gosterilmistir [19, 78, 79].

Aktin DBY’ye yiiksek bir affinite ile baglanir. Bu nedenle, DBP’nin
organizmanin aktini atmasiyla ilgili sistemin bir parg¢asi oldugu diisiiniilmektedir ve bu

fonksiyon hiicre ve doku hasarinda hayati 6nem tasir [74].
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Sicanlarda yapilan c¢alismada, aktinin intravendz yolla verilmesiyle, aktin
filamentlerinin polimerizasyonunun endotel yaralanmalarina yol agtigi gosterilmistir.
Ancak, aktin verilmeden 6nce DBP enjeksiyonu uygulandiginda bu zararli degisimlerin
olmadig1 gosterilmistir. Bu bakimdan DBP kullanilmasiin doku hasar1 olan hastalarda

tedavi edici olabilecegi diistiniilmektedir [74].

2.4. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)

Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu biyolojik ¢alismalarin
cesitli alanlarinda ¢ok Onemli bir yer tutar ve en ¢ok tercih edilen yontemlerden biri
haline gelmistir. Gen anlatiminin mRNA diizeyinde 6l¢iimii biyolojik yanitlar1 ortaya
¢ikarmak igin yaygin olarak kullanilir. Kantitatif gen analizi ise belli bir genin genom
icindeki miktarini belirlemek i¢in kullanilir [80, 81].

Gergek zamanli PZR, bazen kinetik PZR olarak da adlandirilir, ¢ogaltilan hedef
dizinin floresan sinyal olusturmasiyla gergeklesen bir yontemdir ve bu floresan sinyal
PZR islemi sirasinda reaksiyon tiipii iginde olgiiliir. Bu floresan sinyali olusturmak igin
iki temel teknik vardir. Birincisi, ¢ift zincirli DNA'ya baglanan SYBR®Green gibi bir
boyanin kullanilmasini igerir. Bu teknikte, sentezlenen herhangi bir amplikon boyaya
baglanir ve floresan sinyal olusturur, bu da cihaz tarafindan tespit edilir. ikinci teknik,
daha yaygin olarak kullanilan bir teknik olup, diziye 6zgii floresan prob kullanir. PZR
reaksiyonunun denatiirasyon adimindan sonra hibritlesme asamasi sirasinda bu prob
hedef diziye hibritlesir. Floresan sinyal reaksiyonun uzama asamasi sirasinda
gerceklesir [81].

Ger¢ek zamanli PZR cihazi DNA amplifikasyonunun gergek zamanli
goriintiilenmesini saglar. Uretici firmaya gore, sistem hizli bir sekilde 1sman hava ile
calisir (20 dakikada 30 dongii) ve 6 ayr1 kanalla floresan tespiti yapar. Buna ek olarak,
genotipleme i¢in, erime (melting) egrisi analizi ile tek baz degisiklikleri tespit edilebilir,
boylece polimorfizmlerin analizini saglar. Erime egrisi analizi genin herhangi bir
varyasyonunu problar aracilig ile tespit eder. Genellikle farkli erime noktalariyla birden
fazla varyasyon da saptanabilir, boylece 2 veya daha fazla varyantin belirlenmesi

miimkiin hale gelir [82].
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Dahili T1ip Bilimleri Béliimii
Noroloji  Anabilim Dali tarafindan 2011 - 2013 willar1 arasinda psikometrik
degerlendirme olarak; Minimental test, Saat ¢izim testi, Set test uygulanan, laboratuvar
tetkikleri olarak kan sayimi, kan elektrolitleri, T3, T4, TSH, B12, folik asit tayini ve
radyolojik tetkiklerden BBT veya MR yapilarak klinik teshis konulan 61 Alzheimer
hastasi ile bu hasta grubuyla yas paralelligi gosteren (>65) ve herhangi bir
norodejeneratif hastaligi bulunmayan 60 saglikli birey dahil edildi.

Periferik kan orneklerinden elde edilen DNA’larda DBP geninin, rs17467825,
rs2282679, rs3755967, rs2298850, rs7041, rs1155563 bolgelerindeki tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP) belirlendi. Ayrica ApoE genotipleri saptandi. S6z konusu
genotipleme calismalari, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1 Norogenetik laboratuarinda yapildi. Tiim katilimer ya da yakinlarindan
bilgilendirilmis onam formu alindi. Arastirma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 16366 say1 ve 9 Mayis 2011 tarihli

yazistyla onaylandi.

3.1. DNA izolasyonu

Hastalardan ve saglikli kontrol bireylerden, vakumlu steril K3-EDTA’l1 tiiplere
alman 5 ml periferik kan ornekleri -20°C’de sakland1 ve Qiagen DNA izolasyon kiti
kullanilarak ilk 3-5 giin icerisinde DNA izolasyonu yapildi.

3.1.1. DNA izolasyon Protokolii

1. 1.5ml’lik temiz bir tiipin dibine 20ul QIAGEN Protease (Proteinase K)
pipetlendi.

2. 200pl 6rnek bu tiipiin i¢ine konuldu.

3. Orneklerin iistiine 200ul Buffer AL eklenir. 15sn vorteks ile karistirildi.

4. Ornekler 56 °C’de 10dk inkiibe edildi.

5. L.5ml’lik tiip cidarina yapismis sivilart asagida toplamak {iizere kisa siire

santrifiij edildi.



31

6. Ornekler iizerine 200pl etanol (%96-100) eklendi ve 15sn vorteks ile karistirildi.
Vorteksten sonra tiip cidarina yapismis sivilart asagida toplamak iizere kisa siire
santrifiij edildi.

7. 6.adimda elde edilen karisim dikkatlice 2ml’lik toplama tiipiiniin igine
yerlestirilen QIAamp Mini spin kolonun ig¢ine dikkatlice kenarlarni 1slatmadan
konuldu. Kapak kapatilip ve 6000g’de (8000rpm) 1dk santrifiij edildi. Santrifiijlemeden
sonra QIAamp Mini spin kolon, temiz bir 2ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi.

8. QIAamp Mini spin kolonun kapagi dikkatlice a¢ilip ve kenarlar1 i1slatmadan
500ul Buffer AWI1 eklendi. Kapak kapatildi ve 6000g’de (8000rpm) 1dk santrifiij
edildi. Santrifiijlemeden sonra QlAamp Mini spin kolon temiz bir 2ml’lik toplama
tiipiine yerlestirildi.

9. QlAamp Mini spin kolonun kapagi dikkatlice agilip ve kenarlar1 1slatmadan
500ul Buffer AW2 eklendi. Kapak kapatilip en yiiksek hizda (20.000 x g/14.000rpm)
3dk santrifiij edildi.

10. QIAamp Mini spin kolon temiz bir 2ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi. En
yiiksek hizda 1dk santrifiij edildi.

11. QIAamp Mini spin kolon temiz bir 1.5ml’lik toplama tiipline yerlestirildi.
QlAamp Mini spin kolonun kapagi dikkatlice acilip 50-200 ul Buffer AE veya distile
su eklendi. Oda sicakliginda (15-25°C) 1-5 dk inkiibe edildi ve 6000g’de (8000rpm)
1dk santrifiij edildi.

3.2. DNA Saflig1 ve Miktarimin Tayin Edilmesi

DNA izolasyonunun sonuglari, spektral Ol¢iim ile degerlendirildi. Total DNA
konsantrasyonu, 260 nm deki OD degerinden, DNA saflig ise, 260nm/280nm deki OD
oranindan bulundu. DNA konsantrasyonu ve saflig1 tayininde kullanilan formiiller

asagida verilmistir.

