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3. GIRIS VE AMAC

Alzheimer genellikle yaslilarda goriilen ve beynin birgok boliimiine yayilan
norodejeneratif bir hastaliktir. Noronlarin iginde ve diginda biriken proteinler ve bu
proteinlerin olusturdugu plaklar sebebiyle, hiicreler ya tamamen yok olur veya biiyiik
oranda fonksiyon kaybina ugrar (13, 15, 29). Genis g¢aptaki hiicre olimleri beyin
fonksiyonlarinda kayiplara yol agar. Olasi riskler arasinda artan yas, ailede demans
vakalarmin bulunup bulunmamasi, kafa travmalari, 6nceden gecirilmis depresyonlar
sayilabilir (13). Alzheimer hastalig1 klinik olarak, baslangicta hafiza kaybi, ilerleyen
~zamanlarda Kkognitif (biligsel) fonksiyonlardaki bozukluklar ile tammir. Hastaliga gesitli
psikiyatrik bozukluklar da eslik eder. Hastalik yasla ilintili olup, 30-64 yas arasinda
%0.3, 65 yasn tistlinde %3.6 ve 85 yagin {istiinde ise %14.8 oraninda goriiliir (13, 29).

Alzheimer hastaliinda (AH) beyinde goriilen gesitli patolojik degisikliklerden
biri daha ¢ok serebral korteks ile meningial ve serebral kan damarlarinin duvarlarinda
goriilen ekstraseliiler yapilar olan néritik plaklarin ortaya ¢ikmasidir. Bu plaklar noritler
(aksonlar, dendiritler), reaktif astrositler ve mikroglialarla gevrili yogun bir amiloid
materyal igerirler (5, 13, 29). Bir diger yapisal degisiklik ise hiicre igerisinde goriilen
noérofibriler yumaklardir. Bu degisikliklerden bagka beyinde néronal ve sinaptik
kayiplar, reaktif astrositoz ve mikroglia proliferasyonu da goriiliir (13). Genelde tiim bu
patolojik degisiklikler hipokampus, entorinal korteks, asosiyasyon korteksi ve 6n beynin
bazalinde goriiliir (13, 29).

AH, daha ¢ok kalitsal olan ve ailede birinci derece akrabalar arasmnda demans
goriilmesiyle tarif edilen “ailesel Alzheimer” ve aile hikayesi olmaksizin kendiliginden
olusan, “sporadik Alzheimer” olarak ikiye ayrilir. Ayrica baglangi¢ yas:1 65 yas alt1 olan
hastalar “erken baglayan”, baslangi¢ yasi 65 yas {istii olan hastalar ise “ge¢ baglayan”
AH olarak simiflandirilabilir (46).

Son yillarda Alzheimer hastaligimn genetik kokenini arastirmak {izere gesitli
calismalar yapilmistir. AH nin tiim tipleri igin en gok ¢alisilan 5 gen; Apolipoprotein E
(Apo E), Amiloid Onciil Protein (APP), Presenilin-1 (PS-1), Presenilin-2 (PS-2) ve
Antikimotripsin (ACT) genleridir. Bu genlerin Alzheimer hastalig: ile iligkileri izerinde

elde edilen sonuglara gore:



En az 3 gen iizerindeki mutasyonlar erken baslayan Alzheimer hastalifin
(EBAH)’dan sorumlu gériilmektedir:

APP geni: Kromozom 21 iizerinde bulunur. Bu gende 6 gesit yanlis anlamh
(missens) mutasyon saptanmustir. APP gen mutasyonlan biitiin Ailesel Alzheimer
Hastalarinin (AAH) %2’sinde, erken-baglayan AAH’larnin ise %35-7’sinde goriiliir
(13, 45).

PS-1 geni: Kromozom 14 {izerinde bulunur. 41 farkli mutasyonu bilinmektedir.
Biri hari¢ hepsi yanlis anlamli (missens) mutasyonlardir. PS-1 mutasyonlar: erken
baslayan AH’nin %30-50’sinde bulunmaktadir (13, 16, 40, 42, 46).

PS-2 geni: Kromozom 1 iizerinde bulunur. 2 ¢esit yanlis anlamli (missens)
mutasyon goriiliir. Tiim erken baglayan AAH’larinin %2’sinde bulunur (13, 16, 42).

Bunlardan bagka 6zellikle Apo E polimorfizmlerinin geg baslayan Alzheimer
hastalig (GBAH) {izerinde etkili oldugu da gosterilmistir (13, 16, 29, 31).

PS-1 sekiz gecisli bir plazma membran proteinidir (11). Bu protein ile
Alzheimer hastalifi arasindaki iligki fonksiyonel agidan tam olarak agiklanamamistir
(29). Ancak PS-1 geninin erken baslayan Alzheimer hastaliginin %30-50’sinden
sorumlu oldugu bildirilmektedir (13, 16, 40, 42, 46). Buna karsilik PS-1 geninin intron
8 bolgesinin ise ge¢ baslayan AH ile iliskili oldugu ileri siiriilmiigtir. Intron 8
polimorfizmi i¢in, allel 1’in homozigot halde bulunmasinin, allel 2’nin homozigot halde
bulunmasi veya iki allelin heterozigot halde bulunmasina oranla geg baslayan AH i¢in
risk faktoriinii iki katina ¢ikardig: rapor edilmistir (50). Ancak bu iddiay1 destekleyen
(15, 18) veya buna kars1 ¢ikan (22, 38, 46) sonuglar da yaymlanmustir. iliskinin heniiz
tartisgma konusu olmasi, PS-1 geninin Alzheimer hastalifi iizerindeki etkisini

belirleyecek olan yeni aragtirmalarin 6nemini arttirmaktadar.

Biz bu ¢alismada PS-1 geni intron 8 polimorfizminin Alzheimer Hastalig ile
iligkisini belirlemek amaciyla 35 ge¢ baslayan Alzheimer hastas: ve 22 saghkl bireyin

PS-1 intron 8 allellerini inceledik.



4. GENEL BILGILER

4.1. Alzheimer Hastahg

Alzheimer hastaligt (AH) 1906’da Dr. Aloiz Alzheimer tarafindan
tammlanmustir. Alzheimer demansin en ¢ok rastlanan sebeplerinden biridir. Demans,
acik bir biling diizeyinde basta bellek olmak iizere zihinsel ve sosyal yeteneklerin
kiginin giinlilk yagam aktivitelerini etkileyecek derecede yikilmasi seklinde tanimlanir.
Alzheimer Organizasyonuna gére Amerika Birlesik Devletlerinde, 65 yas fizerindeki
her 10 kisiden biri ve 85 yas tizerindekilerin de yaklasik yaris1 Alzheimer hastasidir. Bu
giin sadece Amerika’da 4 milyon kigi bu hastalifa yakalanmis durumda olup bu sayiin
2050°de 14 milyona ulagmasi beklenmektedir.

Alzheimer hastaligi klinik olarak, baglangicta hafiza kaybs, ilerleyen zamanlarda
kognitif (biligsel) fonksiyonlardaki bozukluklar ile taninir. Hastalia gesitli psikiyatrik
bozukluklar da eslik eder. Norodejeneratif bir hastaliktir. Sinir hiicreleri i¢inde ve
diginda biriken fibrilsi proteinler ve biriken proteinlerin olusturdugu plaklar sebebiyle,
hiicreler ya tamamen yok olur veya biiyiik oranda fonksiyon kaybina ugrarlar. Risk
faktorleri olarak, artan yas, aile hikayesi (ailede demans bulunup bulunmamas:), kafa

travmalari, 6nceden gegirilmis depresyonlar 6n plana ¢ikmaktadir (29) (Tablo 1).

AH aileye ve yasa gore simiflandirilabilir. Ailede demans gosteren birinci
dereceden akraba olup olmamasina gére, ailesel veya sporadik olarak ikiye ayrlir. Aym
zamanda yasa gore de erken evre dedigimiz 65 yas alt1 ve geg evre dedigimiz 65 yas ve
iistii olarak ikiye ayrilabilir (4, 13, 16, 41).

AH ile iligkili oldugu diisiiniilen genlerin basinda; Apolipoprotein E (Apo E),
Amiloid Prekiirsér Protein (APP), Presenilin-1 (PS-1), Presenilin-2 (PS-2) ve
Antikimotripsin (ACT) genleri gelmektedir (13, 16, 29).

AH’da goriilen 6nemli bir patolojik degisiklik; serebral korteks, meningial ve

serebral kan damarlarinin duvarlarinda gériilen ve ekstraseliiler yapilar olan ndritik



plaklardlr (9, 29, 41). Bu plaklar néritler (aksonlar, dendiritler), reaktif astrositler ve
mikroglia ile gevrili yogun bir amiloid materyal igerirler. Diger yapisal degisiklikler ise
hiicre icinde goriilen ndrofibriler yumaklar; noronal ve sinaptik kayiplar, reaktif
astrositoz ve mikroglia proliferasyonudur. Genelde tliim patolojik degisiklikler
hipokampus, entorinal korteks, asosiyasyon korteksi ve 6n beynin bazalinde goriiliir
(29).

Tablo 1: Alzheimer Hastaliginda risk faktorleri, patojenik mekanizma ve hiicresel
anomaliler ile klinik belirtiler arasindaki iligki (29).

Risk Fakifirleri
v Yag
¢ Presenilin Imutasyonlar: (kromozom 14)
. Pmsenilin2 mutasyonlari (kromozom 1)
o Amiloid $ncill proteini geni

muiasyonlari (kromozom 21) Iﬂhﬂkn i k’;ﬁiﬁh"
. Eallelleri (kromozom 19 . . ; y
 Apo Ealleflerd (kromozom 19) Patojenik Mekanizmalar kognitif hatalar
I [
k1 H
Duyarh néronlar —— Sitopatoleji e HastaliFim son basamag
k::anmmqiksisiender, Norofbriler Senil plaklar,
Gxbeynin bazalindald wiritler, Awiloid beta peptidi niiron S1iimd
i e, i
anomaliler

4.2. Alzheimer Hastaliginda Gdriilen Patolojik Degisiklikler

Alzheimer hastalif1, 6zellikle beynin neokorteks, enthorinal alan, hipokampus,
amigdala, bazal niikleuslar, anterior talamus ve beyin sapmin monoaminerjik
niikleusunda (cereleus bolgesi ve raphe kompleksi) goriilen bir seri anomali ile
tanimlanir (29) (Sekil 1).
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Sekil 1: Alzheimer hastalifina duyarl1 olan néron sistemleri (29).

