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OZET

Alaylioglu Merve (2014). Clusterin Polimorfizmleri ile Alzheimer Hastaligi Arasindaki
Iliskinin Arastiriimasi. istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji
AD. Yilksek Lisans Tezi. Istanbul.

Alzheimer hastaligi (AH) ilerleyici bir norodejeneratif hastaliktir. Geg¢ baslangicli
Alzheimer hastaligiyla (GBAH) ilgili risk genlerini belirlemek amaciyla yapilan genetik
calismalarla 660°dan fazla genin hastalikla iliskisi oldugu bildirilmistir. Calismamizda,
bu genler arasinda On siralarda yer alan CLU geninin rs11136000, rs9331888 ve
rs2279590 bolgelerindeki polimorfizmlerle GBAH arasindaki iliskiyi arastirmayi
amacladik. Ayrica, ApoE genotipleri belirlenerek s6z konusu polimorfizmlerle iliskisini
inceledik. Calismada, McKhann 1984 kriterine gore teshisi konulan 183 Alzheimer
hastasiyla nérodejeneratif hastaligi bulunmayan saglikli kontrollerden elde edilen DNA
ornekleri kullanildi. CLU geni polimorfizmleri ve ApoE genotipleri Gergek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemiyle belirlendikten sonra istatistiksel analizleri
yapildi. Ayrica, CLU genine ait 3 SNP’nin haplotip analizi yapildi. rs11136000 ve
rs2279590 bolgeleriyle GBAH arasinda iliski saptanmadi. Ancak, rs9331888 bolgesi
GG genotipinin hastalarda, CC genotipinin kontrollerde istatistiksel olarak anlamli
derecede daha fazla gorildigu, G allelinin hastalarda, C allelinin ise kontrollerde
istatistiksel olarak yakin anlamli derecede daha sik gorildigu bulundu. Haplotip analizi
sonuclarina gore, “GCG” haplotipinin hastalarda istatistiksel olarak anlamli derecede
daha fazla goruldugu belirlendi. ApoE geni allel dagilimina bakildiginda €2 allelinin
kontrollerde, &4 allelinin ise hastalarda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi ve &4
allelinin hastalik riskini 2,1 kat arttirdigi belirlendi. ApoE ¢4 alleliyle CLU geni
rs9331888 genotipleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda €4 alleli tasimayan
hastalarda G allelinin, kontrollerde ise C allelinin daha sik géruldigi bulundu. Buna
gore; €4 alleli tasimayan bireylerde rs9331888 bolgesi G allelinin hastaliga yatkinhgi
arttirdigi, C allelinin ise koruyucu 6zelligi oldugu saptandi. &4 alleli ile CLU geni
rs9331888 bdlgesi genotipleri arasinda saptanan iliski CLU geninin ApoE’den bagimsiz
olarak hastalik gelisiminde roli olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler : Alzheimer Hastaligi, Clusterin, Apolipoprotein E, Tek Nikleotid
Polimorfizmi, Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu calisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 32402
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ABSTRACT

Alayhoglu Merve (2014). Investigation of Relationship Between Clusterin
Polymorphisms and Alzheimer’s Disease. istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Medical Biology. MSc Thesis. istanbul.

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder. More than 660
genes are reported to be associated with late-onset Alzheimer’s disease (LOAD) by the
studies has done in order to identify risk genes of the disease. In this study, we aimed to
investigate the relationship between LOAD and rs11136000, rs2279590 and rs9331888
polymorphisms in CLU gene. Moreover, we investigated the relationship between these
polymorphisms and ApoE genotypes. In the study, DNA samples obtained from 183
patients that were diagnosed according to the criteria of McKhann 1984 and 154 healthy
controls without neurodegenerative disorders were used. Statistical analysis were
performed after detection of genotypes of CLU and ApoE by Real-Time PCR
technique. Haplotype analysis was performed for these 3 SNPs in CLU. A relationship
between rs11136000 and rs2279590 regions and LOAD was not determined. But for
rs9331888, it was found that “GG” genotype in patients and “CC” genotype in controls
were significantly higher and “G” allele in patients and “C” allele in controls were
nearly significant. According to haplotype analysis, it was found that “GCG” haplotype
were significantly higher in patients. According to allele distribution of ApoE, it was
determined that €2 allele in controls and €4 allele in patients were significantly higher
and &4 allele increased the risk for 2,1 times. When ApoE ¢4 allele and rs933188
genotypes were compared statistically, it was found that “G” allele in patients and “C”
allele in controls were higher in non-carriers of ApoE €4 allele. It is shown that “G”
allele of rs933188 polymorphism increases risk for AD and “C” allele has a protective
role in non-carriers of €4. These results indicates that CLU gene might have a role in
development of AD independently from ApoE.

Key Words: Alzheimer’s Disease, Clusterin, Apolipoprotein E, Single Nucleotide
Polymorphism, Real-Time PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer Hastahgi (AH); ilerleyici hafiza kaybi ile zihinsel ve sosyal
yeteneklerin giderek gunlik yasami etkileyecek derecede bozulmasiyla tanimlanan
norodejeneratif bir hastaliktir. Noropatolojik olarak AH; beynin belirli bolgelerinde iki
farkl proteinin birikimi sonucu olusan noritik (senil) plaklar ve norofibril yumaklari ile
tanimlanir. Noritik plaklarin ana bileseni olan amiloid beta (AB) peptidi, amiloid 6ncl
proteininin (APP) proteolitik olarak kesilmesi sonucu olusur ve hicre disinda birikerek
amiloid plaklari meydana getirir. Norofibril yumaklari ise mikrottbdl iliskili bir protein
olan tau’nun hiicre icinde birikimi sonucu olusur (Price 2000 p 1155; Giirvit, I.H. 2004
p 392; Ross ve Poirier 2004; Mott ve Hulette 2005).

AH; baslangi¢ yasina gore 65 yas altinda gorulen erken baslangich Alzheimer
Hastaligi (EBAH) ve 65 yas ve Ustlinde gorulen gec baslangicli Alzheimer Hastaligi
(GBAH) olmak (izere ikiye ayrilir. Hastaligin erken baslangicli tipinin Amiloid Oncl
Proteini (APP), Presenilin-1 (PSEN1) ve Presenilin-2 (PSEN2) genlerindeki
mutasyonlar ile iliskili oldugu gosterilmistir. Yapilan calismalar, apolipoprotein E
(ApoE) geni &4 allelinin GBAH icin bir risk faktorii oldugunu géstermistir (Garvit, i.H.
2004 p 391; Bekris ve ark. 2010; Blennow ve ark. 2006; Zetzsche ve ark. 2010).

Hastaligin en sik rastlanan sekli olan GBAH ile iliskili diger genlerin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢ok sayida arastirma sonucunda hastaligin bu tipiyle
iliskili oldugu ileri strtlen 660’tan fazla gen bulunmustur. Daha sonra yapilan genom
capinda iliski taramalari (GWAS) ve meta analizler, GBAH ile iliskili oldugu ileri
strdilen genler arasindaki en gucli aday genleri belirlemistir. Bu aday genler arasinda;
clusterin (CLU), kompleman reseptér 1 (CR1), fosfatidilinositol baglayan klatrin
toplayici protein (PICALM) gibi genler yer almaktadir (Lambert ve Amouyel 2011). Bu
aday genler arasinda 0n siralarda yer alan CLU genindeki bazi polimorfizmlerin AH
riski ile iliskisi halen arastiriimaktadir. CLU ve AH ile iliskisi oldugu ileri sirilen diger
genetik risk faktorleri Uzerinde yapilacak olan ¢alismalar, halen tam olarak bilinmeyen
AH patogeneziyle iliskili mekanizmalarin aydinlatiimasi icin énemli ipuclari ortaya
koyabilecektir.

Apolipoprotein J (ApoJ) olarak da bilinen clusterin ¢ok fonksiyonlu bir
glikoproteindir. Clusterin; ApoE gibi beyinde c¢ok fazla ifade edilen bir



apolipoproteindir. (Holtzman 2004). Yapilan son ¢alismalar, clusterin’in hicresel stres
sirasinda kicuk 1si-sok proteinlerine benzer bir sekilde yanhs katlanmis proteinlerin
hidrofobik bdlgelerine baglanarak birikimlerini engelledigini gostermistir. (Calero ve
ark. 2000; Tuncdemir 2006; Nuutinen ve ark. 2009).

Clusterin ile AH arasindaki iliski ilk kez Alzheimer hastalarinin hippokampus
doku orneklerinde kontrol gruplarina kiyasla artmis clusterin ifadesinin gosterilmesiyle
kurulmustur. Bu sonuglar, Alzheimer hastalarinda artmis clusterin ifadesinin
noroprotektif bir yanit ile iliskili olabilecegi ihtimallerini ortaya koymustur. Daha sonra
yapilan cahismalar ile clusterin’in norofibril yumaklari ve ekstraseliler amiloid
birikimleri ile birlikte yer aldigi tekrarlayan sekilde gosterilmistir (Nuutinen ve ark.
2009; Charnay ve ark. 2012).

Yapilan arastirmalar sonucu, clusterin’in AH ile iliskili pek ¢ok rolinin oldugu
bildirilmistir. Clusterin, esnek yapisi sayesinde AH patolojisine katilan AB peptidine
baglanabilir. in vitro ve in vivo calismalar, clusterin/Af etkilesiminin amiloid plak
olusumu ve AB’nin toksik etkileri Uzerinde Onleyici bir rol oynadigini gdéstermistir.
Clusterin/AB kompleksinin, AP polimerizasyonunu ve bdylece amiloid birikimini

engelledigi ortaya konmustur. (Yu ve Tan 2012).

CLU polimorfizmleri ile GBAH arasindaki iliski ilk kez 2009 vyilinda
gerceklestirilmis olan bir GWA calismasi ile gosterilmistir. Bu calisma, simdiye kadar
GBAH Uzerine gerceklestirilmis olan en genis ¢apli genetik calisma olmustur. Calisma
sonucunda, APOE geni &4 alleli ve CLU geni rs11136000 bolgesinin GBAH ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Harold ve ark. 2009).