DNA konsantrasyonu (mg/ml) = OD 260 nm x Seyreltme Faktorii x 50

oD Zeld
oD 280

DNA saflig1 = =1,8+0,2
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3.3. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT PZR) ile Genotipleme

Tim hastalarda ve kontrollerde DBP geninin rs17467825, rs2282679, rs3755967,
rs2298850, rs7041, rs1155563 bolgelerine ait polimorfizmleri ve ApoOE genine ait
genotipleri belirlemek i¢in RT PZR yontemi kullanildi. Simple Probe, Fast Start DNA
Master HybProbe (Roche, Mannheim, Germany) ve PZR dongii kosullar1 kullanilarak
LightCycler® 480 (Roche, Mannheim, Germany) cihazinda RT PZR ile genetik analiz
yapildi. DBP geni i¢in LightSNiP (TibMolBiol, Berlin, Germany), ApoE geni igin ise
LightMix Kit ApoE C112R R158C (TibMolBiol, Berlin, Germany) kullanildi.

DBP geninde tek niikleotid polimorfizmi bakilan bdlgelerin bulundugu konumlar

ve allelleri Tablo 3-1’te gosterilmistir.

Tablo 3-1: DBP geninde polimorfizm bakilan bélgelerin bulundugu konum ve

allelleri
Gen SNP Nosu Bulundugu Alleller
Konum
Genin 3’ ucuna
DBP rs17467825 yakin bolge AlG
DBP rs2282679 Intron A/IC
DBP rs3755967 Intron AIG
DBP rs2298850 Intron CIG
DBP rs7041 Ekzon GIT

DBP rs1155563 Intron T/C
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DBP geninde polimorfizm bakilan boélgelerin bulundugu konumlar ve allel

degisimleri Tablo 3-2’de gosterilmistir.

Tablo 3-2: DBP geninin 6 bolgesine ait allel degisimleri

Gen SNP Nosu Allel Degisim Bolgeleri

DBP rs17467825 GTCAGCGATTCTTAATATAAGAAAAA[A/G]ITGGTGAAATGTGTTTAGAGTGTGCT
DBP rs2282679 AATCTCTGTCTCTTAATTATCTCACA[A/CIAGCCAGGTATTTTTTATTGTTAGCT
DBP rs3755967 CACAAAGTTATAGGTCTGAGGTACTT[A/G]JATATCCAGAAATAATGAGACCACAA
DBP 152298850 TCATTCAGGCAGGGCATCCCTTTGGG[C/G]TCTTCTGAGAACTCATTACTATGCT
DBP  rs7041 GAGCGACTAAAAGCAAAATTGCCTGA[G/TIGCCACACCCACGGAACTGGCAAAGC

DBP rs1155563 TGTGCTCTTGCTATTGTATTTTTTAA[C/TIAGATAAAAAAATCACAGTTATTTCC

DBP geninin rs17467825, rs2282679, rs3755967, rs2298850, rs7041, rs1155563
bolgelerine 6zgli prob’larla isaretlenmesi sonucu olusan erime noktalar1 rs17467825
bolgesine ait AA genotipi i¢in 55,64 °C, AG genotipi i¢in 55,64 °C — 61,80 °C ve GG
genotipi i¢in 61,80 °C’dir (Sekil 3-1). rs2282679 bolgesine ait CC genotipi i¢in 57,65
°C, CA genotipi igin 57,65 °C - 63,15 °C ve AA genotipi igin 63,15 °C’dir (Sekil 3-2).
rs3755967 bolgesine ait GG genotipi igin 59,27 °C, GA genotipi i¢in 59,27 °C — 63,72
°C, AA genotipi icin 63,72 °C’dir (Sekil 3-3). rs2298850 bolgesine ait CC genotipi i¢in
53,33 °C, GC genotipi i¢in 53,33 °C — 62,26 °C ve GG genotipi i¢in 62,26 °C’dir (Sekil
3-4.). 1s7041 bolgesine ait GG genotipi i¢in 58,99 °C, GT genotipi igin 58,99 °C —
65,74 °C ve TT genotipi i¢in 65,74 °C’dir (Sekil 3-5). rs1155563 bolgesine ait TT
genotipi i¢in 51,59 °C, TC genotipi i¢in 51,59 °C — 58,36 °C ve CC genotipi icin 58,36
°C’dir (Sekil 3-6).
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Sekil 3-1: DBP geninin rs17467825 bolgesine ait genotipler sirasiyla AA, AG, GG

goriilmektedir.
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Sekil 3-2: DBP geninin rs2282679 bolgesine ait genotipler sirasiyla CC, , CA, AA

goriilmektedir.



Sekil 3-3: DBP geninin rs3755967 bdlgesine ait genotipler sirasiyla GG,

goriilmektedir.
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Sekil 3-4: DBP geninin rs2298850 bolgesine ait genotipler sirasiyla CC, CG, GG

goriilmektedir.



Sekil 3-5: DBP geninin

goriilmektedir.

AFIT

AFiT

AFiT

38

rs7041 bolgesine ait genotipler sirasiyla GG, GT, TT
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Sekil 3-6: DBP geninin rs1155563 bolgesine ait genotipler sirasiyla TT, TC, CC

goriilmektedir.
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ApOE geni iizerinde genotipleme i¢in kullanilan bolgeler, ilgili genotipler, erime

(melting) noktalar1 ve fenotipe yansima riski Tablo 3-3’te gosterilmistir.

Tablo 3-3: ApoE geni iizerinde genotipleme icin kullamlan bélgeler, ilgili genotipler,

erime (melting) noktalar1 ve fenotipe yansima riski

Allel 112C/C 112C/C 112C/R 112C/C | 112C/R 112R/R
158C/C 158C/R 158C/R 158R/R | 158R/R 158R/R
ApoE Genotipi €2/€2 €2/€3 €2/e4 €3/€3 €3/e4 gd/ed
530 Kanaldaki 55°C 55°C 55/64°C 55°C 55/64°C 64°C
Tm Degeri
640 Kanaldaki 53°C 53/63°C 53/63°C 63°C 63°C 63°C
Tm Degeri
Tip I Alzheimer
Fenotipe Hiperlipidemi Normal Hastaligi
Yansima icin yiiksek
risk
€4: Kolesterol seviyesinde artig

ApoE geninin 112C ve 158R bdlgelerine 6zgii prob’larla isaretlenmesi sonucu
olugsan erime (melting) noktalar1 €2/e2 genotipi i¢in 55°C -53°C (Sekil 3-7), €2/e3
genotipi i¢in 55°C — 53/63°C (Sekil 3-8), €2/e4 genotipi i¢in 55/64°C — 53/63°C (Sekil
3-9), €3/€3 genotipi i¢in 55°C - 63°C (Sekil 3-10), €3/e4 genotipi i¢in 55/64°C - 63°C
(Sekil 3-11), e4/e4 genotipi i¢in 64°C - 63°C’dir (Sekil 3-12).
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Sekil 3-7: ApoE genine ait £2/¢2 genotipi belirlenmesinde kullanilan erime

noktalarini gosteren grafik.
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Sekil 3-8: ApoE genine ait £2/¢3 genotipi belirlenmesinde kullanilan erime

noktalarini gosteren grafik.
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Sekil 3-9: ApoE genine ait £2/¢4 genotipi belirlenmesinde kullanilan erime

noktalarini gosteren grafik.
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Sekil 3-10: ApoE genine ait £3/e3 genotipi belirlenmesinde kullanilan erime

noktalarini gosteren grafik.
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Sekil 3-11: ApoE genine ait £3/e4 genotipi belirlenmesinde kullanilan erime

noktalarini gosteren grafik.
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Sekil 3-12: ApoE genine ait £¢4/¢4 genotipinin belirlenmesinde kullanilan erime

noktalarini gosteren grafik.
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3.3.1. Reaksiyon Karisimlarinin Hazirlamsi:

DBP geni icin 20ul lik reaksiyon karisimi, Tablo 3-4’de belirtildigi gibi

hazirlandi.