Beynin hasarli bolgelerindeki ndronlarin fonksiyon bozukluklari ve Olimii
sitoiskelet anomalileri ile iligkilidir (29) (Sekil 2).

AEBEEDEERER
En distik En yitksek
yogumluk yoimiak

Sekil 2: Alzheimer’li bir beyinde nérofibriler yumaklar ve senil plaklarin topografik

dagilimi. Serebral hemisferlerin lateral ve medial goriintiileri. (29).



4.2.1. Norofibriler Yumaklar

Sitoiskelet proteinlerinin patolojik degisimleri sonucu olusan Norofibriler
Yumaklar (NFY) Alzheimer’mn en belirgin beyin lezyonlarindan biridir. Etkilenen
noronlarin gogu fonksiyonlarini kismen de olsa yerine getirebilir. Neokorteks gibi
beynin bazi bolgelerinde ise gogunlukla dlerek geride “mezar tag1” (tombstone) veya
“hayalet yumaklar” (ghost tangles) denilen yapilar brrakirlar (17, 29) (Sekil 3,4).

Sekil 3: Norofibriler yumaklar,.hiicre igerisinde yogun fibriler yapilar (ok) olarak
goriilmektedir. Boya: hematoksilen eozin.
(http://www-medlib.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS094.html)



Sekil 4: A) Alzheimer’l1 beyne ait bir néronda norofibriler yumaklan (*) gdsteren TEM
fotografi. B) Tau proteini i¢in immiin-altin igaretlenmis yumaklarin daha biiyii

biiytitmedeki goriintiisii.
(http://www .biols.susx.ac.uk/home/Julian_Thorpe/ad nftem.htm)

Mikrotubuller ve noérofilamentler normal bir néronun sitoiskeletinin iki ana
bilesenidir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde gok sayida néronun sitoiskeleti giderek
degisiklige ugrar ve morfolojik olarak normal nérofibrillere benzemeyen “eglegmis
helikal filamentler” (EHF) denilen filament gruplari olusturur (17). EHF’den olusan
Norofibriler Yumaklar (NFY), sGzkonusu néronun perikaryonunun hemen hemen

tamamim doldurur (25).

NFY’lar morfolojileri ve kimyasal 6zellikleri agisindan heterojendirler. NFY’lar
EHF’den olusur. EHF’in de iki farkli yapiya sahip oldugu gosterilmistir. Bunlar daha
biiylik ¢apli “saga doniimlii EHF” ve daha kiigiik ¢capli “sola doniimlii EHF” dir (17).

Alzheimer’l: hastalarin beyinlerinden izole edilen EHF’lerin kompleks bir
protein yapr oldugu gorilmiistir. Bu kompleksin esas polipeptidi 45-62 kDa
agirhigindadir. Bundan bagka anormal fosforilasyona ugramis olan tau’nun da EHF’nin
baslica bilesenlerinden biri oldufu gosterilmistir (25).Ayrica ubikitin varligi da
belirlenmistir (17).



Néronlarin hayati fonksiyonlarindan biri perikaryon ile sinir uglari arasindaki
madde taginmasidir. AH’da bu intraseliiler transport igin gerekli olan mikrotiibiil
olusumu  hatalidir (17, 25, 29). Tau, tubulinlerin  polimerizasyonunu uyararak
mikrotubul olusumunu tesvik eder, ayrica mikrotubul yapisinin devamliligini da saglar.
Alzheimer’li beyinde taunun anormal fosforilasyonu sonucu mikrotubul olusumunu
uyarma 6zelligi baskilanir. Tau’daki bu degisimin mikrotubul olusumunun bozulmasina
neden  oldugu  diisiiniilmektedir. ~ Mikrotubul  olusumunu  baslatacak  olan
guanozintrifosfatin (GTP) tubulin B alt birimine baglanmasi tau tarafindan uyarilr.
AH’larmin beyninde fonksiyonel tau’nun eksikligi GTP baglanmasini azaltacagindan,

mikrotubul olugsumu da azalacaktir (17, 25).

Alzheimer’li  hastalarin  beyninde tau’nun anormal fosforilasyonu sonucu
mikrotubul olusumunun azalmasi, aksoplazmik akisin bozulmasina ve bazen néron
6liimiine yol agar. Aksoplazmik akistaki bozukluk sonucu tasinmasi gereken hiicresel

elemanlar da perikaryon ve sinir terminallerinde birikir (17, 29) (Sekil 5).

A Normal

A

N3y
P

B Alzheimer hastas Fibriler eslegmis
amiloid helikal
beta

ipliksi Anormal

flamentler (EHF)
néropiller N

membranmsi
Narofibriler organeller
yumaklar

Sekil 5: Normal bir beynin noronlariyla Alzheimer’li bir beynin néronlarinm

karsilastirilmasi (29)



Bu birikimlerin miktar1 sézkonusu hiicrede sentezin miktarina, transport oranina
ve biriken maddelerin indirgenmesine baglidir. Normalde hiicre govdesiyle sinir
terminalleri arasinda tagman elemanlar gok hizli indirgenirler oysa hastaliktan

etkilenmis hiicrelerde bir birikim s6z konusudur (29).

4.2.2. Amiloid Birikimleri

Alzheimer hastaliginda beynin hasar goren bolgeleri, amiloidin hiicre digt
alanlarda birikmesi ve bu birikimlerin etrafinin distrofik aksonlar, astrositler ve
mikroglia ile ¢evrilmesi ile olusan néritik (Sekil 6) veya senil plaklar (Sekil 7) igerir
(29). Noritik plaklar kompleks yapilardir. 8-10 nm’lik fibriler yapilar olup esas
bilesenleri 4 kDa’luk peptidlerdir. Bu 4 kDa’luk peptidler, amiloid dnciil proteini
APP’nin farkh sekretazlarla (o, B, 7) kesilmesi sonucu olusan AP, B amiloid, A4 ya da
/A4 gibi farkl isimler ile anilan B amiloid proteinidir (5, 8, 9, 29) (Sekil 8).

Sekil 6: Noritik plaklar: Amiloid birikimleri kirmizi olarak boyanmistir (Boyama;
Congo red). (http://www-medlib.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS092.html)




Sekil 7: Senil plaklar: Diffiiz veya yogun amiloid birikimleri koyu kahverengi olarak

boyanmus (Boyama: Giimiisleme).
(http://www-medlib.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS090.html)
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Sekil 8: B amiloid peptid onciillerinin sentezi ve islenmesi. Amiloid 6nciil proteini
APP-770 ve APP-751 Kunitz smifi serin proteaz inhibitorleri (KPI) ile homolog bir
bolge igerirler. Ancak APP-695 bdyle bir bolgeye sahip degildir. Ustte amiloid 6nciil
proteininin ekstraseliiler, transmembran ve sitoplazmik bolgeleri, asafida ise Alzheimer

hastalifi ile iliskili bazi APP mutasyonlart ve o, B ve 7y sekretaz kesim noktalart




gorilmektedir. APP'nin bir endopeptidaz olan o sekretaz tarafindan kesilmesi
ekstraseliiler parganin salinmasina yol agmakta ancak B amiloid olusturmamaktadir.
ve 7 sekretaz tarafindan kesilmesi ise fibril olusturma dzelligi yiiksek olan B amiloidi

olusturmaktadir. (29)

Ancak APP’nin amiloid olusturmak iizere kesilmesi amiloid plak olusumunun
sadece ilk basamagidir. Amiloid 8nciil proteinin yapisindaki mutasyonlar ve amiloid
proteinin ¢Skelmesine eslik eden apolipoprotein E (apoE) gibi bir takim proteinler de bu
plaklarin olusumunda etkendir (13, 29). Néritik plaklarin merkezini olusturan amiloid
plaklar, distrofik sinir hiicreleri ve reaktif astrosit ve mikroglia hiicreleri tarfindan
cevrelenmiglerdir. Senil plaklar noropillerle birlikte serebral kan damarlarinin

duvarlarinda goriilir (5).

Calismalar amiloid plaklarin nérotoksik oldugunu ve norodejenerasyonun
sebeplerinden birini olusturdugunu géstermistir. Amiloid fibrillerin neden nérotoksik
oldugunu agiklayan birgok teori bulunmakla beraber bunlardan en ¢ok ragbet edilenler
amiloid fibrillerin hiicrede kalsiyum dengesini bozdugunu vurgulayan galismalardr.
Kalsiyumun sinir iletisi (asetilkolin ve difer nérotransmitterlerin salinmasi) ve hiicre
yasami igin &nemli oldufu dikkate ahindiginda, buradaki bir bozukluk hastaligin

patogenezini anlamada &nemli olabilir (12, 34).

4.2.3. Néropil iplikler

EHF-tau (A68) igin immiinpozitif olan, parcalanmis ve déniimler yapmis
liflerden olusan argirofilik ag néropil iplikler (NI) olarak adlandinilir. Bunlar daha gok
aksonlarimn presinaptik terminallerinde ve dendritlerde olusur. Plaklardan bagimsizdirlar

ancak her zaman nérofibriler yumaklarla iliskilidirler (29).