Ayni yil, GBAH zerine ikinci bir genis c¢apli GWA calismasi
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda, APOE €4 alleli ve CLU geni rs11136000,
rs9331888 ve rs2279590 bolgelerinin GBAH ile iliskili oldugu bildirilmistir (Lambert
ve ark. 2009).

2010 yilinda, Cin’de Kuzey Hun populasyonunda CLU polimorfizmleri ile
GBAH arasindaki iliskiyi arastiran bir calismada, CLU genine ait rs11136000,
rs9331888 ve rs2279590 bolgelerindeki polimorfizmler incelenmis ve rs9331888
bolgesinin G allelinin GBAH riskini arttirdigi gosterilmistir (Yu ve ark. 2010). Bununla
birlikte, CLU polimorfizmleri ve GBAH arasindaki iliski ile ilgili celiskili sonuclar da



mevcuttur. (Golenkina ve ark. 2010; Guerreiro ve ark. 2010; Ma ve ark. 2011;

Klimkowicz-Mrowiec ve ark. 2013).

Biz de bu calismamizda, CLU geninde AH ile iliskili oldugu ileri sirllen
rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 bolgelerindeki tek nikleotid polimorfizmleri ile
gec baslangi¢h Alzheimer hastaligi arasinda bir iliski bulunup bulunmadidini arastirdik.
Ayrica, ApoE genotip tayini yaparak s6z konusu polimorfizmlerin ApoE risk alleli
tasiyan ve tasimayan hasta ve kontrollerdeki dagilimini karsilastirdik. Béylece, Tlrk
toplumunda ilk kez CLU geni polimorfizmleri ile ge¢ baslangich Alzheimer hastaligi
arasindaki iliskiyi arastirarak, clusterin ve AH patogenezi arasindaki iliskinin

aydinlatiimasina katkida bulunmayi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastaligi

Alzheimer Hastaligi (AH), demansin en sik gorilen tipidir. Demans, beyindeki
néronlarin fonksiyonlarini kaybetmesi veya olimiyle birlikte gelisen ve ¢ok sayida
hastaligi kapsayan bir terimdir. Bu durum, bireyin hafiza, davranis ve saglikli disiinme
yetisinde bozulmalara neden olur. AH, bilissel fonksiyonlarin ve davranissal becerilerin
kaybi ile birlikte bireyin gunlik yasamsal faaliyetlerini yerine getirebilme kabiliyetini
ciddi bir sekilde etkileyen ilerleyici, geri donlstimsiz bir norodejeneratif hastaliktir
(Price 2000 p 1152; Di Carlo ve ark. 2012; Alzheimer’s Association 2013).

AH, ilk kez 1907 yilinda Alman néropatolog ve psikiyatrist Dr. Alois Alzheimer
tarafindan tanimlanmistir. Dr. Alois Alzheimer, 4 yillik ilerleyici bir demans gegmisi
olan ve 55 yasinda élen Auguste Deter isimli hastanin serebral korteksinde hastaligin
patolojik 6zellikleri olan plaklart ve norofibril yumaklarini gézlemlemistir. Dr.
Alzheimer, hastaligin klinik 6zelliklerini ve plaklari ilk kez tanimlayan Kisi degildir
ancak Bielschowsky glimis boyamasi teknigi ile hastanin serebral korteksinde ilk kez
norofibril yumaklarinin varhgini géstermistir. Hastahgin ismi, 1910 yilinda Dr. Alois
Alzheimer’in calisma arkadasi olan Emil Kraepelin tarafindan verilmistir (Mott ve
Hulette 2005; Hardy 2006; Jellinger 2006).

AH Klinik olarak; depresyon, davranis degisikligi, yeni bilgileri hatirlamada
gucluk, ginlik yasami etkileyen hafiza kaybi, problem ¢6zmede zorluk, zaman ve
mekani karistirma, konusma ve yazmada problemler ve ilerleyici bilissel fonksiyon
kaybi ile, anatomik olarak; neokorteks, entorinal alan, hippokampus, amigdala, nikleus
bazalis ve anteriy6r talamustaki anomaliler ile (Sekil 2-1), noropatolojik olarak ise;
ndron kaybiyla beraber, amiloid beta proteininin (AB) birikiminden olusan ekstraseliiler
senil plaklar ve hiperfosforile tau proteininin birikiminden olusan, intraseltler norofibril
yumaklari ile tanimlanir (Gezen-Ak 2009; Price ve ark. 2009; Kauwe ve ark. 2011,

Alzheimer’s Association 2013).

AH baslangi¢ yasina gore, erken baslangicli Alzheimer hastaligi (EBAH) ve gec
baslangich Alzheimer hastaligi (GBAH) olmak Uzere iki alt tipe ayrilir. EBAH, tim
vakalarin yaklasik %1-6’sin1 olusturur ve 30-65 yas araliginda gorulir. AH’nin en

yaygin formu olan GBAH ise tim vakalarin yaklasik %94-99’unu olusturur ve 65 yas



Uzeri bireylerde gorilur. Erken baslangich Alzheimer hastalarinin blyuk ¢ogunlugunda
ailesel gecmis gortlmektedir. GBAH vakalarinin ¢ogu belirgin bir ailesel ge¢cmis
gostermedigi icin sporadik olarak adlandirilir ve birden fazla genin ve cevresel
faktorlerin etkilesimini iceren kompleks bir hastalik olarak gorilmektedir (Dursun
2009; Lambert ve Amouyel 2011; Alonso ve ark. 2012).

Alzheimer Hastaligi'nda
Beyin

Normal Beyin

Azir Bazilmesi

HippoHampus Horteks

Sekil 2-1: AH’da beyinde gdrilen anomaliler.

(http://www.wholehealthinsider.com/newsletter/alzheimers-type-3-diabetes/)

2.1.1. Alzheimer Hastaligi’nin Patolojik Bilesenleri

AH’nin en 6nemli patolojik Ozelliklerinden biri serebral korteks ve subkoritkal
alanlarda noron ve sinaps kaybi sonucu ortaya c¢ikan beyin atrofisidir. Ozellikle
hippokampus, amigdala ve temporal neokortekste belirgin néron dejenerasyonu ve
sinaptik kayip gozlenir. Beyindeki bu degisikliklere ekstraseliler senil plaklarin ve
intraseltler norofibril yumaklarinin olusumu eslik eder (Gilbert 2013; Xu ve ark. 2013).
Ekstraseltler senil plaklar, amiloid 6ncul proteininin (APP) islenmesi sonucu ortaya
ctkan AP proteininin birikiminden; intraseltler norofibril yumaklari ise mikrottbul
iliskili bir protein olan tau filamentlerinin birikimden olusur (Sekil 2-2) (Hardy 1997).
Bu ekstraseliler ve intraselller birikimler, aksonal tasinma, noron ici sinyal iletimi ve
norotrofik  faktdér sentezinde bozulmalara, no6ronal Kkalsiyum homeostazinda

degisikliklere ve oksidatif strese neden olur (Dursun ve ark. 2011).



Ekstraseliiler intraseliiler
senil plaklar ndrofibriler vumaklar

Sekil 2-2: Alzheimer Hastahigi’nin patolojik bilesenleri (Blennow ve ark. 2006)

2.1.1.1. Amiloid b

Yapiskan bir peptid olan AB peptidi, ilk olarak yaklasik 30 yil énce Alzheimer
hastalarinin ve Down sendromlu bireylerin meningeal kan damarlarindan elde
edilmistir. Bundan bir yil sonra ise ayni peptid, Alzheimer hastalarinin beyin
dokusundaki senil (ndritik) plaklarin esas bileseni olarak tanimlanmistir (Sekil 2-3)
(Hardy ve Selkoe 2002).

-

r
Vi

Sekil 2-3: Ab antikorlari ile immun isaretleme yontemi kullanilarak senil plaklarin
gosterilmesi.

(http://www.usc.edu/programs/neuroscience/faculty/img/52_PikeADhimag.jpg)

AP peptidi, amiloid dnctl proteini (APP) adi verilen 770 amino asitlik buyik bir
transmembran proteinin proteolitik kesimi sonucu ortaya ¢ikan kugcuk bir peptidtir. APP

kisa omarluduar, hicrelerde iki yolak araciligiyla hizli bir sekilde metabolize edilir.



Amiloidogenik olmayan birinci yolakta APP’nin 687. ve 688. kalintilari arasindan o-
sekretaz enzimi ile kesilmesi sonucu ¢oziinebilir APPsa parcasi ile 83 amino asitlik C-
terminal pargasi (C83) olusur. Daha sonra y-sekretaz enzimi C83 pargasini 711 ya da
713. kalintilarindan keserek P3 parcasi ile amiloid 6ncul proteini intraselular bdlgesinin
(AICD) ortaya cikmasini saglar. Bu yolakta, AB bdlgesi icerisinde kesim gerceklestigi
icin AP olusumu gerceklesmez. Amiloidogenik olan ikinci yolakta ise APP, 671. ve
672. kalintilar1 arasindan p-sekretaz enzimi ile kesilir ve ¢ozinir APPsp pargasi ile 99
amino asitlik C-terminal pargasi (C99) olusur. Daha sonra y-sekretaz enzimi C99
parcasini 711 ya da 713. kalintilardan keserek AP peptidi ile AICD’nin ortaya ¢ikmasini
saglar (Sekil 2-4). Eger bu yolakta y-sekretaz enziminin gerceklestirdigi kesim 711-712
kalintilar arasinda olursa kisa Ap peptidi (AB40), 713-714 kalintilari arasinda olursa
uzun AB peptidi (Ap42) meydana gelir. AB42, AB’nin senil plaklarda bulunan baskin
formudur ve fizyolojik kosullarda AB42 ve AP40 arasindaki oran yaklasik 1:10°dur.
AB42, ApB40’a gore daha fazla norotoksik etkiye sahiptir ve birikimi daha hizli
gerceklesir (Hardy 1997; Selkoe 1998; Di Carlo ve ark. 2012).
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Sekil 2-4: APP’nin kesim yolaklari ve Ab peptidinin olusumu (Avramopoulos 2009’dan
uyarlanmis)

Noron membraninda bulunan 4 kDa agirhdindaki AB monomerleri yanlis
katlanarak o-heliks yapisindan B-yaprak yapisina donusir. Bu durum, Ap
monomerlerinin polimerizasyonunu tetikleyerek kisa, ¢oziinir ve yari stabil ara trunler
olan ApB oligomerlerinin olusmasina neden olur. Oligomerler, yeni monomerlerin hizli
bir sekilde eklenmesiyle genisleyerek protofibrilleri olusturur. Son olarak, protofibriller
biraraya toplanarak plaklarda biriken genis, B-yaprak yapisina sahip ¢6zinmeyen
formdaki amiloid fibrillerini olusturur (Sekil 2-5) (Gilbert 2013).