Tablo 3-4: DBP geni icin kullanilan reaksiyon karisimi

H,0 10.4 ul
Primer Prob Karigimi 1.0 ul
FastStart DNA Master” 2.0 ul
MgCl, (25 mM) 1.6 ul
DNA 5.0 ul

MgCl, son konsantrasyonu: 3.0 mM
*LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics)

ApoE geni icin 20l lik reaksiyon karisimi, Tablo 3-5’te belirtildigi gibi hazirlandu.

Tablo 3-5: ApoE geni icin kullanilan reaksiyon karisimi

H.0O 6.2 ul
Mg*? (25 mM) 1.6 pl
Primer Prob Karisimi 4.0 ul
DMSO 1.2 u
FastStart DNA Master ~ 1.2l
DNA Sul

**LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics)

3.3.2. Gercek Zamanh PZR Programi:

DBP geni i¢in kullanilan Gergek Zamanli PZR programi ~ Tablo 3-6’da

gosterilmistir.



Tablo 3-6: DBP geni icin kullanilan Ger¢ek Zamanh PZR program

Erime
Program Denatiirasyon Dongti . Soguma
(Melting)
Parametre
Analiz Modu Yok Kantifikasyon Erime Egrisi
Dongii 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hedef (°C) 95 95 60 72 95 40 75 40
Bekleme Stiresi
00:10:00 00:00:10 00:00:10 00:00:15 00:00:30 00:02:00 00:00:00 00:00:30

(ss:dd:ss)
Yiikselme Orani

4.6 4.6 24 4.6 4.6 2.0 2.0
(°C/s) 384
Yiikselme Oran

44 4.4 2.2 4.4 4.4 15 15
(°C/s) 96
Kazanim Modu Yok Yok Tek Yok Yok Devamli
Kazanim (per °C) 3

“* Her alt1 reaksiyon igin de ayn1 program kullanilmgtir.



ApoE geni i¢in kullanilan Ger¢ek Zamanli PZR programi Tablo 3-7’de gosterilmistir.

Tablo 3-7: ApoE i¢in kullanilan Ger¢ek Zamanh PZR programi

Program Denatiirasyon Dongii Erime Soguma
Parametre
Analiz Modu Yok Kantifikasyon Erime

Egrisi
Dongu 1 45 1 1
Hedef (°C) 95 95 60 72 95 40 85 40
Bekleme Siiresi | 00:10:00 00:00:05 |00:00:10 00:00:15 |00:00:20 |00:00:20 [00:00:00 |00:00:30
(ss:dd:ss)
Yiikselme Orani1 |20 20 20 20 20 20 0.2 20
(°C/s)
Kazanim Modu Yok Yok Tek Yok Yok Yok Devamli Yok
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3.4. Haplotip Analizi:

Haplotip analizi, bir genin ¢esitli varyanlarinin ilgili kromozom {izerinde birlikte
kalitilma olasiligim1 gosterir. Haplotip analizi ile homolog kromozomlarin mayoz
sirasindaki olasi par¢a degisimi noktalar1 (crossing-over bolgeleri) saptanir. Analiz,
polimorfizm oldugu bilinen bolgelerin kromozom {izerinde bulunduklar1 yere gore
yapilir. Calismamizda kullanilan her bir bolgenin kromozom {izerindeki konumu Tablo

3-8’de gosterilmistir.

Tablo 3-8: DBP genine ait SNP’lerin kromozom iizerindeki konumlari

Gen SNP Nosu Kromozom Kromozom Konumu
DBP rs17467825 4 72605517
DBP rs2282679 4 72608383
DBP rs3755967 4 72609398
DBP rs2298850 4 72614267
DBP rs7041 4 72618334
DBP rs1155563 4 72643488

3.5. Istatistiksel Degerlendirme:

istatistiksel analizler, SPSS 17.0° istatistik yazilim programi kullanilarak
yapildi. DBP genine ait polimorfizmlerin analizi, ApoE genotipleme analizleri ve
allelerin gruplara gore dagilmimim analizi igin kikare (x?) yontemi kullanildi. Degerler

ortalama + standart sapma (SS) olarak verilmistir. p < 0,05 olan degerler anlamli olarak

degerlendirilmistir. DBP genine ait polimorfik bolgelerin genotipleri ii¢ grup halinde
siiflandirilirken, ApoE genine ait genotipler alti grup halinde siniflandirildi.
Genotiplere, Hardy — Weinberg Esitligi (HWE) kullanilarak test yapildi. Haplotip
analizi, Haploview 4.2 yazilim programi kullanilarak ve her bir SNP’nin kromozomdaki
konumuna bagli olarak yapildi. DBP genine ait SNP boélgeleri kendi arasinda analiz

edildikten sonra bu bolgelerle ApoE genotipleri karsilastirildi.
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4. BULGULAR

Calismada 61 Geg¢ baglangicli Alzheimer hastasinin ve herhangi bir
norodejeneratif hastaligi bulunmayan cinsiyet ve yas bakimindan hasta grubuyla
uygunluk gosteren (>65) 60 saglikli bireyin Vitamin D Baglayan Protein (DBP) geni

genotipleri belirlenerek, Alzheimer Hastalig ile iligkisi arastirildi.

4.1. DNA izolasyonu
Qiagen DNA izolasyon kitiyle yapilan izolasyon sonucunda, orneklerin
260nm/280nm dalga boylarindaki OD degerlerinin 1.8 = 0.1 arasinda oldugu, DNA

konsantrasyonlarinin ise 25-50 ng/ul oldugu belirlendi.

4.2. DBP Genotipleme Sonuglari

Hasta ve kontrol grubuna ait kan érneklerinden elde edilen genomik DNA'dan,
DBP geninin rs17467825, rs3755967, rs2282679, rs2298850, rs7041, rs1155563
bolgelerine 6zgii problar kullanilarak RT-PZR metodu ile erime noktalar1 hesaplanarak
genotipleri tespit edildi.

DBP geninin rs17467825 bolgesine ait genotipler; Alzheimer hastalarinin
27°sinde (%44,3) AA, 29’unda (%47,5) AG ve 5’inde (%8,2) GG olarak belirlendi.
Kontrol grubunun ise 36’sinin (%60,0) AA, 19’unun (%31,7) AG ve 5’inin (%8,3) GG
genotipine sahip oldugu belirlendi (Tablo 4-1). Alzheimer hastalarinin 83’{iniin
(%68,0) A alleli, 39’unun (%32,0) G alleli tasidig1 belirlendi. Kontrol grubunun ise
91’inin (%75,8) A alleli, 29’unun (%24,2) G alleli tasidig1 belirlendi (Tablo 4-2).
Ancak hasta ve kontrol gruplar1 arasinda genotip dagilimlar1 (Sekil 4-1, p=0,186) veya
allel dagilimlar1 (Sekil 4-2, p=0,177) agisindan anlaml1 bir fark bulunmadi.
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Tablo 4-1: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs17467825 bdlgesi genotip

dagilim
Genotip
rs17467825 AA AG GG
Alzheimer Hastalar1 27 (%44,3) 29 (%47,5) 5 (%8,2)
Saglikli Kontroller 36 (%60,0) 19 (%31,7) 5 (%8,2)

v*=3,361, p=0,186.