4.3. Alzheimer Hastaliginda Etkili Olabilecek Genetik Risk Faktorleri

Alzheimer hastaligi igin bes esas genetik risk faktorii bilinmektedir:
1) kromozom 21 iizerinde bulunan APP genindeki mutasyonlar; 2) kromozom 14
iizerinde bulunan presenilin 1 genindeki mutasyonlar; 3) kromozom 1°deki presenilin 2
geninde bulunan mutasyonlar; 4) kromozom 19 iizerinde bulunan ApoE geninin bazi
allelleri ve 5) kromozom 12 iizerinde bulunan alfa-2-makroglobulin genindeki
muhtemel mutasyon veya polimorfizmler (13, 29) (Sekil 9). ilk ii¢ baslikta sayilan
mutasyonlar erken bagslayan Alzheimer vakalarinin yaklasik yarisiyla iliskilidir. Buna
karsilik 6zel apoE alleleri veya alfa-2-makroglobulindeki degisiklikler erken evre
sporadik Alzheimer’da etkili olabildigi gibi daha gok geg evre ailesel Alzheimer’dan

sorumludurlar (29).

Kromozom 14

Sekil 9: Alzheimer ile iliskisi gosterilen genler ve bulunduklan kromozomlar (13)




4.4. Presenilin-1

Alzheimer hastalannin yaklasik %10’unda, klinik ‘belirtiler 50 yagindan &nce
ortaya - ¢ikmakta ve hastalik otozomal dominant kalitm gostermektedir. Yapilan
caligmalarda erken baglayan Alzheimer hastalarinin %30-%50’sinin kromozom 14q
lizerindeki presenilinl geni ile iligkili oldugu saptanmustir (13, 16, 29). Gen,
translasyonu yapilan 10 adet eksonu, translasyonu yapilmayan ve 5° ugta bulunan 2 ila 3
eksonu igermektedir (6) (Sekil 10). PS1°in RNA transkriptleri 2.7 ve 7.5 kb olup insan
beyninin degisik bolgelerinde, iskelet kasinda, bobrekte, pankreasta, plasentada ve
kalpte ekspresyonu yapilmaktadir (39). Bu gen, sekiz transmembran bélgeye sahip olan
ve 467 aminoasitten olusan bir serpentin proteini kodlamaktadir, ancak fonksiyonu
heniiz tam olarak bilinmemektedir (Sekil 11). Memeli hiicrelerinde presenilin 1 nukleus
zarinda, endoplazmik retikulumda ve Golgi’de bulunur (19). Insan, maymun ve fareden
elde edilen cesitli dokulara ait hiicrelerin kiiltiirleri ve beyin hiicre kiiltiirlerinde
presenilin 1’in, N-terminal (~ 28 kDa) ve C-terminal (~ 18 kDa) olmak lizere pargalar
halinde birikimler olusturdugu go6zlenmistir. Bu presenilin 1’in in vivo’da

endoproteolitik bir kesim islemi gegirdifine isaret etmektedir (29).

Erken baglayan ailesel Alzheimer’da presenilin 1 i¢in yaklagik 40 farkhi yanhs
anlamli (missens) mutasyon ve bir ekson delesyonu gézlenmektedir (11) (Tablo 2). Bu
mutasyonlarin ¢ogunlugu transmembran bolgelerin hemen yakininda bulunmaktadir
(13) (Sekil 12) . Presenilin mutasyonlarinin Alzheimer hastaligina nasil yol agtig1 heniiz
tam olarak anlagilamamigtir. Ancak presenilin 1 ve presenilin 2 mutasyonuna sahip olan
hastalarin serumlarimin incelenmesiyle AP1-42 ve AP1-43 seviyelerinin mutasyon

tasimayanlara oranla daha yiiksek oldugu saptanmistir (29).
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Sekil 10: Presenilin 1’in niikleotid ve amino asit dizileri (30)
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Tablo 2: Presenilin 1 ve 2 lizerinde gézlenen mutasyonlar (11)

Presenilin Mutasyonlari
Muiasyon Baz cifti defisimi Elson Yer PS1/PS2'deld homolog biflgeler
PSI ATV glegTc 4 NITHI ARS
vaiL Gg-Trg 4 T™I B8
VoeF Gie-Tie 4 ™I Vil
TIsH Tat-Cat 5 THIR TR2I
(- tAr-eGe 1 THIR2 Yi2i
El20K Gan-Am 4 THIZ EI2%
E120D goh-gal 3 TMIR Ell8
NISD Ant-Gat 5 ™ Ni4i
MW Aap-Gig £ THY Mi4s
MIHT aTg-aCg 5 ™2 Mi45
M9 atlG-ar! g THI Mj4s
IM43F Are-Ter 5 ™2 1149
1437 aTe-aCe 5 ™ 149
“MIBL Ag-Crg 5 ™2 MI52
MI4s¥ gL 5 ™1 MIS2
HI&Y. Cat=Tat & TH23 HIs%
HIE3R checGt 6 ™23 H169
Gy GagTa 7 T4 QU
BI3T aTe=ale 7 TH4 121%
AT Gic-Arc 7 THS AT
ALY glegTc 7 TS A7
L235P cTecCg 7 T™S L24!
AMEE tledhe 7 THE AlG)
| L2505 tTg+Cg 7 THB L1356
AV gle-gTt 8 THE Adih
CAIR TeCat 8 THM&HPT ol
R&L cCp-cle ] THEHP? P
P2675 Coa-Tea 8 TH&EHPZ PR
R29G CoGar 8 TMEHPT R2%%
- R269H cGrchr 8 TM&HPT Ra%
2808 ghagla 8 HP? E28%
280G pha-gGa 8 HP7 Et
ABSY gle—gTe 8 HP? AlZ]
L2846V CuGr 8 HP? L2
S30C - 85 splee HP? 50
B8z ghrgla 9 HFATMB E322
GiMA gGa-5Ca ] THB G35
L3y CrgGrg I T™E LB
cdioy tGr-the I THD 351
A42F Gee-Ler 2 THe A7
P4365 Ca-Tea 2 TMSIC PAl7
PS2  Ni4II nAcaTc 5 T2 NI3s
M239v Arp-Gep 7 ™S M3
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467 aminoasitten ve 8 transmembran bélgeden olusan Presenilin 1 proteini

Sekil 11:

(http//www.alzforum.org/res/com/mut/pre/diagram1.asp)
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Ekstraseliiler alan
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Sitoplazmik alan CooH

Sekil 12: PS-1’in 8 transmembran bélgesi iizerindeki mutasyonlarin yaklasik yerleri

dikdortgen kutucuklar ile gdsterilmistir (13).

Her ne kadar presenilinlerin biyolojik fonksiyonu yeterince anlasilamamis olsa
da, presenilin ile nematod Caenorhabditis elegans’in sel-12 geni arasinda ¢ok onemli
bir homoloji gozlenmektedir. Sel-12 C. elegans’'da gelisim sirasinda hiicre kaderinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynayan bir protein olarak is gérmektedir. S6z konusu geni
hedef alan galigmalar presenilin 1’in de memelilerin gelisimi sirasinda hiicrenin
kaderinin belirlenmesinde 6nemli rol oynadigini ve PS1’in yoklugunda AP seviyelerinin

dramatik bir sekilde azaldigin1 gostermistir (29).

APP veya presenilin genlerinde gdzlenen yanlis anlamli (missens) mutasyonlar
AP peptidinin toksik sekillerinin olusumunu arttirmaktadir. Bu mutasyonlar, APP’nin
islenmesindeki gesitli degisikliklere dolayisiyla AR peptid olusumunun artmasina ve
AB’nin daha uzun sekillerinin miktarinin artarak, fibril olusumunun artmasina yol

agmaktadir.Bu nedenle Alzheimer hastalig1 ile iliskisi oldugu diisiiniilmektedir (29).

Bazi ApoE allellerinin 6zellikle geg baslayan Alzheimer‘da etkili oldugunun
belirlenmesinden sonra  alfa-2-makroglobulin, alfa-1-antikimotripsin (ACT) gibi
genlerin  polimorfizmleri de arastinlmaya baslanmustir (13). 1996’da Wragg ve
arkadaslar1 presenilin 1’in intron 8’deki bir polimorfizmin ge¢ baslayan Alzheimer

olusumu riskini arttirdigini géstermislerdir (50).




PSI’deki mutasyonlar erken baslayan ailesel ~Alzheimer’in  biiyik
¢ogunlugundan sorumludur. PS1'in intron 8 polimorfizminin ise ge¢ baslayan
Alzheimer ile ilsikili olabilecegi diisiiniilmektedir. intron 8’de griilen bu polimorfizme
gore allel 1 homozigotlugunun, allel 2 homozigotlugu ve allel 1-2 heterozigotlugu ile
kargilagtirildiginda ge¢ baslayan Alzheimer igin risk faktdriinii iki kat arttirdign ileri
stiriilmustiir (50). Bu iliski geg baslayan Alzheimer hastalifinin hem sporadik hem de
ailesel vakalarinda gézlenmistir (15, 18). Fakat farkli galismalarda ise presenilin 1
intron 8 polimorfizmi ile ge¢ baslayan Alzheimer arasinda her hangi bir iliski
kurulamamustir (22, 38, 46). Ispanyol Alzheimer hastalan iizerinde yapilan galismalar
tam ters sonuglar ortaya koymustur. Buna gore allel 2 homozigotlugu ge¢ baslayan
Alzheimer riskini {i¢ kat arttirmakta ve Apo E &4 allelini tastyan hastalarda bu oran 4.5

katina gikmaktadir (13).

Daha sonra yapilan c¢ahgmalarda da Alzheimer hastaligi tastyan ailelerde
presenilin 1 intron 8 polimorfizmindeki allel 1 frekans artiginin, PS1 veya PS2
mutasyonlaniyla iliskili oldugu fakat APP mutasyonlan veya geg evre Alzheimer

hastalig ile iliskili olmadig1 bildirilmistir (42).

Presenilin 1°de ekson 8 ile 9 arasindaki intron 8’de gériilen bu polimorfizmin,
bulundugu yer dolayisiyla biyolojik herhangi bir etkisinin olmasi ihtimali oldukga
diigiiktiir. Bu sebeple bu iliski i¢in ii¢ farkli agiklama diisiiniilmektedir: 1) s6z konusu
polimorfizim hastalikla biyolojik olarak iliskilidir, 2) polimorfizm, PS-1 geni iizerinde
farkli bir yerde bulunan ve hastalikla biyolojik olarak iliskili bir baska degisken ile
baglanti gostermektedir, 3) polimorfizmin baglant: gésterdigi bolge hastalikla biyolojik

olarak iligkili ve polimorfizme ¢ok yakin olan komsu bir gen iizerindedir (50).