P P T

AR monomerleri Yanhs katlanma B-yaprak yapisindaki Amiloid fibrilleri
AP oligomerleri

Sekil 2-5: Ab proteininin yanhs katlanmasi ve amiloid fibrilleri halinde birikimi (Di Carlo
ve ark. 2012)

Hardy ve Higgins yaklasik 20 yil 6nce “amiloid kaskad hipotezi”ni ileri
sirmaglerdir. Bu hipoteze gore, AP Uretimi ile yikimi arasindaki dengesizlikten
kaynaklanan A birikiminin, nérofibril yumak olusumu, sinaps kaybi ve néron 6limani
iceren AH patogenezinin esas nedeni oldugu disuntlmektedir. (Tablo 2-1) (Tanzi ve
Bertram 2005; Gilbert 2013).

Tablo 2-1: Amiloid kaskad hipotezi (Blennow ve ark. 2006)

Ailesel Alzheimer Hastaligi Sporadik Alzheimer Hastalig
4 APP veya Presenilin > / Genetik risk faktérleri: APOE €4, diger)

l\_ Genlzrinde Mutasyonlar \g\enier, yaslanma ve ceviesel risk faktdrleri

'

I\ AB42 iretiminde uzun sireli artis )

/, AB yikiminda yetersizlik >

\ Beyinde giderek artan AR sevivesi

/
\\ /
\.z
— AR birikimi ve oligomerizasyonu )
( AR ylkm! ) L
AB oligomerlerinin
/ \ Q sinapslar (zerindeki etkileri )
[\ !
\

( AR42 cligomerlerinin diffuz plaklar )
seklinde yavas yavas ¢cokmesi

v

Mikroglia ve astrosit aktivasyonuna \)
eslik eden inflamatuvar yanit

(\l&imn!a;da iyon dengesinin 't:-ozulmas;\ )
ve oksidatif stres J

v

Norotransmitter eksikligi ve A
néronlariniglev kaybi Y,
~

i

Kinaz/fosfataz
aktivitesinin degismesi

Norafibril yumaklari
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2.1.1.2. Tau

Tau proteinleri, fizyolojik kosullarda tubulin proteinlerinin polimerize olarak
mikrotubul olusturmasint saglar ve tubulin ile etkilesim halinde bulunarak
mikrotubulleri kararli hale getirirler (Lee ve Leugers 2012; Atasoy 2013; Spillantini ve
Goedert 2013). Tau proteinleri, merkezi sinir sisteminde en ¢ok noronlarda ve
astrositlerde bulunmaktadir. Mikrotubul iliskili tau proteinleri, 17. kromozomun uzun
kolu Uzerindeki 17921 bandinda yer alan MAPT geni tarafindan kodlanir. MAPT geni
16 ekzondan olugmaktadir. Genin 2., 3. ve 10. ekzonlarinin alternatif olarak kirpiimasi
sonucunda tau proteininin 6 farkli izoformu meydana gelir. Kirpilan ekzonlara bagli
olarak izoformlar ON3R, ON4R, 1N3R, 1N4R, 2N3R ve 2N4R olarak isimlendirilir. ON;
2. ve 3. ekzonlarin birlikte kirpildigini, 1N; 3. ekzonun kirpildigi, 2N; hem 2. hem de 3.
ekzonun kodlandigini, 3R; 10. ekzonun kirpildigini, 4R ise 10. ekzonun kodlandigini
ifade etmektedir (Sekil 2-6) (Cérdenas 2012; Ho 2012; Spillantini ve Goedert 2013).

4a 6 8
0o 1 23 4.5 7 q 10 11 12 13 14
Izoformlar
ll | | ]441 2N4R
1 412
| - | N4R
1 383
| | | ‘ ON4R
1 410
| B | 2N3R
1 381
| ] | 1N3R
i 352
\ \ ON3R

Sekil 2-6: Tau proteininin izoformlari (Spillantini ve Goedert 2013’ten uyarlanmis)

Tau proteinlerinin, mikrotubdllerin olusmaya baslamasi, buyimesi ve demet

olusturmasini tesvik etmede, mikrotlbul dengesini korumada, nérit blylmesinde ve
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kararliliginda, akson olusumunda, néronal polaritede, hiicre seklinin, hareketliliginin ve
mikrotlbdl-plazma membrani etkilesimlerinin diizenlenmesinde ve sinyal iletiminde
rolu oldugu bildirilmistir (Shahani ve Brandt 2002).

Tau proteinleri kontrolli bir sekilde fosforile olarak mikrotibullere baglanir.
Tau proteinlerinin fosforilasyonu, iki énemli enzim olan glikojen sentaz kinaz 3f
(GSK3p) ve protein fosfataz 2A’nin (PP2A) dengeli bir sekilde aktivesi araciligiyla
kontrol edilir. GSK3B’nin asiri ifadesi ve PP2A’nin yeterli derecede ifade edilememesi
sonucu kinaz-fosfataz dengesi bozularak tau proteinleri hiperfosforile olur ve
mikrotubullere olan afinitesi azalarak mikrotibullerin dagiimasina ve eslesmis helikal
filamentler (EHF) seklinde tau agregatlarinin olusmasina yol acar (Spires-Jones 2009;
Cérdenas 2012; Atasoy 2013).

Hiperfosforile tau proteinleri bir araya gelerek her biri yaklasik 10 nm ¢apinda
olan EHF’leri olusturur. Cok sayida EHF de bir araya gelerek norofibril yumaklarini
(NFY) olusturur. Perikaryonda birikmeye baslayan NFY’ler, nikleusun yerini
degistirerek perikaryonun periferine dogru kaymasina sebep olur. Neredeyse tiim
perikaryonu dolduran NFY’lar néronlarin 6limine yol acar ve geriye “hayalet”
NFY’ler kalir (Sekil 2-7) (Serrano-Pozo ve ark. 2011).

Taupatilerde de goruldigu gibi tau’nun hiperfosforilasyonu néronal islev

bozukluguna, hiicresel trafigin bozulmasina, sinaps kaybina ve néron 6limine neden
olur (Tablo 2-2) (Spires-Jones 2009).

Sekil 2-7: Norofibril yumaklarinin mikroskopik gérinimu

A. Tam perikaryonu dolduran nérofibril yumaklar, B. Hayalet ndrofibril yumaklar.

(http://www.muirspathology.com/gallery/chapter11l/images/Fig%2011 33 jpg.jpg ve
http://jswood.files.wordpress.com/2008/01/for-blog-11.jpg)
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Tablo 2-2: Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu ve nérofibril yumaklarinin olusumu
(Blennow ve ark. 2006)

( Mormal tau proteini )

r
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2.1.2. Alzheimer Hastaligi’nin Genetigi

AH’nin genetik olarak ailesel ve sporadik olmak Uzere iki ¢esidi vardir. Ailesel
form, erken baslangicli Alzheimer hastalarinda goralir ve Mendel tipi kalitim ile
kahtilir. Erken baslangicli Alzheimer hastalarinin yaklasik %60 inin ailelerinde birden
fazla Alzheimer hastasi bulunmakta ve bunlarin %13’0 en az ¢ kusagi etkileyerek
otozomal dominant bir sekilde kalitilmaktadir. Ailesel form; Amiloid Oncil Proteini
(APP), Presenilin-1 (PSEN1) ve Presenilin-2 (PSENZ2) genlerindeki nadir gorilen
otozomal dominant mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikar (Tablo 2-3). Sporadik form ise
ge¢ baslangicli Alzheimer hastalarinda gorilir ve Mendel tipi kalitim gostermez.
Sporadik form, ¢ok sayida genetik ve cevresel faktoriin bir arada etkilesmesi sonucu
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ortaya ¢ikmaktadir. Simdiye kadar yalnizca Apolipoprotein E geni (ApoE) sporadik
form icin bir risk faktort olarak bildirilmistir (Lambert ve Amouyel 2011; Alonso ve
ark. 2012; Tanzi 2012; Araz 2013).

Tablo 2-3: Erken baslangicli ailesel Alzheimer Hastaligi’da gorilen genler ve patolojik
etkileri (Tanzi 2012)

Gen Protein Kromozom Mutasyon Sayisi Etkileri
- AR/ AB 4o oraminda artig
Amiloid a2 30
ARE oncal proteini 21921 24 AP aretiminde artis
AR birikiminde artig
PSENI Presenilin 1 14q24 185 AR/ AB4o oraninda arhs
PSENZ Presenilin 2 1q42 14 AR42/AB4o oraninda arhs

2.1.2.1. Amiloid Onciil Proteini (APP)

Ik olarak 1987 yilinda 21. kromozom (21921) iizerinde yer aldii tespit edilen
APP geni 18 ekzon igerir ve 770 amino asit uzunlugunda tek gecisli bir transmembran
proteini ifade eder. AR peptidi, APP geninin 16. ve 17. ekzonlan tarafindan kodlanir
(Alonso ve ark. 2012; Bagyinszky 2014). Fizyolojik kosullarda sentezlenen APP,
endoplazmik retikulum (ER) ve Golgi’de N- ve O- glikolizasyonu ve fosforilasyon ile
olgunlasir. APP’nin, ndéronal hiicre govdesinde ve aksonlarda bulunur. APP’nin norit
blyumesi ve uzamasi, sinaptik tasima ve akson korunmasinda rol oynadig
dustintlmektedir (Sun ve Zhang 2011).