Tablo 4-2: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs17467825 bolgesi allel

dagilim
Allel
rs17467825 A G
Alzheimer Hastalar1 83 (%68,0) 39 (%32,0)
Saglikli Kontroller 91 (%75,8) 29 (%24,2)
¥’=1,82; p=0,177
DBP Geni rs17467825 Bolgesi Genotipleri
60,00 -
52,10
47,50
50,00 +~ 443
40,00 -
. 1,70
Q
'S 30,00 - AR
$ mAG
20,00 A mGG
8,20 8,20 8,30
10,00 -
0,00
Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam
Gruplara Gore Dagihm

Sekil 4-1: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs17467825 bélgesi genotip

dagilimi
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DBP Geni rs17467825 Bolgesi Allel Dagili

758

)
< 40,0 - mA
3

30,0 - mG

Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam

Gruplar

Sekil 4-2: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs17467825 bélgesi A ve G

allelleri dagilim

DBP geninin 152282679 bolgesi genotiplemesi sonucu; Alzheimer hastalarinin
5’inin (%8,2) CC, 29’unun (%47,5) CA ve 27’sinin (%44,3) AA genotipine sahip
oldugu belirlendi. Kontrol grubunun ise 7’sinin (%11,7) CC, 18’inin (%30,0) CA ve
35’inin (%58,3) AA genotipine sahip oldugu belirlendi (Tablo 4-3). Alzheimer
hastalarinin 39’unun (%32,0) C alleli, 83’ilinlin (%68,0) A alleli tasidig1 belirlendi.
Kontrol grubunun ise 32’sinin (%26,7) C alleli, 88’inin (%73,3) A alleli tasidig1
belirlendi (Tablo 4-4). Ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip dagilimlart
(Sekil 4-3, p=0,140) veya allel dagilimlar1 (Sekil 4-4, p=0,365) agisindan anlamli bir

fark bulunmadi.
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Tablo 4-3: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs2282679 bolgesi genotip

dagilim
Genotip
rs2282679 CcC CA AA
Alzheimer Hastalar1 5 (%8,2) 29 (%47,5) 27 (%44,3)
Saglikli Kontroller 7 (%11,7) 18 (%30,0) 35 (%58,3)

v*=3,932, p=0,140

Tablo 4-4: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs2282679 bolgesi allel

dagilim
Allel
rs2282679 C A
Alzheimer Hastalar1 39 (%32,0) 83 (%68,0)
Saglikli Kontroller 32 (%26,7) 88 (%73,3)

v*=0,82; p=0,365



55

DBP Geni rs2282679 Bolgesi Genotipleri
58,30
60,00 -~
51,2
47,50
50,00 - 4,30
38,8
40,00 -
= 36,0
'@ 30,00 - e
8 mCA
20,00 - HAA
11,7
8,20
10,00
0,00
Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam
Gruplara Gore Dagihm

Sekil 4-3: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs2282679 bdlgesi genotip

dagilim

DBP Geni rs2282679 Bolgesi Allel Dagilimi

80,0 - Z 267

70,0 A
60,0 A
50,0 A

40,0 - mC

%Deger

30,0 A HA
20,0 A

10,0 -

0,0
Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam

Gruplar

Sekil 4-4: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs2282679 bélgesi C ve A

allelleri dagilim.
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DBP geninin rs3755967 bolgesi genotiplemesi sonucu; Alzheimer hastalarinin
27’sinin (%44,3) GG, 29’unun (%47,5) GA ve 5’inin (%8,2) AA genotipine sahip
oldugu belirlendi. Kontrol grubunun ise 36’sinin (%60,0) GG, 19’unun (%31,7) GA ve
5’inin  (%8,3) AA genotipine sahip oldugu belirlendi (Tablo 4-5). Alzheimer
hastalarinin 83’iiniin (%68,0) G alleli, 39’unun (%32,0) A alleli tagidig1 belirlendi.
Kontrol grubunun ise 91’inin (%75,8) G alleli, 29’unun (%24,2) A alleli tasidigi
belirlendi (Tablo 4-6). Ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip dagilimlari
(Sekil 4-5, p=0,186) veya allel dagilimlar1 (Sekil 4-6, p=0,177) acisindan anlamli bir

fark bulunmadai.

Tablo 4-5: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs3755967 bolgesi genotip

dagilim
Genotip
rs3755967 GG GA AA
Alzheimer Hastalari 27 (%44,3) 29 (%47,5) 5 (%8,2)
Saglikli Kontroller 36 (%060,0) 19 (%31,7) 5 (%8,2)

+*=3,361, p=0,186

Tablo 4-6: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs3755967 bolgesi allel

dagilim
Allel
rs3755967 G A
Alzheimer Hastalar1 83 (%68,0) 39 (%32,0)
Saglikli Kontroller 91 (%75,8) 29 (%24,2)

+’=1,82; p= 0,177
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DBP Geni rs3755967 Bolgesi Genotipleri

SO0-00
oo

60,00 -
52,10

47,50
50,00 7 44,3

w
o
=~
D

40,00 A
31,70

mGG
30,00 A

%Deger

mGA
20,00 A HAA

2% 8,20 ,30
10,00 -

0,00
Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam

Gruplara Gore Dagihm

Sekil 4-5: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs3755967 bdélgesi genotip

dagilim

DBP Geni rs3755967 Bolgesi Allel Dagilimi

8
& 40,0 - mG
B mA

Alzheimer Hastalari Hastalikli Kontroller Toplam

Gruplara Gore Dagihm

Sekil 4-6: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs3755967 bolgesi G ve A

allelleri dagilim.
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DBP geninin rs2298850 bdlgesi genotiplemesi sonucu; Alzheimer hastalarinin
27’sinin (%44,3) CC, 30’unun (%49,2) CG ve 4’iiniin (%6,6) GG genotipine sahip
oldugu belirlendi. Kontrol grubunun ise 36’simnin (%60,0) CC, 21’inin (%35,0) CG
ve3’liniin (%5,0) GG genotipine sahip oldugu belirlendi (Tablo 4-7). Alzheimer
hastalarinin 84’iinlin (%68,9) C alleli, 38’inin (%31,1) G alleli tasidigr belirlendi.
Kontrol grubunun ise 93’inin (%77,5) C alleli, 27’sinin (%22,5) G alleli tasidig
belirlendi (Tablo 4-8). Ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip dagilimlari
(Sekil 4-7, p=0,222) veya allel dagilimlar1 (Sekil 4-8, p=0,129) acisindan anlamli bir

fark bulunmadai.