4.5. Presenilin 1’in Hiicre Biyolojisi

Presenilin 1’in, insan ve fare, embriyonik ve erigkin beyin dokularini da igeren
pek ¢ok dokuda ekspresyonu yapilir (16, 19, 21). In situ hibridizasyon ¢alismalarina
gore beyinde hipokampal bolge ve enthorinal kortekste en yiiksek konsantrasyonda

gozlenir. Ayrica beyaz maddenin glial hiicrelerinde de az miktarda transkript



bulunmaktadir. Presenilin 1 ekson 3’te alternatif bir kesime ugrar (16). 1995°te
Alzheimer Hastaligt Kolaboratif Grubu, kesim bolgesinin alternatif kullanimlariyla
26-29 arasi kodonlarin (VRSQ) islenme dahilinde veya islenme haricinde kalabildigini
gostermistir (16). Buna ek olarak 16kositlerdeki PS1 transkriptlerinden bilinmeyen bir

sebeple ekson 8 de kesilip ¢ikariimaktadir (30).

Hidrofobik PS1 proteini 467 amino asitten olusur ve ER membranim sekiz kez
geger (11). Proteinin N ve C terminali gibi 6. ve 7. transmembran bélgeler (TM6 ve
TM7) arasinda bulunan biiyiik hidrofilik bir ilmek de B—katenin gibi birgok sitoplazmik
protein ile iliski kurabilmek iizere sitoplazmaya bakacak sekilde diizenlenmistir (51).
PS1 esas olarak ER iizerinde konumlansa da Golgi, plazma membram ve nuklear

kinetokorlarda da PS-1 immiinreaktifligi gézlenmektedir (16).

PS1 holoproteini sentezlendikten sonra kesilir ve olusan C terminal parca ve N
terminal parca diger proteinlerle iliski kurmak iizere aktif hale gegen bir heterodimerik
kompleks olusturur (43). PS-1 proteinin kesim bélgesi 6. ve 7. transmembran bolgeleri
arasinda bulunmaktadir. Kesim, bu hidrofilik bélgedeki 291 ve 292’nci amino asitler
arasindan gergeklesir (16). Aktif PS-1 olusmasinda rol alan bu bélgeyi etkileyen
mutasyonlardan biri olan ekson 9’un delesyonu, kesim bélgesinin kaybolmasina

dolayistyla kesilmemis PS1 proteinin birikimine yol agmaktadir (43)

4.6. Presenilin 1’in Fonksiyonlar:

Presenilin 1 proteinin kesin islevi bilinmemekle beraber bazi kamtlar PS1’in
membran  proteinlerinin islenmesi, trafigi ve apoptoz ile iliskili olabilecegini
gostermektedir. Presenilin 1 mutasyonlarmin Alzheimer hastaligina nasil yol actigl
heniiz tam olarak anlasilamamakla birlikte presenilin 1 mutasyonu bulunan hastalarm
serumlarinin incelenmesiyle 42 amino asitlik ve 43 amino asitlik amiloid beta peptid
(AB1-42, AB1-43) seviyelerinin, mutasyon tasimayanlara oranla daha yiiksek oldugu
saptanmistir (3, 29). Aym zamanda PS1’i hatali néronlardan elde edilen veriler de

PS1’in APP’nin y-sekretaz ile islenmesini ve AP40/42 salmimini giiglii bir sekilde



inhibe ettigini gdstermistir (7). Bu bulgularla paralel olarak PS1’in 6. ve 7.
transmembran  bolgelerindeki aspartat bélgelerinde gorillen mutasyonlarin PS1’in
normal endoproteolizini etkiledigi gibi APP’nin y-sekretaz ile gerceklesen kesimini de
onemli derecede azalttigi belirlenmistir (48). Biitiin bu veriler bir araya toplandiginda
presenilin 1’in  y-sekretazin kendisi veya y-sekretaz icin hayati énem tastyan bir
kofaktor protein olmasi ihtimali ortaya ¢ikmustir. Ancak son veriler PS1’in, y-sekretazin
kendisi olmasindan ¢ok, onu katalizleyen &nemli bir makromolekiil kompleksi

oldugunu desteklemektedir (24).

Presenilin  1’in, APP’nin yam sira gelisim sirasinda hiicre kaderinin
belirlenmesinde rol oynayan Notch reseptdriiniin  de islenmesi ve trafiginin
diizenlenmesinde rol alabilecegi, PS1°in C. elegans’daki homologu olan SEL-12
lizerinde ve PS-1 geni bloke edilmis farelerle yapilan galismalarla gosterilmistir (23,
49). PS-1 eksikligi ve PS-1’in 6. ve 7. transmembran bolgelerinde (TM6 ve TM7)
gozlenen aspartat mutasyonlari, APP nin y-sekretazla kesilmesini engellemesinin yani
sira Notch’un da endoproteolitik kesimini engellemektedir. Notch’un intraseliiler
bolgesi endoproteoliz yoluyla kesildikten sonra sitoplazmaya salmir ve daha sonra
gelisim  sirasinda hiicre  kaderinin  belirlenmesini diizenleyen ozel transkripsiyon
faktorlerini aktive etmek lizere nukleusa girer (37). PS-1 ve notch genleri bloke edilmis
farelerden elde edilen sonuglar, bu hayvanlarin bazi gelisimsel 6zellikler agisindan
fenotipik olarak birbirine benzedigini gdstermistir. Bu bulgular PS1’in Notch
sinyalizasyonunda fonksiyonel bir rolii olduguna isaret etmektedir (14, 20). Her ne
kadar bahsi gegen veriler PS-1'in APP ve Notch islenmesinde ortak bir fonksiyonu
oldugunu gdsterse de PS-1’in 286. pozisyonunda goriilen mutasyon, APP ve Notch’un
endoproteolizisinde PS-1’in ayr biyolojik fonsiyonlarinin olduguna isaret etmektedir

(20).

PS-1 mutasyonlarinin sinir hiicrelerinde apoptoza karst duyarlihig arttirmast,
PS-1"in apotozun diizenlenmesindeki roliine isaret etmektedir (10, 44). Ote yandan PS-1
mutasyonlar sonucu apoptoza kars1 duyarliligin artmasinin PS-1 tarafindan p-kateninin
stabilize edilmesindeki azalmaya bagli oldugu diisiiniilmektedir (51). Bu fikirle uyumlu

olarak PS-1 mutasyonu tasiyan Alzheimer hastalarinin beyinlerinde B-katenin seviyeleri
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gergekten de azalmustir. PS-1°in apoptoz ile ilgili fonksiyonlari hakkinda celiskili
sonuglar bulunmaktadir. Mutant PS-1 geni igeren bazi noronlarda apoptoz
gorilmemektedir. Bu durum proapoptotik olaylarda hiicresel farkliliklar oldugu

ihtimalini arttirmaktadir (2).

4.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, incelenmek istenen DNA pargasinin gogaltildig in
vitro klonlama yontemidir (Sekil 13). PZR ile segici olarak tek bir DNA molekiilii bir
kag saat igerisinde bir kag milyon kat gogaltilir. Reaksiyon, DNA’nin 1s1 ile tek iplikli
hale getirilmesinden sonra incelenecek bolgeye 6zel olarak sentezlenmis iki adet kisa
oligoniikleotidin (primer) DNA zincirlerine baglanmalari ve DNA polimeraz tarafindan
uygun sicaklikta zincirlerin tamamlayicilarimin ~ sentezlenerek, istenen bolgenin

¢ogaltilmas esasina dayanir (1, 35).

Polimeraz Zincis Reaksiyonunun
= istenen gen bilgesi
Kahp DN&
2. di 3. di
ifenen o gift 1. déngi Gngii Gngii 4. déngii
zincitletin sayst: 0 0 2 8

Sekil 13 : Polimeraz Zincir Reaksiyonunun sematik goriintiisii

(http://allserv.rug.ac.be/~avierstr/principles/pcr.html)
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Dongiisel bir reaksiyon olan PZR ii¢ basamaktan olusur. Birinci basamak,
primerlerin  baglanabilmesi igin ¢ift iplikli DNA’nin tek iplikli hale getirildigi
denaturasyon asamasidir. fkinci basamak, primerlerin, incelenecek bolgenin smirlarini
belirlemek ve DNA polimeraz igin serbest 3’OH ucu olusturmak iizere kalip DNA’ya
baglanmasidir. Bu asama hibridizasyon olarak adlandirilir ve genellikle 37-55 °C
arasinda gergeklesir. Son basamak, DNA polimerazin ortamdaki deoksiriboniikleotid
trifosfatlari (ANTP) MgCl, esliginde primerin serbest 3’OH ucuna ekleyerek yeni
zincirin sentezini tamamladigi uzama asamasidir (sekil 14).Bu ii¢ basamak bir PZR

reaksiyonunda 30-35 defa tekrarlanir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

{rh 5

3 dongu 30-35 defa

tekrarlanir
/TOOROVOQOD/ Moo
‘ ‘ ‘ ‘ 1dakika 94 °C
Il T
I 1 m ||I| |
g Il I 3 2.Basamak: hihiridizasyon

Mgy i,
Ry
Iy d 45 saniye 54 °C
3 3

5 [ [ [ | 3 ake:
A T T TP ]
| = ll g /\\/ o | [ o . 5
,/\|\ ) Sl 145 T' 2 dakika ; 72 °C
™ = l= 14" %

5
i Ty N -
¥ WMM%WWWM o

Sekil 14: Bir PZR déngiisiiniin basamaklari

Ny

(http://allserv.rug.ac.be/~avierstr/principles/per.html)
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Polimeraz zincir reaksiyonunun kisa sirelerde ve daha verimli sekilde
kullanilmasina olanak veren en onemli iki olay, yiiksek 1silara dayamikli DNA
polimerazlarin kullanilmaya baslanmasi ve termal déngii cihazlarinin kesfidir (1, 26,

35).