AB peptidinin proteolizini etkileyerek AH patolojisine yol actigi disunilen
patolojik APP mutasyonlarinin ¢ogu yanhs anlamli mutasyonlardir ve y-sekretaz
enziminin kesim bolgelerinde bulunmaktadir. B ve y proteolitik bolgelerde gorulen
mutasyonlar, hem total AP dretiminin artmasina hem de daha toksik olan Ap42
olusumunun artarak AB40/AB42 oraninin degismesine yol agmaktadir (Alonso ve ark.
2012).

2.1.2.2. Presenilin 1 (PSENL1) ve Presenilin 2 (PSEN2)
Presenilinler, genellikle ER, Golgi, ER-Golgi gecisleri ve sinaptik terminallerde

bulunan ¢ok gecisli transmembran proteinlerdir. Presenilinler, insan beyninde 6zellikle
noronlarda ve periferal dokularda yiksek miktarda ifade edilir. PSEN1 ve PSEN2

arasinda gucli bir dizi homolojisi bulunmaktadir (Sun ve Zhang 2011).
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PSEN1 geni 14. kromozom uzerinde (14g24) yer alir ve membrani yaklasik 6 ila
10 kez gegcen 467 amino asit uzunlugunda bir transmembran proteini kodlayan 12
ekzondan olusur. PSEN-1 y-sekretaz kompleksinin katalitik bolgesini olusturan bir ¢ok

gecisli transmebran proteinidir (Bekris ve ark. 2010).

AH ile iliskilendirilen mutasyonlarin blyik ¢ogunlugu PSEN1 geninde goriilen
mutasyonlardir. Bugiine kadar 180’den fazla PSEN1 mutasyonu belirlenmistir. Bu
mutasyonlarin  biyik c¢ogunlugu yanlis anlamli mutasyondur. Bu yanhls anlamh
mutasyonlar, PSEN1 proteininde amino asit degisikligi meydana getirerek Ap42/ Ap40

oraninda artisa neden olur (Bekris ve ark. 2010; Sun ve Zhang 2011).

PSENZ2 geni ise 1. kromozom (zerinde (1g42) yer alir. PSEN2 geni 12 ekzondan
olusur ve 10 ekzonu 448 amino asit uzunlugunda bir peptid kodlar. PSEN1 gibi PSEN2
de AP peptidinin kesiminden sorumlu y-sekretaz olarak adlandirilan atipik bir aspartil

proteazin bilesenlerinden biridir (Bekris ve ark. 2010).

Bugline kadar AH ile iliskili oldugu tespit edilen 14 tane PSEN2 mutasyonu
bildirilmistir. PSEN1 geninde oldugu gibi PSEN2 geninde gérulen yanlis anlamh
mutasyonlar PSEN2 proteininde amino asit degisikligine neden olarak Ap42/ AB40
oraninda artisa yol acar (Bekris ve ark. 2010; Sun ve Zhang 2011).

2.1.2.3. Apoliporotein E (ApoE)

19. kromozom uzerinde (19913) yer alan ApoE geni 299 amino asit
uzunlugunda bir protein kodlayan 4 ekzon icerir. ApoE, en fazla karaciger ve beyinde
sentezlenen bir glikoproteindir. Beyinde ApoE, ¢cogunlukla astrositler, mikroglia ve bazi
patofizyolojik durumlarda ¢ok az miktarda noronlar tarafindan Gretilir (Alonso ve ark.
2012). ApoE, beyinde kolesterol tasiyan silomikronlarin en dnemli bilesenlerinden
biridir ve néron korunmasi ile onariminda rol oynar. ApoE, hiicre yizeyinde bulunan
cesitli reseptorlere baglanarak lipid tasinmasi, glukoz metabolizmasi, noéronal
sinyallesme ve mitokondriyal fonksiyonlarda yer alir. Ayrica Ap peptidine baglanarak

onun temizlenmesinde rol alir (Bagyinszky ve ark. 2014).

ApoE’nin g2, €3 ve &4 olmak Uzere (¢ izoformu bulunmaktadir. Bu Ug¢ izoform
112 ve 158. amino asit kalintilarinda bir ya da iki amino asit farkliligiyla birbirinden
ayrilmaktadir. €2 izoformunun 112 ve 158. amino asit kalintilarinin her ikisinde birden

Sistein (Cys), €3 izoformunun 112. amino asit kalintisinda Sistein 158. amino asit
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kalintisinda Arjinin (Arg), €4 izoformunun 112 ve 158. amino asit kalintilarinin her
ikisinde de Arjinin amino asidi bulunmaktadir. Bu farkliliklar ApoE yapisinda ve
fonksiyonunda farkliliklara yol acar (Sekil 2-8) (Kim ve ark. 2009). €3 izoformu, &2 ve
€4 izoformlarina kiyasla ApoE geninin en yaygin goérilen formudur (Alonso ve ark.
2012).

1 112 158 299
£2 MNHg — Sistein Sisteln — CooH
E3 NHz; — Sistein Arjinin — COQOH
£4 NHj Arjinin Arjinin |— cooH

Sekil 2-8: Apolipoprotein E izoformlari

(http://www.openi.nim.nih.gov/detailedresult.php?img=3084234_pone.0018569.g001&reg=4)

ApoE ve AH arasindaki iliski ilk kez 1990’larin baslarinda ApoE’nin amiloid
plaklar ile birlikte yer aldiginin bulunmasi ile kurulmustur. Daha sonra yapilan
calismalar ile ApoE geni &4 allelinin AH icin gucli bir genetik risk faktord oldugu
bulunmustur (Namba ve ark. 1991; Corder ve ark. 1993; Holtzman ve ark. 2012). Geg
baslangich Alzheimer hastalarinin yaklasik %50°sinde €4 alleli bulunmaktadir (Alonso
ve ark. 2012). Yapilan calismalar, €3/e3 allellerini tasiyan bireylere kiyasla €3/e4
allellerini tasiyan bireylerin yaklasik 3 kat, e4/e4 allellerini tasiyan bireylerin ise
yaklasik 15 kat daha fazla AH gelisme riski oldugunu gdstermistir. €2 allelinin ise AH

riskine karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (Guerreiro ve ark. 2012).

2.2. Clusterin

Clusterin, ilk kez 1983 yilinda kog rete testis sivisindan izole edilmis bir
glikoproteindir ve ismini Sertoli hucrelerinin kimelesmesini saglama yeteneginden
almistir (Blaschuk ve ark. 1983). Daha sonraki yillarda clusterin, farkli gruplar
tarafindan farkh canh tirlerinden izole edilmis ve dolayisiyla ¢ok sayida farkli isimle
anilmaya baglanmistir. Daha sonra 1992 yilinda ingiltere’de diizenlenen Uluslararasi
Clusterin seminerinde tim bilimsel ¢alismalarda “clusterin” teriminin kullaniimasi
onerilmistir. (Tablo 2-4) (Rosenberg ve Silkensen 1995; Tungcdemir 2006).



Tablo 2-4: Clusterinin izole edildigi dokular ve kullanilan diger isimler (Rosenberg ve

Silkensen 1995)

Doku Tiir Isim Kaynak
Rete testis srvisi Kog Clusterin Blaschuk ve ark. (1983)
Adrenal medulla Sigir GPIN Fischer-Colbrie ve ark. (1984
Sertoli hiicreleri Sican SGP-2 (DAG) Collard ve Griswold (1987)
Prostat Sigan TRPM-2 Leger ve ark. (1987)
Testis Sigan Clusterin Cheng ve ark. (1988
Prostat Sigan SGP-2 Bettuzzi ve ark. (1989)
Maroretinal hicreler Eildircin T4 Michel ve ark. (1989)
Serum (karacifer) Insan SP-40,40 Kirszbaum ve ark. (1989
Serum (karacifer) Insan CL Jenne ve Tschopp (198%)
Beyin Hamster SGP-2 Duguid ve ark. (1989)
Adrenal medulla Sigir Glikoprotein I Palmer ve Christie (1990)
Kan Insan apol deSilva ve ark. (1990)
Beyin Insan pADHC-9 May ve ark. (1990)
Renal hiicreler Kopek gp 80 Hartmann ve ark. (1991)
Kan Insan MAT/MNAZ James ve ark. (1991)
Beyin Insan pTB16 Danik ve ark. (1991)
Retina Insan K611 Jones ve ark. (1992)
Vaskiiler diz kas Domuz pc3BK Diemer ve ark. (1992)

CLU geni, 8. kromozom uzerinde (8p21-p12) yer alan, 9 ekzon igeren ve
yaklasik 16 kb uzunlugunda olan tek kopyali bir gendir. CLU geninin alternatif
kirptimasi  sonucu ortaya c¢ikan iki transkripti bulunmaktadir.l. ekzonun farkh
parcalarinin transkribe olmasiyla birbirinden ayrilan bu transkriptler, farkli hiicresel
yerlesimlere ve farkli biyolojik fonksiyonlara sahip proteinleri sentezler. 1. ekzonun la
parcasini iceren transkript, nikleustaki yerlesimi nedeniyle niklear clusterin (nCLU)
olarak adlandirilan proteini sentezler. Clusterin’in salgilanan formu olan sCLU’yu

sentezleyen transkript ise 1. ekzonun 1b parcasini igerir (Sekil 2-9) (Koltai 2014).
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(A) CLU Geni

B T T W T WY W T
1a 1c1b 2 3 4 5 6 7 8 9
(B) CLU Transkriptleri lv

(C) CLU proteinleri ‘ -
Onciil sCLU
NH2 H |k } COOQOH
+ v
el peptic a - alt iinitesi I B - alt tnitesi
NH2 | 1 COOH
I i
10000 NH2
COOH | 1 NH2 COOH
sCLU nCLU

Sekil 2-9: CLU geni, transkriptleri ve proteinleri (Yu ve Tan 2012°den uyarlanmis)

CLU transkriptlerinin alternatif kirpiimasi sonucu ortaya ¢ikan iki protein vardir.
Clusterin’in en sik gortlen formu olan sCLU; tim sCLU mRNA’sinin kodlanmasi
sonucu olusurken, nCLU; nCLU mRNA’sindan 2. ekzonun alternatif kirpilmasi sonucu
meydana gelmektedir (Nuutinen ve ark. 2009, Shannan ve ark. 2006).