Tablo 4-7: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs2298850 bolgesi genotip

dagilim
Genotip
rs2298850 cC CG GG
Alzheimer Hastalar1 27 (%44,3) 30 (%49,2) 4 (%6,6)
Saglikli Kontroller 36 (%060,0) 21 (%35,0) 3 (%5,0)

+*=3,009, p=0,222

Tablo 4-8: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs2298850 bdlgesi allel

dagilim
Allel
rs2298850 C G
Alzheimer Hastalar1 84 (%68,9) 38 (%31,1)
Saglikli Kontroller 93 (%77,5) 27 (%22,5)

v*=2,303; p=0,129
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DBP Geni rs2298850 Bolgesi Genotipleri

SO0-00
oo

60,00 -
52,10

50,00 7 44,3

40,00 - 35,00

mCC
30,00 A

%Deger

mCG

20,00 A mGG

10,00 - 650 5,00 5,80

0,00
Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam

Gruplara Gore Dagihm

Sekil 4-7: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs2298850 bdélgesi genotip

dagilim

DBP Geni rs2298850 Bolgesi Allel Dagilimi

7

80
& 40,0 - mC
x mG

Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam

Gruplar

Sekil 4-8: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs2298850 boélgesi C ve G

allelleri dagilim.
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DBP geninin rs7041 bolgesi genotiplemesi sonucu; Alzheimer hastalariin
15’inin (%24,6) GG, 38’inin (%62,3) GT ve 8’inin (%13,1) TT genotipine sahip oldugu
belirlendi. Kontrol grubunun ise 21’inin (%35,6) GG, 29’unun (%49,2) GT ve 9’unun
(%15,3) TT genotipine ahip oldugu belirlendi (Tablo 4-9). Alzheimer hastalarinin
68’inin (%55,7) G alleli, 54’iiniin (%44,3) T alleli tasidig1 belirlendi. Kontrol grubunun
ise 71’inin (%60,3) G alleli, 47’sinin (%39,8) T alleli tasidig1 belirlendi (Tablo 4-10).
Ancak hasta ve kontrol gruplar1 arasinda genotip dagilimlar1 (Sekil 4-9, p=0,327) veya
allel dagilimlar (Sekil 4-10, p=0,487) agisindan anlamli bir fark bulunmadi.

Tablo 4-9: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs7041 bdlgesi genotip

dagilim
Genotip
rs7041 GG GT TT
Alzheimer Hastalar1 15 (%24,6) 38 (%62,3) 8 (%13,1)
Saglikli Kontroller 21 (%35,6) 29 (%49,2) 9 (%15,3)

+’=2,235, p=0,327

Tablo 4-10: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs7041 bolgesi allel dagilim

Allel
rs7041 G T
Alzheimer Hastalar1 68 (%55,7) 54 (%44,3)
Saglikli Kontroller 71 (%60,2) 47 (%39,8)

+’=0,483; p=0,487



61

DBP Geni rs7041 Bolgesi Genotipleri
60,00 - 55,80
45,20
50,00 A
5 40,00 - 326
plsTs] 200}
> 30,0
X 30,00 246
20,00 - 310 1530 14,20
10,060 -
0,00
Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam
Gruplara Gore Dagihm

HGG
mGT
mTT

Sekil 4-9: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs7041 bélgesi genotip

dagilim
DBP Geni rs7041 Bolgesi Allel Dagilim
70,0 A
5

60,0 A 2

50,0 A
o 40,0 -
:g.Jo mG
=
® 30,0 + -

20,0 A

10,0 -

0,0

Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam
Gruplar

Sekil 4-10: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs7041 bélgesi G ve T

allelleri dagilim.
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DBP geninin rs1155563 bolgesi genotiplemesi sonucu; Alzheimer hastalariin
25’inin (%41,0) TT, 29’unun (%47,5) TC ve 7’sinin (%11,5) CC genotipine sahip
oldugu belirlendi. Kontrol grubunun ise 32’sinin (%53,3) TT, 23’{iniin (%38,3) TC ve
5’inin  (%8,3) TT genotipine sahip oldugu belirlendi (Tablo 4-11). Alzheimer
hastalarmin 79’unun (%64,8) T alleli, 43’lniin (%35,2) C alleli tasidigi belirlendi.
Kontrol grubunun ise 87’sinin (%72,5) T alleli, 33’iiniin (%27,5) C alleli tasidig

belirlendi (Tablo 4-12). Ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip dagilimlari
(Sekil 4-11, p=0,391) veya allel dagilimlar1 (Sekil 4-12, p=0,194) agisindan anlaml1 bir

fark bulunmadai.

Tablo 4-11: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs1155563 bolgesi genotip

dagilim
Genotip
rs1155563 TT TC CcC
Alzheimer Hastalar1 25 (%41,0) 29 (%47,5) 7 (%11,6)
Saglikli Kontroller 32 (%53,3) 23 (%38,3) 5 (%8,3)

+*=1,877, p=0,391

Tablo 4-12: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs1155563 bolgesi allel

dagilim
Allel
rs1155563 T C
Alzheimer Hastalari 79 (%64,8) 43 (%35,2)
Saglikli Kontroller 87 (%72,5) 33 (%27,5)

+’=1,685; p=0,194
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DBP Geni rs1155563 Bolgesi Genotipleri

47,50 47,10
50,00 7 43,00

38,30
40,00 -

mTT
30,00 -

%Deger

mTC

20,00 - mcc
11,60
3,30

10,00 A

0,00
Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam

Gruplara Gore Dagihm

Sekil 4-11: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs1155563 bdélgesi genotip

dagilim

DBP Geni rs1155563 Bolgesi Allel Dagilin

80
a 40,0 - mT
x mC

Alzheimer Hastalari Saghkh Kontroller Toplam

Gruplar

Sekil 4-12: Hasta ve kontrol gruplarinda DBP geninin rs1155563 bolgesi T ve C

allelleri dagilim.
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4.3. ApoE Genotipleme Sonuclari

Hastalarin ve kontrollerin ApoE genotipi analizleri €4 alleli tasiyip
tasimadiklarma gore yapildi. Alzheimer hastalarinin 44’iinde (%69,8) €2/€2, €2/e3 -
€3/e3 genotipi, 19’unda (%30,2) €2/e4 - €3/e4 - e4/ed genotipi saptandi. Kontrol
grubunun ise 47’sinde (%81,0) €2/e2, €2/€3 - €3/e3 genotipi, 11’inde (%19,0) €2/e4 -
€3/e4 - €4/e4 genotipi saptandi. Ancak hasta ve kontrol gruplar1 arasinda genotip
dagilimlar1 agisindan anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 4-13) (Sekil 4-13, p=0,126).
Alzheimer hastalarinin 2’sinin (%1,64) €2 alleli, 100’{iniin (%81,97) €3 alleli, 20’sinin
(9%16,39) €4 alleli tasidigr belirlendi. Kontrol grubunun ise 11’inin (%9,17) €2 alleli,
97’sinin (%80,83) €3 alleli, 12’sinin (%10,0) &4 alleli tasidig1 belirlendi (Tablo 4-14)
(Sekil 4-14). Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda allel dagilimlari agisindan anlamli bir

fark oldugu bulundu (p=0,013). Farkin €2 allelinden kaynaklandig1 tespit edildi.