4.8. DNA’min Enzimatik Kesimi

DNA’nin enzimatik kesimi restriksiyon endoniikleazlar kullanilarak yapilir. Bu
endoniikleazlar ¢ift iplikli sarmal DNA’da 6zel niikleotid dizilerini taniyan ve DNA’nin
her iki ipligini kesen enzimlerdir. Kesim isleminin gergeklestigi alan ve kesme sekli

kullanilan enzime gére degisir.

Simdiye kadar tammlanan restriksiyon enzimleri iig grup  iginde

smiflandirilmistir. I, I1. ve II1. tip restriksiyon enzimleri.

I. tip restriksiyon endoniikleazlari; hem endoniikleaz hem de metilaz
iglevlerine sahip multimerik enzimlerdir. Bu enzimlerde genellikle ¢ tip alt
birim bulunur: R alt birimi restriksiyon endoniikleazi, M alt birimi modifikasyon
metilazi olarak i goriir, S alt birimi ise DNA’daki hedef yeri tanimaktan
sorumludur. Enzim hedef noktay: taniyip DNA’ya baglandiginda ya restriksiyon
ya da modifikasyon yapar. Bu enzimlerde, kesme yeri tanima yerinden 1000 den

fazla baz ¢ifti uzaktadir.

I. tip restriksiyon endoniikleazlari; sadece restriksiyon etkisinden
sorumludur. Bu enzimler i¢in tamma yerleri 4-6 baz siftlik palindromik
dizilerdir. Bu enzimlerin ¢ogu igin kesme gok 6zgiildiir ve kesilme genellikle
tanima dizisinde meydana gelir. Bu enzimler kesmeyi iki zincirde kargilikl1
noktalarda yapar ve kiit uglu parcalar olusturur, digerleri ise kars1 karsiya
gelmeyen noktalarda kesme yaparak yapiskan uglu parcalarin olusumuna yol

agar.

INL tip restriksiyon endoniikleazlari; Ltip enzimlere benzerler. Bu tipin DNA

ya baglanmasi i¢in ATP’ye gereksinimi vardir. Metillenme baglanma yerinde
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olur; restriksiyon aktivitesi ise tanima yerinden yaklasik 24-26 baz cifti Gtede

meydana gelir (26, 28).

4.8.1. Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Bu y6ntem, DNA’min restriksiyon endoniikleazlar1 kullanilarak enzimatik olarak
kesilmesi ve olusan pargalarin analizi esasma dayanir. Organizmanin DNA’siin
incelenmek istenen kismindaki farkliliklar endoniikleazlarin kesim bolgeleriyle ortaya
¢ikar. Endoniikleazlarin bu bélgeleri keserek olusturdugu pargalann uzunluklan
belirlenerek, organizmamn genotipi olarak yorumlanir. Kesim parcalarinin analizi jel

elektroforezi ile yapilir (26, 28, 35).
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5. GEREC VE YONTEM

Calisma, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Dahili Tip Bilimleri
Boliimii Psikiyatri Anabilim Dali Geropsikiyatri Bilim Dali tarafindan, “Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, Fouth Edition” (DSM-1V)’a gére teshisi
konulan 35 geg¢ baslangigli Alzheimer hastasi (yas ortalamalar1 74.247.1, %77 kadin) ve
hastalarla yas paralelligi gosteren ve herhangi bir norodejeneratif hastaligi bulunmayan

22 saglikli birey (yas ortalamalar1 72.8+5.8, %55 kadin) iizerinde gergeklestirildi.

5.1 Kandan DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol bireylerinden vakumlu steril K3-EDTA’l tiiplere alinan
periferik kan 6rekleri -20°C’de saklandi ve ilk 3-5 giin igerisinde DNA’lar izole
edildi.

Calismada “Yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilarak DNA izolasyonu ”* yéntemi

kullanildi (35).
5.1.1. Yiiksek tuz konsantrasyonu kullamlarak kandan DNA izolasyonu

1. 0,5 ml K3-EDTA’] kan iizerine 1,5 ml lizis tampon eklendi ve +4°C’de 15
dakika inkiibe edildi.

2. Sogutmali santrifiij kullanilarak +4°C 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi.

3. Ust siv1 atilip, pellet iizerine 0,5 ml lizis tampon eklendi ve 6000 rpm’de
10 dakika santrifij edildi.

4. 3.islem ortamdan hemoglobin uzaklasincaya kadar tekrarlandi.

5. Pellet iizerine 0,5 ml niikleaz tampon eklendi ve iizerine 2,5 ul %10 SDS,
1,5p] proteinaz K eklenerek 37°C°de bir gece inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyon sonunda tiplere esit hacimde 5M NaCl ve bidistile su
eklenerek karigtirildi.

7. Oda sicakliginda 20 dakika, 10.000 rpm’de santrifiij edildi.
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8. Ust sivi 15 ml'lik polipropilen tiipe alinarak iizerine 2 hacim saf etanol
cklenip DNA ¢ikene kadar beklendi.

9. DNA iplikleri mikropipet yardimiyla toplanarak temiz bir tiipe
aktarildiktan sonra 100-200 pl TE (Tris EDTA )iginde ¢dziindiiriildi.

10. Caligma siiresince +4°C’de saklandi.
5.1.2. DNA miktar ve safhi@inin ol¢iilmesi
DNA  izolasyonunun sonuglari spektrofotometrik  6lglim  yontemi ile
degerlendirildi. DNA konsantrasyonu 260 nm’deki optik densitesinden, safligi da 260

nm/280 nm’deki OD oramindan tespit edildi (28). DNA konsantrasyonu ve safligi

asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.
DNA konsantrasyonu ( mg / ml )= OD 260nm x seyreltme faktorii x 50
oD 260
DNA safhigi= ——— = 1.840.1
OD 280
5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemi
Lékositlerden izole edilen genomik DNA izerindeki PS-1 geninin intron 8
bolgesini kapsayan 199 baz ¢iftlik alan PZR yontemi kullanilarak ¢ogaltildi. Wragg’in
yontemi (50) esas alinarak polimeraz zincir reaksiyonu karigim igerigi ve PZR programi
tizerinde modifikasyonlar yapilarak kullanildi.
5.2.1. Primerlerin hazirlanmasi
Test edilen polimorfizmlerin belirlenebilmesi i¢in kullanilan ileri (F1) ve geri

(R1) primerler, (Invitrogen™, Life Technologies, Scotland, UK liyofilize halde satin
g
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alind1. Primerler, steril, Dnaz, Rnaz igermeyen ultra saf su ile ¢oziindiiriildiikten sonra

(100pmol/ul), 10 pmol/ul’lik stoklar seklinde hazirlanip -20°C’de muhafaza edildi.

Bu ¢alismada PS-1 geni polimorfizmlerini tespit etmek amaciyla Polimeraz
Zincir Reaksiyonunda (PZR) kullanilan ve presenilin 1 geninin intron 8 bolgesinde 199
baz ciftlik bir alam ¢ogaltan ileri (F1) ve geri (R1) primerler kullanildi. Primerlerin

dizileri asagida verilmistir (50).

F1-5° CACCCATTTACAAGTTTAGC 3’
R1-5 CACTGATTACTAATTCAGGATC 3’

Geri primerde alti gizili olarak gdsterilen niikleotidler yanhs eslesme yapmak
lizere dizayn edilmislerdir (50). incelenecek olan polimorfizm, bélge iizerinde ne bir
restriksiyon noktasinin olusmasina ne de bir restriksiyon noktasini yok olmasina neden
olmaktadir. Ancak primerin 3’ ucuna 4 veya 5 niikleotid, polimorfizme ise 5 veya 6
niikleotid uzaklikta olusturulan bu yanlis eslesme sayesinde, ortaya ¢ikan PZR
tirinlerinin 16. niikleotidinde C (sitozin) bulunmasi durumunda bir BamH1 kesim
noktasinin olusmasi, A (adenin) bulunmasi durumunda ise BamH1 kesim noktasinin
olusmamasi yapay olarak saglanmaktadir. Béylece polimorfizm bir restriksiyon enzimi

ile takip edilebilinmektedir.

5.2.2. PZR Kkarisim

25 pl’lik PZR karigmmi 0,5 mI’lik PZR tiiplerinde Tablo 3‘de belirtildigi gibi

hazirlandi.

27



Tablo 3: PZR karigimi

STOK FINAL KONSANTRASYON
10 x TNK50 tamponu Ix
MgCl, (25 mM) 1,5mM
Ileri primer ( 100 pmol/ul ) 10 pmol/pl
Geri primer ( 100 pmol/pl ) 10 pmol/pl
dNTP’ler (2mM ) 200 pM
Taq DNA polimeraz 5U/ul 0,5U/reaksiyon
Kalip DNA 100ng
Total hacim Sigma su ile 25p1’ye tamamlanir

PZR karisimi 25 pl olacak sekilde hazirlandiktan sonra, iizerine 50 ul mineral

yag eklenip termal déngii cihazina konuldu.

5.2.3. PZR program

1. 94°C’de 5 dakika

2. 94°C’de 30 saniye

3. 45°C’de 30 saniye 35 dongii
4. 72°C’de 30 saniye

5. 72°C’de 3 dakika

olarak diizenlendi .

5.2.4. PZR kosullariin optimizasyonu

Daha iyi PZR fiiriinleri elde etmek amaciyla PZR kosullari, magnezyum miktan

ve baglanma 1s1s1 degistirilerek optimize edildi.

Magnezyum, DNA polimerazin islevinde kofaktor gorevi yaptigindan ¢alismada
magnezyum kloriir konsantrasyonu, 1,5mM’den baslaylp 2mM’e kadar degistirilerek
denendi. En uygun konsantrasyon olarak saptanan 1,8mu MgCl, konsantrasyonu

kullanildi.
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Cift iplikli niikleik asit molekiillerindeki baz ¢iftlerinin yarisinin ortadan
kalkmasina neden olan sicaklik olan ve primerlerin kalipp DNA’ya baglanma 1sistni

belirleyen Tm degeri asagidaki formiile gore hesaplandi (35)
Tm = [( A+T’lerin say1s1) x 2 °C  + ( G+Clerin sayis1 ) x 4°C] (32)
A, T, G, C : Primer dizisinde bulunan adenin, timin, guanin ve sitozin bazlari.