sCLU, 449 amino asitlik bir dncll polipeptid zinciri olarak sentezlenir. Zincirin
N-ucundaki 22 amino asitlik sinyal peptidi, 6ncil sCLU peptidinin ER’ye yonlenmesini
saglar. Bu sinyal peptidi, ER’de proteolitik kesim ile ¢ikartilir ve geri kalan zincire ¢ok
sayida mannoz grubu baglanir. Daha sonra bu oOncil polipeptid zinciri Golgi’ye
tasinarak burada 227. arjinin ile 228. serin amino asitleri arasindan kirptlir ve her biri
yaklasik 40 kDa agirliginda olan o ve  alt tGnitelerine ayrilir. Merkez noktalarina yakin
yerlerden birbirlerine anti-paralel 5 disulfit bagiyla baglanan o ve f alt Uniteleri, yiksek
oranda glikozillenerek yaklasik 75 kDa agirligindaki olgun sCLU molekaluni olusturur
(Sekil 2-9 ve Sekil 2-10) (Trougakos ve Gonos 2006).
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Endoplazmik retikulum
Olgun sCLU peptidi

*ER sinyal peptidinin
proteolitik kesimi
*Manncz gruplannin

baglanmas
Az

Oncil sCLU
polipeptid zinciri

*ave [ alt Unitelere
ayrilma

*Yiiksek oranda
glikozllenme

Sekil 2-10: sCLU proteininin olusumu (Shannan ve ark. 2006’dan uyarlanmis)

Sinyal peptidi
N ———————y ©
1 22 227 228 449

Sekil 2-11: sCLU proteininin yapisi (Jones ve Jomary 2002’den uyarlanmis)

sCLU molekdld; icerdigi U¢ adet amfipatik, iki adet c¢ift kivrimli a-heliks
yapilariyla kicuk 1si-sok proteinleri gibi molekiler saperonlara benzemektedir. sCLU,
ATP’den bagimsiz bir mekanizma araciligi ile yanhs katlanmis proteinlerin hidrofobik
bolgelerine baglanarak birikmelerini engellemektedir (Trougakos ve Gonos 2006;
Nuutinen ve ark. 2009).

nCLU ise, ER sinyal peptidinin yer aldigi 2. ekzonun alternatif kirpilmasi
sonucu olusan CLU mRNA’sindan éncul polipeptid zinciri olarak sentezlenir. Yaklasik
49 kDa agirhginda olan disulfid bagh 6ncil nCLU, sinyal peptidi icermedigi icin ER’a
hedeflenemez, dolayisiyla o ve [ alt dnitelerine ayrilmaz ve glikozillenmez.

Sitoplazmada yerlesik olan éncul nCLU, hiicresel hasar meydana geldiginde translasyon
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sonras! degisiklige ugrayarak yaklasik 55 kDa agirligindaki olgun nCLU molekiline
donlsur ve icerdigi iki niklear yerlesim sinyali sayesinde nukleusa gecer. Cift zincir
DNA kiriklarinin onarimi icin énemli bir protein olan Ku70 proteinine baglanarak DNA
tamirinin gerceklesmesini engeller ve apoptozu tetikler (Shannan ve ark. 2006;
Nuutinen ve ark. 2009).

2.2.1. Clusterin’in Biyolojik Fonksiyonlari

Neredeyse tum memeli dokularinda bulunan clusterin’in bu genis dagilimi
nedeniyle pek cok fizyolojik surecte yer aldigr ileri sdrdlmistir. Clusterin’in
fonksiyonlari arasinda en basta lipid transportu (de Silva ve ark. 1990), sperm
olgunlasmasi (Hermo ve ark. 1994) ve kompleman inhibisyonu gelmektedir (Trougakos
ve Gonos 2002).

Apolipoprotein J (ApoJ) olarak da bilinen clusterin, kolesterol ve fosfolipidler
gibi lipidlerin transportunu saglayan lipoprotein partikullerinin yapisinda yer
almaktadir. Plazmada clusterin’in, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) partikillerinin

yapisinda bulundugu gosterilmistir.

Anti-apoptotik bir protein olarak da bilinen cCLU, apoptozda 6nemli rol
oynayan Bax proteinine baglanarak oligomerizasyonunu engeller ve boylece

mitokondriden sitokrom c salinimina engel olarak apoptozu 6nler.

Pro-apoptotik bir protein olarak bilinen nCLU da DNA kiriklarinin tamirinde
onemli bir role sahip Ku70/Ku80 kompleksinde yer alan Ku70 proteinine baglanarak

DNA tamirine engel olur ve boylece apoptozu tetikler (Nuutinen ve ark. 2009)

Clusterin, kicuk 1s1-sok proteinlerine benzer bir yapiya sahip olan bir molekuler
saperondur. Yanlis katlanmis proteinleri ATP’den badimsiz bir sekilde baglayarak
HSP90 gibi 1si-sok proteinleri tarafindan tekrar katlanmalarina aracilik eder. Isi-sok
proteinlerinin bulunmadigi ekstraseluler alanda ise megalin reseptoriiyle etkileserek
yanls katlanmis proteinlerin endositoz yoluyla temizlenmesine yardimci olur (Wilson
ve ark. 2008).

Ayrica clusterin’in, hicre adhezyonu ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin kontrol
(Silkensen ve ark. 1995; Silkensen ve ark. 1999), kompleman aracili hiicre hasarinin
inhibisyonu, membran korunmasi, hicre siklusunun diizenlenmesi (Bettuzzi ve ark.

1999), hucresel birikintilerin temizlenmesi (Bartl ve ark. 2001) gibi rolleri oldugu,
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gelisim (French ve ark. 1993; O’Bryan ve ark. 1993) ve farklilasmada (Ahuja ve ark.
1994) yer aldigi bildirilmistir (Jones ve Jomary 2002; Shannan ve ark. 2006; Trougakos
ve Gonos 2006; Yu ve Tan 2012)

2.2.2. Clusterin ve Alzheimer Hastalg

Clusterin, hemen hemen tim memeli dokularinda ifade edilir ancak diger
dokulara kiyasla beyinde daha fazla ifade edilir. Beyinde clusterin, hippokampustaki
piramidal néronlarda ve serebellumdaki Purkinje hicrelerinde, astrositlerde ve az

miktarda da mikrogliada ifade edilir (Nuutinen ve ark. 2009).

AH ile clusterin arasindaki iliski, ilk kez May ve ark. tarafindan Alzheimer
hastalarinin hippokampus doku &rneklerinde clusterin ifadesinin saglikli kontrollere

kiyasla artmis oldugunun gosterilmesiyle kurulmustur (May ve ark. 1990).

Daha sonra yapilan calismalar ile beyin-omurilik sivisinda (BOS) clusterin’in
¢cozlnlr AP peptidlerine baglanabildigi ve AB ¢ozunirligini arttirarak birikimini
engelledigi gosterilmistir. Ayrica clusterin’in AH’de gorilen oksidatif stresin neden
oldugu norotoksik etkiyi azalttigi gosterilmistir (Nuutinen ve ark. 2009).

Beyinde A, hem beyin parenkimasinda bulunan mikroglia, astrosit ve ndronlar
tarafindan reseptor aracili yolak ile hem de kan-beyin bariyeri araciligiyla temizlenir.
Clusterin, AB peptidine baglanarak kan-beyin bariyeri aracithgiyla tasinmasini saglar,

boylece AB temizlenmesini arttirarak A fibril olusumunu azaltabilir (Yu ve Tan 2012).

Hem in vivo hem de in vitro ¢alismalar, clusterin/Ap etkilesiminin amiloid fibril
olusumu ve AB’nin norotoksik etkisi Uzerinde énemli bir rol oynadigini gostermektedir.
Clusterin/AB kompleksinin olusmasi, ¢ozinebilir AB birikimini ve polimerizasyonunu

O6nemli derecede azaltmaktadir (Yerbury ve ark. 2007; Yu ve Tan 2012).

AH ayni zamanda noroinflamatuvar bir hastaliktir. Noroinflamasyon sireci,
mikroglia, astrosit ve kompleman sistem aktivasyonu ile baslar ve sitokin, kemokin ve
sitotoksik bilesenlerin salinimi ile devam eder. Yapilan calismalar, clusterin’in beyinde
gorilen bu inflamatuvar slrecte rol aldigini gostermektedir. Clusterin beyinde,
kompleman aktivasyonunu dizenler, immin yanitin diizenlenmesinde énemli bir rol

oynayan nuklear faktor k B’nin (NF-x B) aktivasyonunu inhibe eder ve Smad2/3
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proteinine baglanarak néroprotektif etkisi olan Donustirici Buyume Faktoria B (TGF-

B) sinyalini arttirir (Nuutinen ve ark. 2009).

Clusterin’in astrositlerde mitotik yaniti diizenleyen ekstraseltler sinyal iliskili
kinaz 1/2 (ERK1/2) yolagini uyardi§i bildirilmistir. Bu durum, AH’da clusterin
ifadesinin artarak astrositlerin proliferasyonunu indukledigini disundurmektedir (Shim
ve ark. 2009)

2.3. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR), nukleik asit miktar
tayini, genotipleme ve kimerizm analizleri gibi pek cok farkli amag icin kullanilan bir
tekniktir.

RT-PZR yonteminin temeli, floresan sinyal teknigi kullanilarak amplifikasyon
stirecinin es zamanl olarak goruntulenebilmesine dayanmaktadir. Floresan sinyaller,
cift zincirli DNA’ya 6zgii floresan boyalarin kullaniimasiyla olusturulur. SYBR Green,
RT-PZR yonteminde en ¢ok kullanilan floresan boyalardan biridir. Sentezlenen PZR
urin boyaya baglanir ve floresan bir sinyal olusturur, daha sonra bu sinyal cihaz
tarafindan tespit edilir.

Diziye 06zgu isaretleme icin ise florofor isaretli oligonikleotid problari
kullaniimaktadir. Primer baglanma asamasinda diziye 6zgu florofor isaretli prob hedef
dizi ile hibritleserek floresan bir sinyal olusturur ve bu sinyal cihaz tarafindan tespit

edilir.