Tablo 4-13: Hasta ve kontrol gruplarinda ApoE genotiplerinin dagilimi

ApoE Genotip
€2/€2 - €2/€3 - €3/€3 €2/e4 - €3/e4 - €4/e4
Alzheimer Hastalar1 44 (%69,8) 19 (%30,2)
Saglikli Kontroller 47 (%81) 11 (%19)

v*=2,340; p=0,126

Tablo 4-14: Hasta ve kontrol gruplarinda ApoE allellerinin dagilim

ApoE Allel
€2 €3 &4
Alzheimer Hastalar 2 (%1,64) 100 (%81,97) 20 (%16,39)
Saglikli Kontroller 11 (%9,17) 97 (%80,83) 12 (%10,0)

v*=6,110; p=0,013 (Fark 2 allelinden kaynaklanmaktadur.)
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90,00
80,00
70,00
60,00

’E‘J 50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

P

ApoE Genotipleri

T 81,0
J 60.8 752
T ® =4 tagimay anlar
. (e2/e2-€2/e3 -
€3/e3)
m =4 tagry anlar (£2/e4
] 30.2 -e3/ed - ed/ed)
248
7 190
Alzheimer Saglikli Toplam
Hastalari Kontroller
Gruplara Gire Dagilim

Sekil 4-13:

Hasta ve kontrol gruplarinda ApoE genotip dagilim

00 -
80 -
70 -
60 -
2,50 1
= 40 A
30 -
20 -
10 A

ApoE Allel Dagilimi

S0.83 S1.4

mel

mel

med

16.39 13.22

e
i
I
-
e
D
)

5.37
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Sekil 4-14: Hasta ve kontrol gruplarinda ApoE geninin £2, £3, &4 allellerinin

dagilimu.
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4.4. Haplotip Analizi Sonuc¢lari

Hasta ve kontrol gruplarinda DBP genine ait tek niikleotid polimorfizmi
gosteren bolgeler iki ayr1 sekilde degerlendirildi. Once 6 SNP’nin hepsi haplotip siklig1
icin analiz edildi (Tablo 4-15). 6 SNP’nin birlikte analiz edilmesi sonucu “ACGCGT”
haplotini tasiyan kontrol bireylerinin hastalara gore daha fazla oldugu ve bunun da
istatistiksel olarak yakin anlamli oldugu bulunmustur (p=0,0783). 6 SNP’ye ait Baglanti
Esitsizligi Analizi sonuglar1 Sekil 4-15te gosterilmistir. Kromozomdaki konumlari
nedeniyle birlikte kalitilma olasiligi digerlerine gore diisiik olan 2 SNP’nin (rs7041 ve
rs1155563) analizden ¢ikarilmasi ve tekrar analiz yapilmasi sonucu hasta ve kontrol
gruplar karsilastirildiginda, “ACGC” haplotipinin kontrol grubunda anlamli derecede
yiiksek bulundugu saptandi (Tablo 4-16) (p=0,0409). 4 SNP’ye ait Baglant1 Esitsizligi
Analizi Sekil 4-16’te gosterilmistir.

L1 | E— 3 ]

£ g 3 g

: 5§ B g : &

» 2 @ P g @
Block 1 (37 kb)

1

Sekil 4-15: DBP geninde incelenen 6 SNP i¢in ikili Baglanti Esitsizligi Analizi

Sonuglar

(Koyu olan bolgeler iki bolge arasinda birlikte kalitilma olasiliginin yiiksek oldugunu (r2 degerinin yiiksek oldugunu)

gostermektedir. (r2degeri, iki bolge arasindaki korelasyon katsayisidir).
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Sekil 4-16: DBP geninde incelenen 4 SNP icin Ikili Baglanti Esitsizligi Analizi

Sonuclar.

(Koyu olan bolgeler r2 degerinin yiiksek oldugunu gostermektedir).

Tablo 4-15: Hasta ve kontrollerde DBP genine ait 6 SNP’nin haplotip analizi

Haplotip

AAGCGT
GCAGTC
AAGCTT
AAGCGC
GCAGTT
AAGCTC
ACGCGT
GCACTC

Hasta
0.499
0.269
0.090
0.042
0.034
0.024
0.000
0.008

Kontrol
0.556
0.202
0.136
0.011
0.009
0.008
0.025
0.017

2
X

0.803
1.494
1.254
2.171
1.655
1.002
3.099
0.373

p Degeri
0.3701
0.2216
0.2629
0.1406
0.1983
0.3169
0.0783
0.5416
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Tablo 4-16: Hasta ve kontrollerde DBP genine ait 4 SNP’nin haplotip analizi

Haplotip Hasta Kontrol 12 p Degeri
AAGC 0,655 0,712 0,876 0,3493
GCAG 0,303 0,212 2,612 0,1061
GCAC 0,008 0,026 1,069 0,3013
ACGC * 0,000 0,034 4,179 0,0409

Hasta ve kontrol gruplarinda DBP genine ait SNP boélgeleri ve ApoE geninin
allel sikliklar1 iki ayr1 sekilde degerlendirildi. 6SNP’ye ait haplotipler ile ApoE’nin allel
sikliklar1 karsilastirildi. Hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamadi.
Ancak €3 alleli tagiyan ve ayn1 zamanda “ACGCGT” haplotipini tastyanlarin kontrol
grubunda hastalara gére daha fazla oldugu saptandi. Bu fazlaligin istatistiksel olarak
yakin anlamli oldugu saptandi (Tablo 4-17, p=0,0595). Kromozomdaki konumlari
nedeniyle birlikte kalitimla olasilig1 digerlerine goére diisiik olan 2 SNP’nin (rs7041 ve
rs1155563) analizden cikarilarak geri kalan 4 bolge ve ApoE’nin allel sikliklar1 analiz
edildiginde, €3 alleli tasiyan ve ayni zamanda “ACGC” haplotipini tasiyan kontrol
orneklerinin hastalara gdre anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi (Tablo 4-18,

p=0,0288).
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Tablo 4-17: DBP geninin 6 SNP’sine ait haplotipler ile ApoE allellerinin hasta ve

kontrollerde karsilastirilmasi

Haplotip APoE _ Hasta Kontrol x2 P
alleleri Degeri
AAGCGT €3 0,427 0,474 0,484 0,4866
GCAGTC €3 0,206 0,183 0,176  0,6748
AAGCTT €3 0,091 0,131 0,92 0,3374
AAGCGT &4 0,066 0,055 0,114 0,7358
GCAGTC &4 0,064 0,026 1,759  0,1847
AAGCGC €3 0,049 0,011 2,616 0,1058
ACGCGT €3 0,000 0,030 355  0,0595
GCACTC €3 0,008 0,020 0,53  0,4667
AAGCTT ed 0,008 0,018 0,488 0,4847
GCAGTT ed 0,023 0,000 2,254  0,1333
GCAGTT €3 0,012 0,011 0,014 0,9055

Tablo 4-18: DBP geninin 4 SNP’sinin ait haplotipler ile ApoE allellerinin hasta ve

kontrollerde karsilastirilmasi

: ApoE p
Haplotip ) Hasta Kontrol x2

allelleri Degeri
AAGC €3 0,577 0,617 0,352  0,5533
GCAG €3 0,218 0,193 0,204  0,6515
AAGC €4 0,075 0,073 0,003 0,9554
GCAG &4 0,080 0,027 3,497  0,0615
GCAC €3 0,009 0,030 1,366  0,2425

ACGC * €3 0,000 0,040 4,782  0,0288
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5. TARTISMA

Alzheimer Hastalig1i’nin en yaygin goriilen sekli olan geg¢ baslangi¢cli Alzheimer
Hastaligi (GBAH), genetik olarak tek genli Mendel tipi kaliim gosteren erken
baslangicli Alzheimer Hastaligi’na gore daha karmasiktir [2]. Cok sayida gendeki risk
allelerin etkisiyle olusur. Bu nedenle, ge¢ baslangigli Alzheimer Hastalig ile ilgili risk
genlerinin belirlenmesi, hastalifin teshisi, hastaliktan korunmak ve hastaliga ait yeni
tedavi yaklagimlarinin bulunmasi acisindan énemlidir.