Baglanma 1s1s1 Tm degeri hesaplandiktan sonra birkag derecelik 1s1 degisiklikleri

denenerek belirlendi.
5.3. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde incelenmesi

Bu calismada PZR iiriinlerinin bilyiikliigii g6z Oniine alinarak agaroz jel
elektroforezi kullanildi. PZR firiinlerinin analizleri %1,5’luk agaroz jelde yiiriitillerek
yapildi . 40ml’lik kaset kullanildigindan %1,5°luk jel igin 0.6gr Agaroz 40ml 1xTBE
igerisinde ¢dziildii. Isitict ve manyetik karistirier tizerinde seffaf hale gelinceye kadar
kaynatilan ve kanstirilan jeller daha sonra sogumalari igin bekletildiler. Tam olarak
sogumalarina izin verilmeden {izerlerine ¢eker ocak altinda 0.8ul etidyum bromid (EB)
eklendi. EB’in iyice dagilmas: saglandiktan sonra Jeller, polimerize olmas igin tarag
yerlestirilmis olan kaset igerisine, hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek dokiiliip
ceker ocak altinda 2 saat bekletildi. Jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikartilip kaset
ile birlikte orta boydaki elektroforez tanki (Biometra horizontal jel electrophoresis
aparatus) igerisine yerlestirildi. Jelin iizerini kaplayacak sekilde tanki dolduran 1xTBE
tamponu eklendi. 8 pl’lik PZR iiriinleri 1-2 ul yiikleme tamponu (bromo fenol mavisi)
ile kanigtirilarak jele yiiklendi. 80 volt 24 miliamper’de 40 dakika yiiriitiildii. Daha sonra
PZR iiriinlerinin biiyiikliikleri ultraviyole 191k altinda birinci kuyuya yiiklenmis olan
Fermantas™ pBR322 DNA/BsuRI (Haelll) molekiiler agirlik belirleme standard: ile
birlikte incelenerek yorumlandi ve polaroid film ile fotograflar1 gekildi. PZR iiriinleri
restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi uygulanana kadar +4°C’de

saklandi.
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5.4. PS-1 Geni PZR Uriiniiniin BamH I Enzimi ile Kesilmesi

Daha 6nce belirtildigi iizere PZR fiiriinlerinde 16. niikleotidde C (sitozin)
bulunmasi durumunda bir BamH1 kesim noktast olusmasi, 16. niikleotidde A (adenin)
bulunmasi durumunda da BamH1 kesim noktasinin olusmamast saglanmisti. Bu sebeple
PS-1 geni intron 8 bolgesinde 16. nikleotidde bulunan bu polimorfizm, II.tip

restriksiyon endoniikleazlarindan BamH1 enziminin kullanilmastyla tespit edildi.

BamH I ile kesim igin 8 pl PZR iiriinii 2x tampon ve 2 iinite enzim ile 37 °C’de
4 saat inkiibe edildi (13, 42, 50). Elde edilen kesim iiriinleri %?3liik agaroz jelde
yliriitiilerek analizleri yapildi.

5.4.1. PS-1 geninin BamH I enzimiyle olusan kesim iiriinleri

PS-1 geninin 199 bg uzunlugundaki PZR fiiriiniiniin BamH I enzimiyle kesimi;
her iki allelde de kesim bélgesi bulunmuyorsa 199 bg’lik tek bir pargann, tek bir kesim
bolgesi bulunuyorsa 182b¢’lik ve 7bg’lik pargalarin olusmasim saglar. Allellerin
heterozigot olmasi durumunda ise 199, 182 ve 7bg’lik paralar meydana gelir. Ancak

%3’lik agaroz jel elektroforezinde 7bg’lik parcalar izlenmez (50)
5.5. RFLP Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde incelenmesi

RFLP iriinlerinin boylar1 arasindaki farklar géz oniine alindiginda, kullanimi
daha pratik olan yiiksek konsantrasyonda bir agaroz jelin elektroforez igin yeterli
oldugu goriildii. Calismada, RFLP iiriinlerinin analizi igin %3’liik agaroz jel kullanildi.
%3’lik jel i¢in 1,2 gr Agaroz 40ml I1xTBE igerisinde ¢oziildiikten sonra, jel PZR
iiriinlerinin incelenmesinde anlatildig1 sekilde hazirlandi ve 8 pl’lik kesim iiriinleri 1-2
ul yiikleme tamponu ile kanistirilarak jele yiiklendi. Kesim sonuglari UV 1sik altinda
Fermantas™ pBR322 DNA/BsuRI (Haelll) molekiiler agirlik belirleme standard: ile

karsilastirilarak incelendi ve fotograflar cekildi.
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Elektroforez isleminin tamamlanmasindan sonra EB igeren jeller, iizerlerinden
su gegirilerek yikandi. Daha sonra esit hacimde 0.5M KMnO, ve 2.5N HCl eklenip 1-2
saat bekletildi. Son olarak esit hacimde 2.5N NaOH ile kanistirilip dekontamine edildi
(35).

5.6. istatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel analizler UNISTAT 5.0 istatistik yazilim program kullanilarak
hesaplandi. Yasin gruplara gére dagilimi Student’s t-tests, genotiplerin, allellerin ve
cinsiyetlerin gruplara gére dagilimi ki-kare yontemleri kullanilarak analiz edildi. PS-1
genotipleri BamH1 enzimi igin {i¢ grup halinde simflandirildi. BamH]1 alleli tastyicilari
igin 1/1,1/2 ve 2/2 genotipine sahip kisiler ele alindi. p< 0.05 olan veriler anlamli kabul
edildi (36).

5.7. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1. Agarose, Sigma A9414

Amonyum persiilfat, Sigma A9164

BamH]1 restriksiyon enzimi, 4000U, Fermentas ER0051

Borik asit, Merck K21183760

Bromofenol mavisi, Merck 8122

dNTP set 100mM, Fermentas (dATP R0141,dCTP R0151,dGTP RO161,dTTP

RO171)

7. EDTAO0.5M, Sigma E 7889

8. Ethanol, Reidel Haden 32221

9. KCl, Sigma P4504

10. Lauryl siilfat (SDS), Sigma L4509

11. MgCl, Sigma M0250

12. Mineral yag, Sigma M5904

13. pBR322 DNA/BsuRI (Haelll), DNA molekiiler agirlik merdiveni, Fermentas
SM271

14. Polaroid film (667), Sigma F4638

St 2 o

31



2

-

S L RS

. Potasyum bikarbonat, Sigma P9144
16.
17.
18.
. Proteinaz K, Sigma P4914
20.
. Sukroz, Sigma S2395
22,
23.
24.
25.
26.

Potasyum kloriir, Aldrich 40931-6
Potasyum permanganat, Merck 50801000

Primerler, InvitrogenTM, Life Technologies, Scotland, UK

Sodyum kloriir, Sigma S3014

Taq DNA polymerase, Fermentas EPO401 ve Promega M186E
Titriplex (EDTA), Merck K90602421

Tris baz, Sigma T8524

Tris EDTA , Sigma T9285

Triton X-100, Sigma X100

5.8. Kullanilan Cozeltiler

Jele yiikleme Tamponu

9%0.25 bromofenol mavisi

%40 (w/v) sukroz

Etidyum bromiir: 10mg/dl

Proteinaz K: Steril ¢ift distile suda 20mg/ml
PZR primerleri: 10uM (10pmol/ul)
dNTP’ler: 10mM

5XTBE

Tris baz Sdgr
Borik asit 27.5gr
0.5M EDTA pH 8.0 20ml
Lizis Tamponu

NH,4Cl 155 mM
KHCO;4 10 mM
EDTA 0,1 mM

Niikleaz Tampon
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12.

EDTA 25 mM
NaCl 400 mM
Tris Baz 10 mM
10xTNKS50 Tamponu
Tris HCI (pH 8.6 25°C) 100mM
MgCl, 15mM
NH4ClI 50mM
KCl 0.5M

. EB Dekontaminasyon tamponlan
KMnO, 0.5M
HC1 2.5N
NaOH 2.5N

. BamH1 Tamponu (firma tarafindan sagland)
Tris-HCI (pH 8.0) 10mM
MgCl, 5mM
KcCl 100mM
Triton X-100 %0.02
BSA 0.1mg/ml
TE (pH 7.4)
Tris HCI (pH 7.4) 10mM
EDTA (pH 8) ImM
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6. BULGULAR

Cahsmada 35 Alzheimer hastasimn ve herhangi bir nérodejeneratif hastaligi
bulunmayan cinsiyet ve yas bakimindan hasta grubuyla uygunluk gdsteren 22 saglikh
bireyin PS-1 genotipleri saptandi.

6.1. DNA izolasyonu

Uygulanan yiiksek tuz konsantrasyonu yoéntemi sonucunda, 6rneklerin 280nm /
260nm dalga boylarindaki OD degerleri okundu ve bu degerlerin 1.8 + 0.1 arasinda,
DNA konsantrasyonlarimin ise 50-150 ng/pl oldugu belirlendi.