RT-PZR yodntemi konvensiyonel PZR yodntemine gore ¢cok daha hizli sonug
verir. Ayrica tim amplifikasyon profili bilindigi icin konvensiyonel PZR ybntemine

gore daha guvenilir sonuclar elde edilir (Wilhelm ve Pingoud 2003).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada, istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dall
ve istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi tarafindan 2012- 2014 yillari arasinda
psikometrik degerlendirme (minimental test, saat ¢izim testi ve set test), laboratuvar
tetkikleri (kan sayimi, kan elektrolitleri, T3, T4, TSH, B12 ve folik asit tayini) ve
radyolojik tetkikler (BBT veya MR) ile McKhann 1984 kriterlerine gore teshisleri
konulan 183 ge¢ baslangicli Alzheimer hastasi ile bu hasta grubuyla yas paralelligi
gosteren ve herhangi bir nérodejeneratif hastaligi bulunmayan 154 saglikli bireyden
toplanan periferik kan érnekleri kullanildi.

Periferik kan drneklerinden elde edilen DNA’larda, CLU genine ait rs11136000,
rs9331888 ve rs2279590 boélgelerindeki tek nikleotid polimorfizmleri (SNP) ile ApoE
genotipleri saptandi.

Calhismaya dahil olan tim bireyler ya da yakinlarindan bilgilendirilmis gonallu
olur formu alindi. Calisma, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 83045809/5559 sayi ve 07.03.2013 tarihli yazisiyla
onaylandi. Calisma, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Norogenetik laboratuvarinda yapildi.

3.1. Kullanilan Malzemeler
QlAamp DNA Mini Kit (51304, QIAGEN, Hilden, Germany)
Fast Start DNA Master HybProbe (Roche, Mannheim, Germany)
LightSNiP (TibMolBiol, Berlin, Germany)
LightMix Kit ApoE C112R R158C (TibMolBiol, Berlin, Germany)
LightCycler® 480 Il cihazi (Roche, Mannheim, Germany)
Santrifij

Mikropipet
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3.2. DNA izolasyonu

Vakumlu steril K3-EDTA’lI tiplere alinan 5 ml periferik kan érnekleri -20°C’de
saklandi ve QlAamp DNA Mini Kit (51304, QIAGEN, Hilden, Germany)izolasyon Kkiti
ile DNA izolasyonu gerceklestirildi.

3.2.1. DNA izolasyon Protokolii
1. 1.5 ml’lik temiz bir tlpan dibine 20 pl QIAGEN Protease (Proteinase K)
pipetlendi.

2. 200 pl 6rnek bu tipin igine konuldu.

3. Orneklerin Gstine 200 pl Buffer AL eklendi. 15 saniye vorteks ile
karistirildi.

4, Ornekler 56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

5. 1.5 mP’lik tup cidarina yapismis sivilari asagida toplamak tzere santrifj
edildi.

6. Ornekler tizerine 200 pl etanol (%96-100) eklendi ve 15 saniye vorteks
ile kanistirildi. Vorteksten sonra tup cidarina yapismis sivilari asagida
toplamak tizere santriftj edildi.

7. 6. adimda elde edilen karisim dikkatlice 2 ml’lik toplama tlpine
yerlestirilen QlAamp Mini spin kolonun icine dikkatlice kenarlarini
Islatmadan konuldu. Kapak kapatilip 6000 g’de (8000 rpm) 1 dakika
santriftij edildi. Santrifijden sonra QlAamp Mini spin kolon temiz bir
2 ml’lik toplama ttiptine yerlestirildi.

8. QlAamp Mini spin kolonun kapagi dikkatlice acilip kenarlari
Islatilmadan 500 pl Buffer AW1 eklendi. Kapak kapatildi ve 6000
g’de (8000 rpm) 1 dakika santriftj edildi. Santrifujlemeden sonra
QIAamp Mini spin kolon temiz bir 2 ml’lik toplama tupine
yerlestirildi.

9. QlAamp Mini spin kolonun kapagi dikkatlice acilip kenarlari
Islatilmadan 500 ul Buffer AW2 eklendi. Kapak kapatilip en ylksek
hizda (20.000 x g/14.000 rpm) 3 dakika santrifuj edildi.



24

10. QlAamp Mini spin kolon temiz bir 2 mI’lik toplama tupune yerlestirildi.
En yuksek hizda 1 dakika santriftj edildi.

11.  QlAamp Mini spin kolon temiz bir 1.5 ml’lik toplama tupine
yerlestirildi. QIAamp Mini spin kolonun kapagi dikkatlice acilip 50-
200 pl Buffer AE veya distile su eklendi. Oda sicakhginda (15-25°C)
1-5 dakika inkube edildi ve 6000 g’de (8000 rpm) 1 dakika santrifij
edildi.

3.3. DNA Safhgi ve Miktarinin Tespiti

izolasyon sonucu elde edilen DNA’larin  saflik ve miktar tayini
spektrofotometrik 6l¢im ile yapildi. DNA’larin 260 ve 280 nm’deki absorbanslari
okunduktan sonra konsantrasyon ve safliklari asagida belirtilen formullere gore

hesaplandi.
DNA konsantrasyonu (mg/ml) = OD 260 nm x Seyreltme Faktori x 50

DNA safligi = OD 260/ OD 280 =1,8 + 0,2

3.4. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile CLU ve ApoE
Genotiplerinin Belirlenmesi

CLU genine ait rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 bdlgelerinde goriilen
SNP’ler ve ApoE genotipleri, tim hasta ve kontrollerde Gergek Zamanl Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) yontemiyle belirlendi. RT-PZR yonteminde; Simple
Probe, Fast Start DNA Master HybProbe (Roche, Mannheim, Germany) ve PZR dongu
kosullarini gerceklestiren LightCycler® 480 Il (Roche, Mannheim, Germany) cihazi
kullanildi. Simple Probe olarak, CLU geni ic¢in LightSNiP (TibMolBiol, Berlin,
Germany), ApoE geni i¢gin ise LightMix Kit ApoE C112R R158C (TibMolBiol, Berlin,
Germany) kullanildi.

3.4.1. CLU Genotiplerinin Belirlenmesi
CLU geninde cahsilan SNP bdlgelerinin  kromozom Uzerinde bulundugu
konumlar ve alleller Tablo 3-1’de, allel degisim bdlgeleri ise Tablo 3-2’de

gosterilmistir.
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Tablo 3-1: CLU geninde arastirilmis olan polimorfizm bdélgelerinin bulundugu konum ve
degisiklik sonucu ortaya ¢ikan alleller.

SNP No’su Bulundugu Konum Degisiklik Gosteren Alleller

rs11136000 intron C/IT
rs9331888 5" UTR bolgesi C/G
rs2279590 intron AlG

Tablo 3-2: CLU geninin 3 SNP bdlgesine ait allel degisimleri.

SNP No’su Allel Degisim Bolgeleri

rs11136000 CACCAAAGCCACACCAGCTATCAAAA [C/T] TCTCTAACGGGCCCTTGCCACTTGA

rs9331888 AGAGGCAAGAGGACTCATCCTTCCAAA [C/G] GGACTTTCTCTGGGAAGCCTGCTCC

rs2279590 GCTCAGCTCTCTAGGTTTCCTTGGAG [A/G] AGCAGGAGGACTTCCTTATCAGAAG

CLU geninin rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 bolgelerine 6zgl prob’larla
isaretlenmesi sonucu erime noktalari; rs11136000 bdélgesine ait TT genotipi igin
59,34°C (Sekil 3-1), CT genotipi i¢in 59,34°C - 66,86°C (Sekil 3-2) ve CC genotipi i¢in
66,86°C (Sekil 3-3), rs9331888 bolgesine ait CC genotipi icin 56,66°C (Sekil 3-4), GC
genotipi icin 56,66°C — 64,60°C (Sekil 3-5) ve GG genotipi icin 64,60°C (Sekil 3-6),
rs2279590 bolgesine ait AA genotipi icin 52,75°C (Sekil 3-7), GA genotipi icin 52,75°C
—62,43°C (Sekil 3-8) ve GG genotipi i¢in 62,43°C’dir (Sekil 3-9).
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Sekil 3-1: CLU geni rs11136000 boélgesine ait TT genotipinin belirlenmesinde kullanilan
erime noktasini gosteren grafik.
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Sekil 3-2: CLU geni rs11136000 bélgesine ait CT genotipinin belirlenmesinde kullanilan
erime noktasini gosteren grafik.
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Sekil 3-3: CLU geni rs11136000 bolgesine ait CC genotipinin belirlenmesinde kullanilan
erime noktasini gosteren grafik.
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Sekil 3-4: CLU geni rs9331888 bdlgesine ait CC genotipinin belirlenmesinde kullanilan
erime noktasini gosteren grafik.

dFdT

4an 45 50 55 &0 65 7o
Temperature {°C)

Sekil 3-5: CLU geni rs9331888 bdlgesine ait GC genotipinin belirlenmesinde kullanilan
erime noktasini gosteren grafik.
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Sekil 3-6: CLU geni rs9331888 bdlgesine ait GG genotipinin belirlenmesinde kullanilan
erime noktasini gosteren grafik.
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LU geni rs2279590 bolgesine ait AA genotipinin belirlenmesinde kullanilan
me noktasini gésteren grafik.
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LU geni rs2279590 bolgesine ait GA genotipinin belirlenmesinde kullanilan
me noktasini gosteren grafik.
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Sekil 3-9: C
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LU geni rs2279590 bolgesine ait GG genotipinin belirlenmesinde kullanilan
me noktasini gosteren grafik
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3.4.2. ApoE Genotiplerinin Belirlenmesi
ApoE genine ait genotiplerin belirlenmesi i¢in kullanilan bélgeler, ilgili
genotipler, erime noktalari ve fenotipe yansima riskleri Tablo 3-3’te gosterilmistir.

Tablo 3-3: ApoE genine ait genotiplerin belirlenmesi icin kullanilan bélgeler, ilgili
genotipler, erime noktalari ve fenotipe yansima riski.