ApoE geni €4 allelinin ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligi i¢in énemli bir risk
faktorii oldugu yapilan calismalarla tekrarlayan sekilde gosterilmistir [25, 46, 52].
Bununla birlikte €4 alleli tek basina hastalik olusmasi i¢in yeterli degildir ve GBAH ile
ilgili diger risk genlerinin bulunmasi igin yogun aragtirmalar yapilmaktadir. Biz de bu
calismada Vitamin D Baglayan Protein (DBP) geni polimorfizmlerinin GBAH ile
iligkisini inceledik.

Vitamin D yetersizligi gelismis iilkelerdeki yetiskinlerin yarisini etkiler. Yetersiz
vitamin D’nin iskelet sistemi {izerindeki etkileri iyi bilinmektedir. Ote yandan vitamin
D yetmezligi giderek artan sayida farkli hastalik ile iliskilendirilmektedir [23].

Dolasimdaki 25(OH)Dj3 seviyesini belirleyen faktorler gilines i1sinlarina maruz
kalma diizeyi ve beslenme seklidir. Ancak vitamin D seviyesinin ileri derecede
kalitimsal bir 6zellik olusu genetik faktorlerin de rol oynadigini gostermektedir [23].

Son senelerde vitamin D konsantrasyonunu belirleyen genetik varyantlar: ortaya
cikararak vitamin D yetersizligi riskini saptayabilmek amaciyla ¢esitli calismalar
yapilmustir [23].

Vitamin D baslica, kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda, kemik olusumunda ve
devamliliginda gorev almakla birlikte, son yillarda sinir sistemi iizerinde de dnemli
etkileri oldugu gosterilmistir [58, 59, 62, 63]. Hormonal olarak aktif metaboliti olan
1,25-dihidroksivitamin D'nin {iretimi i¢in substrat olan Onciil vitamin D formu kan
plazmasinda bulunur [56, 57]. Beyindeki 1,25(0OH),D3 miktarmin
1,25(0OH),D3’lin plazma konsantrasyonuna bagli oldugu ileri siiriilmiigtiir. Ancak
vitamin D metabolizmasina katilan 25-OHaz ve 25-(OH)Ds-10-OHaz enzimlerinin
beyinde bulundugunu gosteren son ¢alismalar merkezi sinir sisteminin bolgesel olarak

vitamin D3 hormonunun biyoaktivasyonunu gerceklestirebildigini gostermistir [64].
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Yapilan c¢alismalarda, vitamin D'in nérotrofik  faktér  iiretimini,
Ca**homeostazini ve bagisiklik sistemi fonksiyonlarmi diizenledigi ve oksidatif stresi
engelledigi gosterilmistir [13, 18, 64, 68, 83].

Vitamin D etkisini niiklear streoid hormon reseptor ailesinden olan Vitamin D
Reseptorii'ne (VDR) baglanarak gosterir ve 1000’den fazla genin anlatiminin
diizenlenmesini saglar. VDR mRNA ve proteininin merkezi sinir sisteminde bulundugu
bildirilmistir. Bu ¢alismalarda VDR’nin hem noronlarda hem de glia hiicrelerinde ifade
edildigi gosterilmistir [13, 66, 84]. Alzheimer Hastalarinin hippokampusunda VDR
mRNA seviyesinin diistigii gosterilmistir [13, 18, 64, 68, 83]. Ayrica VDR geni
polimorfizmlerinin ge¢ baslangigli Alzheimer hastaligi ile iliskili oldugunu gdsteren
arastirmalar vardir [2]. Epidemiyolojik ¢alismalarla ise vitamin D serum seviyesiyle
kognitif performans arasinda bir baglanti oldugu bildirilmistir [83].

Anabilim Dalimizda yapilmis olan c¢aligmalarla vitamin D-VDR yolag: ile
norodejenerasyon ve Alzheimer Hastaligi arasindaki iliski gosterilmistir [18, 65].

Vitamin D ve onun metabolitleri, dolasimda, vitamin D baglayan proteine (DBP)
baglanarak taginirlar [85]. DBP, vitamin D'nin ¢esitli doku ve hiicre tiplerine ulagimini

kolaylastirir ve organizma i¢in kullanilabilir vitamin D miktarini da diizenler [74].

Dolasimdaki 25(OH)D; ve 1,25(0OH);Ds’nin saglikli bireylerin merkezi sinir
sistemine erisebilmesini saglayan cesitli mekanizmalar vardir. "Serbest hormon
hipotezi", baglayic1 proteinlerin, dolasimdaki steroidleri biyolojik olarak inaktif
durumda tuttugunu ve hiicrelere difiizyonla girebilen serbest steroid hormonlarin
dolagimdaki konsantrasyonunu diizenledigini ileri siirmektedir. Vitamin D-DBP
kompleksinin birgok dokuda 0Ozgiin transport mekanizmalariyla hedef hiicrelere

tasindig1 gosterilmistir [86].

Insanlarda DBP (GC) geninde en sik rastlanan polimorfizmler, bu proteini
kodlayan genin 11. ekzon bolgesindeki 416’ inc1 ve 420’inci kodonlardaki amino asit
degisimlerinden kaynaklanan polimorfizmlerdir. Bu polimorfizmler sonucunda
proteinin GelF, GelS, Ge2 ve GeU olmak iizere dort farkli izoformu olusmaktadir. Bu
allelere ek olarak GC geninde 124'ten fazla allel varyanti1 tarif edilmistir. Bu durum
DBP lokusunun en polimorfik bdlgelerden biri olarak bilinmesine neden olur. Yapilan
cesitli calismalarda, 25(OH)D3ve 1,25(0OH2)D3'iin plazma konsantrasyonlarindaki
degisiklikler ile GC fenotipleri arasindaki iligki aragtirilmistir. Bu genin bazi tek
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niikleotid  polimorfizmlerinin ~ 25(OH)D3 konsantrasyonlariyla  iligkili  oldugu
bulunmustur [74, 75, 87]. Wang ve ark. tarafindan yapilan Genom Capinda iliski
caligmasinda 3 farkli gene ait 18 SNP ile vitamin D diizeyleri karsilastirilmistir. DBP
genindeki rs7041 polimorfizmleri ile dolasimdaki 25(OH)Ds'lin seviyesi arasindaki
iliski bulundugu gosterilmistir. Yine bu ¢alismada DBP'nin de i¢cinde bulundugu 3 genin

genetik varyasyonlarinin vitamin D eksikligi riskini arttirdigi gosterilmistir [23].

25(0OH)D3’nin diisiik konsantrasyonlar1 ile iliskili olan DBP varyantlarinin
Vitamin D Baglayan Protein konsatrasyonunun diismesiyle de iliskili oldugu
gosterilmistir.  Yapilan  ¢alismalarla DBP ~ nakavt  farelerde  25(OH)D; ve
1,25(0OH),D3’iin serum konsantrasyonlarinin yabanil tip farelere gore anlamli derecede
disik oldugu gozlenmistir. Vitamin D Baglayan Protein konsantrasyonunun
25(0OH)D3 ve 1,25(0OH),D3’tin hedef organlara tasinmasini etkiledigi, ancak, dolasima
katilan DBP miktarindaki farkliligin vitamin D metabolizmasim1 ve vitamin D
kullanilabilirligini etkileyip etkilemedigi ¢ok iyi bilinmemektedir [77, 87-90].