6.2. Genotipleme Sonugclar1

Hasta ve kontrol grubuna ait kan &rneklerinden elde edilen genomik DNA’dan,
PS-1 geninin intron 8 bolgesine 6zgii primerler kullanilarak PZR yontemi ile 199 bg’lik
DNA pargasi gogaltildi (Sekil 15). Elde edilen DNA pargalan, BamH 1 restriksiyon
enzimi kullamilarak kesime tabi tutulduktan sonra kesim iiriinleri degerlendirilerek
(RFLP) PS-1 geni allelik polimorfizmleri belirlendi. Hasta ve kontrol grubuna ait bazi

6rneklerin BamH I kesim iirlinleri Sekil 16°da goriilmektedir.
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434 b M 12 % 4 5 6 T
267 b
234 be

213 bg

192 be

184 bg
124 bg

W3bg_ |

104 bg

Sekil 15: %]1.5’luk agaroz jel elektroforezinde PS-1 geni PZR iiriinleri
goriilmektedir. 1. kuyu DNA molekiiler agirlik belirteci, 2-6. kuyular 199 bg’lik PZR

tirlind, 7. kuyu negatif kontrol.
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434 be
267 bg
234 bg
213bg
192 bg
184 bg
124 be
123 bg
104 bg

Sekil 16: Agaroz jel elektroforezinde BamH I kesim fiiriinleri goriilmektedir. 1.
kuyu DNA molekiiler agirlik belirteci, 2. kuyu “1/1”, 199 bg’lik tek bant, 3. kuyu “1/2”,
199 ve 182°bg’lik 2 bant, 4. kuyu “2/2”, 182 bg’lik tek bant.

Hastalarin ve saglikli kontrollerin genetik analizleri sonucunda kontrollerin
6’smin (%27) 1/1, 15’inin (%68) 1/2, 1’inin (%5) 2/2 genotipine sahip oldugu,
hastalarin ise 10’unun (%28) 1/1, 24’iiniin (%69) 1/2, 1’inin (%3) 2/2 genotipine sahip
oldugu belirlendi (Tablo 4). Ancak kontrol ve hasta gruplari arasinda genotip
dagilimlarr (P=0,95 , Sekil 17) veya allel dagilmlar (P=0,87 , Sekil 18) agisindan

anlamli bir fark bulunamadi.
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Tablo 4: Hasta ve kontrol gruplarinda BamH| restriksiyon enzimiyle kesim

sonucunda olusan genotiplerin ve allellerin dagilimi

2
17(0.39)

10(0.28) 1(0.03) 26(0.37)

% Deger

Kontrol Hasta Toplam \

Gruplara Gére Dagilim

Sekil 17: Hasta ve kontrol gruplarinda BamH1 genotip sikliklari
x2=0,004 ; P=0,95 (2/2 genotipleri istatistiksel degerlendirmeden gikartildr)
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70
60
50
40
30
20

% Deger

PS-1 intron 8 Allel Dagilimi

Kontrol Hasta Toplam
Gruplar

\.Aue| 1
‘mAllel 2

Sekil 18: Hasta ve kontrol gruplarinda Allel 1 ve Allel 2'nin dagilim

1=0,025 ; P=0,87
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7. TARTISMA

Alzheimer hastaliginin (AH) genetik kékenini arastirmak tizere gesitli calismalar
yapilmustir. Yapilan ¢alismalarda Presenilin-1 (PS-1) geninin erken baslayan Alzheimer
hastalig: ile iligkili oldugu gésterilmistir (13, 16, 29). Biz bu galismada geg Alzheimer

ile PS-1 geni intron 8 polimorfizmi arasindaki iliskiyi inceledik.

Alzheimer hastahig ile ilgili genetik calismalar daha ¢ok Apolipoprotein E
(Apo E), Amiloid Onciil Protein (APP), Presenilin-1 (PS-1), Presenilin-2 (PS-2) ve
Antikimotripsin  (ACT) genleri iizerinde yogunlasmistir. Bunlardan Apo E
polimorfizmlerinin geg baglangicli Alzheimer hastalif: (GBAH) iizerinde etkili oldugu
gosterilmistir (13, 16, 29, 31). APP mutasyonlarinin ise Alzheimer hastalig: ile iligkisi
amiloid plak olusumu iizerinde etkili olmasi ile agiklanmistir. Buna gore, APP
mutasyonlart APP’nin yapisim degistirmekte ve dolayisiyla APP proteinin farkli
sekretazlar (o, B, 7) ile kesilmesini etkilemektedir. Bdylece bu sekretazlarin APP’yi
kesmesiyle olusan amiloid beta peptidinin (AB) miktari ve tipi degismekte, buna bagl
olarak da esas bileseni AP olan amiloid plaklarin olusumu etkilenmektedir. PS-1 ve
PS-2 genleri ise yiiksek oranda homoloji gésteren ve dzellikle erken Alzheimer ile

iliskisi oldugu diisiiniilen genlerdir.

Alzheimer hastalarimin yaklasik %10’unda, klinik belirtiler 50 yasindan Gnce
ortaya gikmakta ve otozomal dominant kalitm gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda
erken baslayan Alzheimer hastalanmin (EBAH) %30-%50’sinin kromozom 14q
lizerindeki presenilinl geni ile iliskili oldugu saptanmistir (13, 16, 29).Erken baglayan
ailesel Alzheimer hastaliginda presenilin 1 geninde yaklasik 40 gesit yanlis anlamli
(missens) mutasyon ve bir ekson delesyonu saptanmustir (11). Bu mutasyonlarin ¢ogu,
sekiz gecisli bir transmembran protein olan presenilin 1’in membrana gomiilii
bolgelerinin hemen yakiminda bulunmaktadir (13). Presenilin 1 proteinin kesin islevi
bilinmemekle beraber bazi kanitlar PS1’in membran proteinlerinin islenmesi, trafigi ve
apoptoz ile iliskili olabilecegini gdstermektedir. Presenilin 1 mutasyonlarinin Alzheimer
hastaligia nasil yol agtigi heniiz tam olarak anlasilamamakla birlikte presenilin 1

mutasyonu bulunan hastalarin serumlarinin incelenmesiyle 42 amino asitlik ve 43
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amino asitlik amiloid beta peptid (AP1-42, AB1-43) seviyelerinin, mutasyon

tasimayanlara oranla daha yiiksek oldugu saptanmistir (29).

PSI holoproteini sentezlendikten sonra kesilir ve olusan C terminal par¢a ve N
terminal parca diger proteinlerle iliski kurmak iizere aktif hale gecen bir heterodimerik
kompleks olusturur (43). PS-1 proteinin kesim bolgesi 6. ve 7. transmembran bolgeleri
arasinda bulunmaktadir. Kesim, bu hidrofilik bolgedeki 291 ve 292°nci amino asitler
arasindan gergeklesir (16). Bu bélge insan, maymun ve fareden elde edilen cesitli
dokulara ait hiicreler ve beyin hiicre kiiltiirlerinde PS-1’in, N-terminal (~ 28 kDa) ve C-
terminal (~ 18 kDa) olmak tiizere pargalar halinde birikimler olusturmasiyla saptanmistir
(29). Aktif PS-1 olusmasinda rol alan bu bdlgeyi etkileyen mutasyonlardan biri olan
ekson 9’un delesyonu, kesim bolgesinin kaybolmasmna dolayisiyla kesilmemis PS1
proteinin birikimine yol agmaktadir (43).Bundan baska, PS1’de goriilen mutasyonlar
sonucu fibril olusturmaya ve birikmeye daha yatkin olan AP42’nin iiretiminin arttigl in
vitro ve in vivo calismalarda gosterilmistir. Bdylece PS1’in APP’nin islenmesinde rol
oynadif1 ag13a ¢ikmustir (3). PS-1 proteini hatali olan néronlardan elde edilen veriler bu
goriisii destekler niteliktedir. Buna gore PS-1’in is gdrmemesi durumunda, APP’nin y-
sekretaz ile islenmesi ve AP40/42 salinmasi giiglii bir sekilde baskilanmaktadir (7). Bu
bulgularla paralel olarak PS1’in 6. ve 7. transmembran (TM6 ve TM7) bolgelerindeki
aspartat mutasyonlarinin PS1’in normal endoproteolizini etkiledigi ve dolayisiyla
APP’nin y-sekretaz ile kesilmesini de énemli derecede azalttig belirlenmistir (48).
Biitiin bu veriler bir araya toplandiginda presenilin 1’in y-sekretazin kendisi veya Y-
sekretaz i¢in hayati 6nem tastyan bir kofaktér protein olmast ihtimali ortaya ¢ikmustir.
Ancak son veriler PS1’in, y-sekretazin kendisi olmasindan ¢ok, onu katalizleyen

onemli bir makromolekiil kompleksi oldugunu desteklemektedir (24).

Presenilin 1’in, APP’nin yam sia gelisim sirasinda hiicre kaderinin
belirlenmesinde rol oynayan Notch reseptoriiniin  de islenmesi ve trafiginin
diizenlenmesinde rol alabilecegi, PS1’in C. elegans’daki homologu olan SEL-12
tizerinde ve PS-1 geni bloke edilmis farelerle yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (23,
49). PS-1 eksikligi ve PS-1’in 6. ve 7. transmembran bolgelerinde (TM6 ve T™7)

gozlenen aspartat mutasyonlari, APP’nin y-sekretazla kesilmesini engellemesinin yan
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sira. Notch’un da endoproteolitik kesimini engellemektedir. Notch’un intraseliiler
bélgesi endoproteoliz yoluyla kesildikten sonra sitoplazmaya salimir ve daha sonra
gelisim sirasinda hiicre kaderinin belirlenmesini diizenleyen &zel transkripsiyon
faktérlerini aktive etmek tizere nukleusa girer (37). PS-1 ve notch genleri bloke edilmis
farelerden elde edilen sonuglar, bu hayvanlarin bazi gelisimsel ozellikler agisindan
fenotipik olarak birbirine benzedigini gostermistir. Bu bulgular PS1’in  Notch

sinyalizasyonunda fonksiyonel bir rolii olduguna isaret etmektedir (14, 20).