APOE 465-510Filtre 498-640Filtre | Fenotipe
Allel Genotipi Komb;;a;i;::'ndaki Komb;;a;);;r;:indakl Yansima
112C/C 5 Tip il
112C/C 0 51-61°C
158C/R Ssin I
112C/R =
158C/R £2/€4 45-56°C 51-61°C
112C/C £3/e3 450C 510C Normal
158R/R
112C/R 0
158R/R £3/4 45-560°C 61°C

Alzheimer
112RR Hastahgi
: SBR/R 84/84 56°C 610(: |g|n yu ksek
risk

ApoE geninin 112C ve 158R bolgelerine 6zgl prob’larla isaretlenmesi sonucu
olusan erime noktalari €2/€2 genotipi icin 45°C — 51°C (Sekil 3-10), £2/e3 genotipi igin
45°C — 51/61°C (Sekil 3-11), £2/4 genotipi icin 45/56°C — 53/63°C (Sekil 3-12), £3/¢3
genotipi icin 45°C — 61°C (Sekil 3-13), €3/e4 genotipi icin 45/56°C — 61°C (Sekil 3-14)
ve g4/e4 genotipi icin 56°C — 61°C’dir (Sekil 3-15).
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Sekil 3-10: ApoE genine ait e2/e2 genotipinin belirlenmesinde kullanilan erime noktalarini
(45 - 51°C) gosteren grafik.
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Sekil 3-11: ApoE genine ait e2/e3 genotipinin belirlenmesinde kullanilan erime noktalarini

(45 - 51/61°C ) gosteren grafik.
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Sekil 3-12: ApoE genine ait e2/e4 genotipinin belirlenmesinde kullanilan erime noktalarini

(45/56 - 53/63°C) gosteren grafik.
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Sekil 3-13: ApoE genine ait e3/e3 genotipinin belirlenmesinde kullanilan erime noktalarini

(45 - 61°C)) gosteren grafik.
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Sekil 3-14: ApoE genine ait e3/e4 genotipinin belirlenmesinde kullanilan erime noktalarini

(45/56 - 61°C ) gosteren grafik.
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Sekil 3-15: ApoE genine ait e4/e4 genotipinin belirlenmesinde kullanilan erime noktalarini

(56 - 61°C ) gosteren grafik.
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3.4.3. Deneylerde Kullanilan Simple Prob’larin Hazirlanisi

CLU genine ait genotiplerin tespiti icin Simple Prob olarak LightSNiP

(TibMolBiol, Berlin, Germany) kullanildi. CLU geni icin kullanilan her bir Simple

Prob’u hazirlamak Uzere asagidaki islemler takip edildi.

1.

Liyofilize primer ve prob karisimini iceren tipler agiimadan 6nce kisa

bir siire santifujlenerek sari bir ¢okelti elde edildi.
Tuplerin igerisine 100 ul dH,0O eklendi.

Kisa bir slire vorteks ile karistirildiktan sonra santrifiijlenerek tim sivi

tlpln dibinde toplandi.

ApoE genine ait genotiplerin tespiti icin Simple Prob olarak LightMix Kit ApoE
C112R R158C (TibMolBiol, Berlin, Germany) kullanildi. ApoE geni i¢in kullanilan her

bir Simple Prob’u hazirlamak Uizere asagidaki islemler takip edildi.

1.

Liyofilize primer ve prob karisimini iceren tupler aciimadan 6nce kisa

bir stre santrifijlendi.
Tuplerin igerisine 66 ul dH,O eklendi.

Kisa bir stre vorteks ile karistirildiktan sonra santriftijlenerek tim sivi

tlpdn dibine ¢okturulda.

3.4.4. RT-PZR Reaksiyon Karisimlarinin Hazirlanmasi

RT-PZR reaksiyon karisimlari hazirlanmak tzere asagidaki islemler takip edildi.

1.

Tum sollsyonlar, iceriklerinin tamami karisincaya kadar ¢ozinduruldi
ve kisa bir siire santifiijlendikten sonra mikropipet yardimiyla karistirilip

buz lzerine alindi.
Primer ve prob karisimlari bolim 3.3.3’de agiklandigi gibi hazirlandi.

Buz Uzerindeki 1.5 ml tipe reaksiyon karisimlari Tablo 3-4 ve Tablo 3-
5’te gosterildigi gibi konuldu.
Karisim mikropipet yardimiyla kanstirildiktan sonra kisa bir sire

santrifiijlenerek tiim sivi tpin dibinde toplandi.

96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna 15 ul reaksiyon karisimi konuldu.
Uzerine 5 pl kalip DNA eklendi.
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6. 96 kuyulu plakanin yiizeyi kaplama folyosuyla kaplandi.

7. 96 kuyulu plaka uygun rotora sahip santriftijde kisa bir slre santrifij
edildi ve LightCycler 480 Il cihazina yuklendi.

Tablo 3-4: CLU geni icin kullanilan reaksiyon karigimi

Reaksiyon Bileseni Hacim
dH,0 6.2 ul
Primer Prob Karigimi 1.6 ul
FastStart DNA Master” 4.0 ul
MgCl, (25 nM) 121
MgCl, son konsantrasyonu 3 nM 150m

*LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics)

Tablo 3-5: ApoE geni i¢in kullanilan reaksiyon karisimi

Reaksiyon Bileseni Hacim
dH,0 6.2 ul

Mg*? (25 mM) 1.6 pl
Primer Prob Karigimi 4.0 ul
DMSO 1.2 ul
FastStart DNA Master™ 2.0 ul

**LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics) 150m
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3.4.5. RT-PZR Ddngu Programi
LightCycler 480 Il cihazinda yapilan RT-PZR’nun doéngl programi CLU geni

icin”~ Tablo 3-6’da, ApoE geni icin Tablo 3-7°de gésterildigi gibi uyguland.

Tablo 3-6: CLU geni icin kullanilan RT-PZR programi

Program Adi: Denatﬁrasyoni Amplifikasyon Erime Soguma
Parametre
Analiz Modu Yok . Kantifikasyon Erime Edirisi Yok
Dongl Sayisi 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hedef Sicakdik (*C) 95 95 A0 77 95 40 e 40
Bekleme Stresi (ssiddiss) | 00:10:00 | 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 00:00:30 00:02:00 00:00:00 00:00:30
Yiikselme OranifC/sn) 284 46 46 24 46 46 20 - 20
Viikselme OraniPC/sn) 96 44 44 | 22 4.4 4.4 1.5 . 1.5
Kazanim Modu Yok | Yok | Tek Yok Yok Yok Devamli Yok
Kazanimlar °C bagina) | | 3

*4 Hor (g reaksiyen igin de ayni program kullznidmistie,

Tablo 3-7: ApoE geni igin kullanilan RT-PZR programi

Pragram Adh: | Denatiirasyon Amplifikasyon Erime Soguma
Parametre
Analiz Modu Yok Kantifikasyon Erime Egrisi Yok
Dongt Savisi 1 45 1 1
Hedef Sicaklik|TC] 95 95 60 72 95 40 B5 40
Bekleme Siiresi (ss:ddissh|  00:10:00 | 00:00:05 | 00:00:10 | 00:00:15|  00:00:30 00:02:00 00:00:00 00:00:30
Yiikselme orani[T/s] 96 44 44 2.2 44 44 15 - 1.5
Yikselme orani[Cls] 354 46 4.8 24 4.6 45 2.0 . 20
Kazanim Modu Yok Yok Tek Yak Yok Yok Devamli Yok
Kazanimlar [Chasina] - . . = - . 3

3.5. Haplotip Analizi
Haplotip Analizi, bir genin cesitli varyantlarinin ilgili kromozom (zerinde

birlikte kalitilma olasithgini gosteren bir yontemdir. Haplotip analizi ile homolog
kromozomlarin mayoz sirasindaki olasi parga degisim noktalari (crossing-over
bolgeleri) saptanmaktadir. Analiz, polimorfizm oldugu bilinen bdlgelerin kromozom
tzerinde bulunduklari yere gore yapilmaktadir. Calismamizda kullanilan her bir

bolgenin kromozom Uzerindeki konumu Tablo 3-8’de gdsterilmistir.
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Tablo 3-8: CLU genine ait SNP’lerin kromozom uzerindeki konumlari

SNP Nosu Kromozom Kromozom Konumu
rs2279590 8 27456253
rs11136000 8 27464519
rs9331888 8 27468862

3.6. istatistiksel Degerlendirme:
Istatistiksel ~degerlendirmeler, SPSS 17.0® istatistik yazilim programi

kullanilarak yapildi. CLU genine ait rs11136000, rs2279590 ve rs9331888 bdlgelerinde
gorulen tek nukleotid polimorfizmleri ile ApoE genotipleri ve allellerinin gruplara gore
dagilimlarinin analizleri icin kikare (y?) yontemi kullanildi. Degerler ortalama +
standart sapma (SS) olarak verildi. p<0,05 olan degerler anlamli olarak degerlendirildi.
Calismada incelenen CLU genine ait polimorfik bolgelerin genotipleri ti¢ grup halinde
siniflandirihirken, ApoE genine ait genotipler altt grup halinde siniflandirildi.
Genotiplere, Hardy — Weinberg Esitligi (HWE) kullanilarak test yapildi. CLU genine ait
SNP bolgeleri kendi arasinda analiz edildikten sonra bu bdlgeler ile ApoE genotipleri
karsilastirildi. Haplotip analizi, Haplowiew 4.2 yazilim programi kullanilarak ve her bir
SNP’nin kromozomdaki konumuna bagl olarak gerceklestirildi. Calismamizda, CLU
genine ait kromozom Uzerindeki yerlerine gore sirasiyla rs2279590, rs11136000 ve
rs933188 polimorfizmlerinin birlikte analizi yapildiktan sonra istatistiksel olarak
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Cahismada 183 gec¢ baslangich Alzheimer hastasinin ve herhangi bir
norodejeneratif hastaligi bulunmayan ve yas bakimindan hasta grubuyla uygunluk
gosteren 154 saglikli bireyin CLU geni rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 tek
nikleotid polimorfizmleri ile AH arasindaki iliskiyi arastirdik. Ayrica ApoE genotipleri

belirlenerek séz konusu CLU polimorfizmleri ile iliskisini de inceledik.