Giiney Brezilya'daki saglikli kiz ¢ocuklarinda yapilan ¢alismada, DBP geni
rs7041 ve rs4588 polimorfizmleri ve “AT” haplotipinin 25(OH)Ds3'nin diisiik seviyesiyle
iligkili oldugu gosterilmistir [91]. 750 saglikli bebek ve ¢ocukta yapilmis olan diger bir
calismada rs7041 polimorfizmiyle dolasimdaki diisiik 25(OH)D3 seviyeleri arasinda
iliski bulunamamistir [92]. Cin toplumundaki yetiskin ve yaslilar lizerinde yapilan bir
calismada DBP geni rs7041 polimorfizmiyle diisiik 25(OH)Dj; seviyeleri arasinda
anlamli bir iliski bulunmustur [93]. Benzer sonuglar Kanadali geng yetiskinler [85] ve

yasli beyaz irkta da bulunmustur [94].

Cevresel ve genetic faktorlerle degisien DBP aktivitesinin kan ve kemikteki
kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesi ile birlikte osteoporoz patolojisinin

gelisimine sebep olabilecegi diisiiniilmiistiir [94].

Yapilan calismalar, kan beyin bariyerinin bozulmasinin DBP-bagl vitamin D
metabolitlerinin merkezi sinir sistemine taginmasini kolaylastirdigini gdstermistir.
Cesitli proteomik ¢aligmalar bununla uyumlu olarak multiple skleroz hastalarinin beyin
omurilik sivilarinda DBP seviyesinin arttigini gostermistir. DBP'nin beyin omurilik
stvisindaki seviyesinin multiple skleroz hastalarinda kan beyin bariyerinin biitiinligtini

goOsteren bir biyoisaretleyici olarak kullanilabilecegini bildirmistir [86].
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Alzheimer hastalarinda yapilan bir proteomik ¢alismasinda DBP’nin de
aralarinda bulundugu 30 kadar proteinin plazmadaki diizeyinin azaldigi gosterilmistir.
Ayrica Alzheimer hastalarinin Beyin-Omurilik Sivisi’nda (BOS) da DBP seviyelerinin
azaldig1 gosterilmistir. Diisiik DBP seviyelerinin kadinlarda kognitif gerileme riskini

arttirdigi bildirilmistir [95].

Bunlarin yaninda Vitamin D Baglayan Protein polimorfizmi ile Grave's
Hastaligi, AIDS, diyabet, Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi (KOAH), obezite,
Multiple Skleroz gibi bircok hastalik arasinda iliski oldugunu bildiren g¢esitli
aragtirmalar bulunmaktadir. DBP allellerinin dagilimlarinda 1rksal farkliliklar
gozlendigi icin, hastaliklara yatkinlikta da 1rklar arasinda farkli sonuglar

alinabilmektedir [96-99].

Bizim ¢alismamizda, DBP geninin 6 SNP bolgesine ait genotip ve allel
dagilimlar agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
DBP genine ait 6 SNP’nin haplotip analizi sonucunda ise “ACGCGT” haplotipinin
kontrol gruplarinda hastalara gére daha fazla ve istatistiksel olarak yakin anlaml
bulunmasi bu haplotipin Alzheimer Hastalig1 riskini azaltabilecegini diisindiirmektedir.
rs7041 ve rs1155563 bolgelerinin analizden ¢ikarilmasi sonucu, geri kalan 4 SNP’nin
haplotip analizi sonucu “ACGC” haplotipi kontrol gruplarinda hastalara gore anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. Bu bulgu s6z konusu haplotipin Alzheimer hastaligina

kars1 koruyucu olabilecegini gdstermektedir.

ApoE genotipleri GBAH igin risk faktorii oldugu bilinen €4 allelini tasiyan ve
tasimayanlar olmak iizere iki grup halinde degerlendirildiginde €4 alleli igeren
genotiplerin Alzheimer hastalar1 arasinda daha fazla oldugu, fakat bu farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 goriilmiistir. ApoE geni allel dagilimlar1  agisindan
sonuglarimiz €2 allelinin kontrol bireylerinde Alzheimer hastalarina kiyasla anlamli
derecede fazla oldugunu gostermistir ve €2 allelinin Alzheimer Hastaligi riskini

azalttigini teyit etmektedir.

DBP genine ait haplotipler ve ApoE geni allelerinin birlikte analizi sonucunda,
€3 alleli tagiyan ve ayn1 zamanda “ACGCGT” haplotipini tastyan kontrol 6rneklerinin
hastalara gore istatistiksel olarak yakin anlamli diizeyde fazla olmasi bu haplotipin
Alzheimer Hastalig1 riskini azaltabilecegini diisiindiirmektedir. rs7041 ve rs1155563

bolgeleri analizden c¢ikarilarak 4 bdlge ve ApoE’nin allel sikliklari birlikte analiz
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edildiginde, €3 alleli tasiyan ve ayni zamanda “ACGC” haplotipini tasiyan kontrol
bireylerin sayisinin hastalara gore anlamli derecede yiiksek olmasi €3 alleli ve “ACGC”
haplotipinin birlikte bulunmasinin Alzheimer Hastali§i riskini azalttigina isaret
etmektedir. Bununla birlikte €3 allelinin toplumumuzda yiiksek bir siklikta bulundugu

da dikkate alinmalidir.

Tirk toplumundan alinan Ornekler iizerinde yapilmis olan c¢alismamizin
sonuglarma goére DBP geninin bazit SNP haplotiplerinin ve bu haplotiplerle ApoE €3
allelinin birlikte kalitilmasinin Alzheimer Hastaligi’na karst koruyucu olabilecegi
gosterilmistir. Ancak ¢alismamizda degerlendirilen hasta ve kontrol Orneklerinin
sayisinin kisitli olusu nedeniyle drnek sayisinin arttirtlmasiyla yapilacak ¢aligmalar bu

iligkileri ortaya koymada yararli olacaktir.

Yapilan kaynak taramasinda, DBP geni polimorfizmleri ve haplotipleri ile
Alzheimer hastaligi arasindaki iliskiyi ApoE alleleriyle birlikte arastiran baska bir
calismaya rastlanmamistir. Bu konuda ilk olan bu ¢alismanin daha sonra yapilacak olan

calismalarla desteklenmesinin gerektigini diisiinmekteyiz.
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Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
Bu c¢alisma bir molekiiler genetik calismasidir. Calismada Alzheimer Hastaligi ile
iligkili oldugu bildirilen GC (Vitamin D Baglayan Protein - DBP) geninin
polimorfizmleri aragtirilacaktir. Bu nedenle hastaya ve hasta yakinina genetik yapisinin
incelendigi anlatilacaktir. Calisma ic¢in hastadan bir defaya mahsus olarak kan
alinacaktir. Kan alma islemi hasta acisindan bir risk tasimamaktadir. Calismada
hastanin ismi gizli tutulacaktir. Calisma asamasinda ve ¢aligma sonlandirildiktan sonra
hasta bireyin tedavisi kesintisiz olarak devam edecektir. Kabul edilmesi halinde hasta ve
hasta yakinlar1 bilgilendirilmis ve onaylar1 alinmis olacaktir. Hastaya herhangi bir
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