PS1°deki mutasyonlarn erken baslayan ailesel Alzheimer hastaliginin biiyiik bir
¢ogunlugundan sorumlu olmasinin yam sira PS1’in intron 8 polimorfizminin de geg
baslayan Alzheimer hastalifi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Intron 8’de
goriilen bu polimorfizme gore allel 1 homozigotlugunun, allel 2 homozigotlugu ve allel
1-2 heterozigotlugu ile karsilastinildifinda geg baslayan Alzheimer igin risk faktoriinii
iki kat arttirdig1 ileri siiriilmiistiir (50). Bu iliski geg baslayan Alzheimer hastaliginin
hem sporadik hem de ailesel vakalarinda gozlenmistir (15, 18). Biz, geg baslayan
Alzheimer hastaligi ile PS-1 geni intron 8 polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirdigimiz
bu calismamizda, Alzheimer hastalarinin ve saglikh kontrol bireylerinin, genotip ve
allel dagihmlari agismdan anlamli bir fark géstermedigini belirledik. Alzheimer
hastalarinin 10/35%inin (%28) 1/1, 24/35° inin (%69) 1/2, 1/35%inin (%3) 2/2, saghkl
kontrollerin ise 6/35’inin (%27) 1/1, 15/35%inin (%68) 1/2, 1/35’inin (%5) 2/2
genotipine sahip oldugu saptandi. Keza bizim sonuglanmizla paralellik gosteren ve bu
intron 8 polimorfizmi ile ge¢ baslayan Alzheimer hastalig1 arasinda herhangi bir
iliskinin bulunamadigi ¢ahismalar da yaymlanmstir (22, 38, 46). Ote yandan Ispanyol
Alzheimer hastalan {izerinde yapilan galismalar ise tam ters sonuglar ortaya koymustur.
Buna gére allel 2 homozigotlugu Alzheimer riskini ii¢ kat arttirmakta ve Apo E €4
allelini tastyan hastalarda bu oran 4.5 katma ¢ikmaktadir (13). Ayrica Alzheimer
hastalig: tastyan ailelerde presenilin 1 intron 8 polimorfizmindeki allel 1 frekans
artiginin, PS1 veya PS2 mutasyonlaryla iliskili oldugu fakat APP mutasyonlar1 veya
geg baslayan Alzheimer hastalig ile iliskili olmadig: da rapor edilmistir (42).

Presenilin 1°de ekson 8 ile 9 arasmndaki intron 8’de goriilen bu polimorfizmin,

bulundugu yer dolayisiyla biyolojik herhangi bir etkisinin olmasi ihtimali oldukga
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diisiiktiir. Bu sebeple bu iliski i¢in ti¢ farkli agiklama diistiniilmektedir: 1) s6z konusu
polimorfizim hastalikla biyolojik olarak iliskilidir, 2) polimorfizm, PS-1 geni iizerinde
farkli bir yerde bulunan ve hastalikla biyolojik olarak iliskili bir bagka degisken ile
baglant: gostermektedir, 3) polimorfizmin baglant gosterdigi bolge hastalikla biyolojik

olarak iliskili ve polimorfizme gok yakin olan komsu bir gen iizerindedir (50).

Ekson 8 ile 9 arasindaki bu intronik polimorfizmin, bulundugu yer nedeniyle,
ekson 8 ile 9’un farkli bir sekilde kirpilmasinda rol oynayabilecegi ve bu agidan
hastalikla dogrudan iliskisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Ekson 8’in bazi dokularda
alternatif olarak kirpilmaya ugradig: gosterilmistir. Bir Ingiliz ailesi iizerinde yapilan
calismalar intron 8’in akseptor bolgesindeki bir mutasyonun ekson 9’un kaybolmasina
yol agarak erken baslayan Alzheimer hastaligina yol actigini gostermistir (50). Bunlara
ek olarak ekson 8in erken baslayan Alzheimer’a yol agan en 6nemli mutasyonlarin
bulundugu bélge oldugu da belirtilmistir (39). Ancak polimorfizm hastaligin sebebiyle
direkt olarak iliskili olsaydi, bu iliskinin biitiin populasyonlarda gériilmesi gerekirdi.
Oysa farkl populasyonlarda farkli sonuglar elde edilmistir (15, 18, 22, 38, 42, 46, 50).
Bu sonuglar polimorfizmin PS-1 geni iizerinde farkli bir yerde bulunup hastalikla
biyolojik olarak iliskili bir baska degisken ile baglanti gosterdigi griisiinii 6n plana
¢ikarmaktadir. 1/1 genotipine sahip hastalarin agik okuma gercevelerinin dizi analizleri
sonucu kodlayan bélgelerde herhangi bir degisiklik aciga cgikarilamamistir (50). Bu
durum PS-1 “de intronik polimorfizmle baglantil bir degiskenin promotor bélgede veya

kodlama yapmayan bir bélgede bulundugunu diisiindiirmektedir.

Bulgularimiz Tiirk toplumunda PS-1 intron 8 polimorfizmi igin 1/2 genotipinin
en sik rastlanan genotip oldufunu (%68,5), bunu %27,5 ile 1/1 ve %4 ile 2/2
genotipinin izledigini gostermektedir. Tiirk toplumunda PS-1 genotipleri iizerinde
yapilan baska bir ¢alismaya rastlanmamustir. italyan ve Ingiliz toplumlarinda yapilan ve
PS-1 intron 8 polimorfizmini arastiran calismalarda, 1/2 ve 1/1 genotip dagilimlari
sirasiyla, %60, %25,5 ve %55,5, %28,5 olarak bildirilmistir (40, 42). Bu sonuglarin

bizim bulgularimizla uyumlu oldugu goriilmiistiir.

42



Sonug olarak galismamizda PS-1 intronik polimorfizmi ile ge¢ Alzheimer
hastaligi arasinda herhangi bir iliski belirlenememistir. Bulgulanmiz, geg baslayan
Alzheimer hastalarinda  1/1  genotipinin  hastalik  riskini arttirdifn  tezini
desteklememektedir. Ancak iliskinin tam olarak agiga ¢ikarilabilmesi i¢in hasta ve
kontrol sayilarimin arttinlmasi ve kapali populasyonlarda iliskinin incelenmesi
gerekmektedir. Polimorfizmin PS-1 geninin alternatif kirpilmasi iizerindeki etkisi
arastinlmalidir. Polimorfizmin PS-1 geninin promotér bélgesi veya kontrol elemanlart
tizerindeki bir baska degisken ile baglantisi arastinlmali daha sonra bu degiskenin de

hastalikla iligkisi belirlenmelidir.
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8.0ZET

Presenilin 1 (PS-1) geninde gériilen mutasyonlarm erken Alzheimer ile iliskili
oldugu gésterilmistir. Bu galismada PS-1 geni intron 8 polimorfizmi ile gec baslayan
Alzheimer hastalig1 arasinda bir iliski olup olmadigini belirlemeyi amagladik.Calisma
Alzheimer tanist konan 35 hasta ve herhangi bir nérodejeneratif hastaligi bulunmayan
yasca paralellik gdsteren 22 saglikli kontrol iizerinde yapildi (ortalama yaslart sirastyla
74,247,1 ve 72,8+5,8). Hastalann klinik teshisleri istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Geropsikiyatri Bilim Dali tarafindan DSM-IV (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, Fouth Edition) kriterlerine gére konuldu. PS-1 geni intron
8 polimorfizmi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon parga uzunluk
polimorfizmi (RFLP) teknikleri kullamlarak arastinldi. PS-1’in genetik analizinden
sonra, Alzheimer hastalarinda 1/1 genotipi %28, 1/2 genotipi %69, 2/2 genotipi %3
olarak, ve saglikh kontrollerde 1/1 genotipi %27, 1/2 genotipi %68, 2/2 genotipi %5
olarak belirlendi. Hastalar ve kontroller 1/1, 1/2, ve 2/2 genotipleri i¢in ki-kare testine
gore karsilastirildiklarinda allel ve genotip dagilimlarinin anlamh bir fark gostermedigi
goriildii (sirastyla; p=0,87, p=0,94). Sonuglarimiza gére ge¢ Alzheimer hastalarinda 1/1
genotipinin hastalik riskini arttiricr etkisi saptanamamistir. Calismamizda PS-1 intronik

polimorfizmi ile ge¢ Alzheimer hastalig1 arasinda herhangi bir iliski belirlenememistir.
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9. SUMMARY

Mutations in the presenilin-1 (PS-1) gene has been reported to be associated
with early-onset Alzheimer’s disease. In this study, our aim was to determine if there is
an association between PS-1 gene and late-onset Alzheimer’s disease.We collected
blood samples from 35 cases of dementia of the Alzheimer type and from 22 age-
matched controls (mean ages 74,2 + 7,1 , and 72,8 + 5,8 years, respectively); %77 and
%55 were female in each series. Patients are clinically diagnosed by the Department of
Geriatricphsyciatry Cerrahpasa Faculty of Medicine University of Istanbul according to
DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fouth Edition)
criterias. We used PCR and RFLP to test for an association between Alzheimer’s
disease and a polymorphism within intron 8§ of the PS-1 gene.After genetic analysis of
the PS-1 gene, we found 10/35 genotype 1/1 (%28), 24/35 genotype 1/2 (%69), 1/35
genotype 2/2 (%3) for patients, and 6/22 genotype 1/1 (%27), 15/22 genotype 1/2
(7%68), 1/22 genotype 2/2 (%5) for healthy controls. When the control and patients were
compared for 1/1 and 1/2 genotype we saw that the allele and genotype distribution did
not differ according to Chi-square (p=0,87, p=0,94 respectively). Our results showed
1/1 genotype does not increase the risk for AD in late-onset cases significantly. Thus,
we were unable to find an association between the PS-1 intronic polymorphism and

late-onset Alzheimer’s disease.
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KISALTMALAR

AAH
ACT
AH
ApoE
APP
bA4
EB
EBAH
EDTA
EHF
GBAH
HMG protein
kDa
KPI
NFY
Ni

OD

PS
PZR
RFER
Tm

Ailesel Alzheimer Hastaligi
antikimotripsin

Alzheimer Hastahig
Apolipoprotein E

Amiloid 6nciil protein

beta amiloid

Etidyum bromiir

Erken baslayan Alzheimer hastalig
Etilen diamin tetra asetik asit
Eslesmis helikal filamentler

Geg baslayan Alzheimer hastalig
Yiiksek hareketli grup proteinleri
Kilo dalton

Kunitz proteaz inhibitorii
Norofibriler yumaklar

Noropil iplikler

Optik yogunluk

Presenilin

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
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