4.1. DNA izolasyonu Sonuglari
DNA izolasyonu QlAamp DNA Mini Kit ile yapilan 6rneklerin 260nm/280nm
dalga boylarindaki OD degerlerinin 1.8 + 0.1 arasinda oldugu, DNA

konsantrasyonlarinin ise 50-100 ng/ul oldugu saptandi.

4.2. CLU Genotipleme Sonuglari
Hasta ve kontrol grubuna ait genomik DNA 6&rneklerinden CLU geninin
rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 bdlgelerine 6zgl problar kullanilarak RT-PZR

metodu ile erime noktalari hesaplanarak genotipleri tespit edildi.

Hasta ve Kontrol Gruplarinda CLU geninin rs11136000 Bolgesi Genotip ve
Allel Dagilimi

Alzheimer hastalarinda CLU geninin rs11136000 bdélgesine ait genotip dagilimi;
183 hastanin 80’inde CC (%43,7), 79’unda CT (%43,2) ve 24’lnde TT (%13,1) olarak
belirlendi. 154 bireyden olusan kontrol grubunun ise 66’sinin CC (%42,9), 63’0nln CT
(9%40,9) ve 25’inin CC (%16,2) genotipine sahip oldugu belirlendi (Tablo 4-1).

rs11136000 icin allel sikhigi karsilastirildiginda, Alzheimer hasta grubunda C
alleli frekansinin %65,3; T alleli frekansininin ise %34,7 oldugu; kontrol grubunda ise
sirasiyla C allelinin %63,3; T allelinin %36,7 olarak gorildigu belirlendi (Tablo 4-2).

Ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip dagilimlari (Sekil 4-1) (Tablo
4-1, p=0,714) veya allel dagihmlar (Sekil 4-2) (Tablo 4-2, p= 0,591) acisindan anlamli

bir fark bulunmadi.
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Tablo 4-1: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs11136000 bdlgesi genotip dagilimi

66 (%42,9)

63 (%640,9) 25 (%16,2)

80 (%43,7) 79 (%43,2) 24 (%13,1)

146 (%43,3) 142 (%42,1) 49 (%14,5)

c’= 0,675, p= 0,714

Tablo 4-2: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs11136000 bolgesi allel dagilimi

195 (%63,3)

113 (%36,7)

239 (%65,3) 127 (%34,7)

c®=0,289; p= 0,591
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CLU Genirs11136000 Bolgesi Genotip Dagilimi

42,9 43.7

B Saghkli Kontroller

B Alzheimer Hastalan

Genotipler

Sekil 4-1: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs11136000 bdlgesi genotip dagilimi

CLU Genirs11136000 Bolgesi Allel Dagilimi

70,0
60,0
50,0
g
‘é’o #50 B Saglikh Kontroller
= 30,0
B B Alzheimer Hastalar:

20,0
10,0
0,0

Alleller

Sekil 4-2: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs11136000 bolgesi C ve T allelleri
dagilimi
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Hasta ve Kontrol Gruplarinda CLU geninin rs9331888 Bolgesi Genotip ve
Allel Dagihmi

Alzheimer hastalarinda CLU geninin rs9331888 bdlgesine ait genotipler; 183
hastanin 90’inda GG (%49,2), 84’Gnde GC (%45,9) ve 9’unda CC (%4,9) olarak
belirlendi. 154 bireyden olusan kontrol grubunun ise 69’unun GG (%44,8), 64’0nln
GC (%41,6) ve 21’inin CC (%13,6) genotipine sahip oldugu saptandi (Tablo 4-3).

rs9331888 bdlgesi icin allel sikhgr karsilastirildiginda, Alzheimer hasta
grubunda G alleli frekansinin %72,1; C alleli frekansinin ise %27,9 oldugu; kontrol
grubunda ise sirasiyla G allelinin %65,6; C allelinin %34,4 olarak goruldigu belirlendi
(Tablo 4-4).

GG genotipinin hasta grubunda kontrollere kiyasla, CC genotipinin de kontrol
grubunda hastalara kiyasla daha sik goraldigu (Sekil 4-3) (Tablo 4-3, p= 0,020), G
allelinin hastalarda, C allelinin de kontrollerde daha sik gorildigu saptandi (Sekil 4-4)
(Tablo 4-4, p= 0,067).

Tablo 4-3: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs9331888 bdlgesi genotip dagilimi

rs9331888 Genotipleri, n (%)
Gruplar
GG GC CcC
Saglikli Kontroller (n=154) 66 (%44,8) 64 (%41,6) 21 (%13,6)
Alzheimer Hastalari (n=183) 90 (%49,2) 84 (%45,9) 9 (%4,9)
Toplam (n=337) 148 (%43,9) 148 (%43,9) 30 (%8,9)

c’=7,839; p= 0,020
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Tablo 4-4: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs9331888 bolgesi allel dagilimi

rs9331888 Allelleri, n (%)
Gruplar
G C
Saglikh Kontroller (n=154) 202 (%65,6) 106 (%34,4)
Alzheimer Hastalari (n=183) 264 (%72,1) 102 (%27,9)

c®=3,360; p= 0,067

CLU Geni rs9331888 Bolgesi Genotip Dagilimi

2, 30,0
a B Saglikh Kontroller
< 20,0 13,6
B Alzheimer Hastalari
10,0 ;9
0,0 : ‘/
GG GC CcC
Genotipler

Sekil 4-3: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs9331888 bdélgesi genotip dagilimi
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CLU Geni rs9331888 Bolgesi Allel Dagilimi

B Saglikli Kontroller

B Alzheimer Hastalari

Allel

Sekil 4-4: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs9331888 bdlgesi G ve C allelleri
dagilimi

Hasta ve Kontrol Gruplarinda CLU Geninin rs2279590 Bolgesi Genotip ve
Allel Dagihmi

Alzheimer hastalarinda CLU geninin rs2279590 bdélgesine ait genotipler; 183
hastanin 81’inde GG (%44,3), 79’unda GA (%43,2) ve 23’Unde AA (%12,6) olarak
belirlendi. 154 bireyden olusan kontrol grubunun 64’iniin GG (%43,5), 67’sinin GA
(%43,5) ve 23’0nln AA (%14,9) genotipine sahip oldugu belirlendi (Tablo 4-5).

rs2279590 bholgesi icin allel sikhgr karsilastinldiginda, Alzheimer hasta
grubunda G alleli frekansinin %65,9; A alleli frekansinin ise %34,1 oldugu; kontrol
grubunda ise sirasiyla G allelinin %63,3; A allelinin %36,7 olarak goruldiigu belirlendi
(Tablo 4-6).

Ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip dagilimlari (Sekil 4-5) (Tablo
4-5, p=0,784) veya allel dagilimlari (Sekil 4-6) (Tablo 4-6, p= 0,493) acisindan anlamli
bir fark bulunmad..
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Tablo 4-5: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs2279590 bolgesi genotip dagilimi

64 (%43,5)

67 (%43,5)

23 (%14,9)

81 (%44,3)

79 (%43,2)

23 (%12,6)

145 (%43,0)

146 (%43,3)

46 (%13,6)

c?=0,487; p= 0,784

Tablo 4-6: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs2279590 bdlgesi allel dagilimi

195 (%63,3)

113 (%36,7)

241 (%65,9)

125 (%34,1)

c?=0,471; p= 0,493



CLU Geni rs2279590 Bolgesi Genotip Dagilimi

B Saglikli Kontroller

H Alzheimer Hastalan

Genotipler
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Sekil 4-5: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs2279590 bolgesi genotip dagilimi

CLU Geni rs2279590 Bolgesi Allel Dagilimi

B Saglikh Kontroller

B Alzheimer Hastalari

Allel

Sekil 4-6: Hasta ve kontrol gruplarinda CLU geninin rs2279590 bdlgesi G ve A allelleri
dagilimi
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4.3. ApoE Genotipleme Sonuclari
Hasta ve kontrol gruplarinda ApoE genotipi analizleri €2, €3, &4 allellerinin
saptanmasina olanak saglayan problar kullanilarak ve RT-PZR metodu ile erime

noktalarl hesaplanarak yapildi.

Alzheimer hastalarinda ApoE genotip dagilimlari; 183 hastada €2/¢2 gorilmedi
(%0,0), €2/e3 9 bireyde (%4,9), €2/e4 gorilmedi (%0,0), €3/e3 119 bireyde (%65,0),
€3/ed 47 bireyde (%25,7), e4/e4 8 bireyde (%4,4) olarak belirlendi. 154 bireyden olusan
kontrol grubunun ise; 3’Unde €2/e2 (%1,9), 12’sinde €2/¢3 (%7,8), 3’Unde €2/e4 (%1,9),
113’Unde €3/e3 (%73,4), 19°’unda €3/e4 (%12,3), 4’lUnde &4/e4 (%2,6) olarak tespit
edildi (Tablo 4-7) (Sekil 4-7).

4 genotip grubunda beklenen degerin 5 bireyden az olmasi sebebiyle istatistiksel
degerlendirme &4 alleli tasimayanlar (£2/€2, €2/€3, £3/€3) ile en az 1 &4 alleli tasiyanlari
(€2/€4, €3/e4, e4/ed) Kkarsilastirarak tekrarlandi. Buna gore 183 Alzheimer hastasinda €4
alleli tasimayanlarin ve tastyanlarin dagilimi sirasiyla 128 (%69,9) ve 55 (%30,1) iken
bu oranlarin kontrol grubunda sirasiyla 128 (%83,1) ve 26 (%16,9) oldugu belirlendi
(Tablo 4-8, p=0,005) (Sekil 4-8).

ApoE icin allel sikligi karsilastirildiginda, Alzheimer hasta grubunda €2 alleli
frekansinin %2,5, €3 alleli frekansinin %80,3, €4 alleli frekansinin ise %17,2 oldugu;
kontrol grubunda ise sirasiyla €2 allelinin %6,8, €3 allelinin %83,3, €4 allelinin ise %9,7
olarak goruldigu belirlendi. Buna gore €4 alleli Alzheimer hasta grubunda kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede artmis siklikta goriilmekte (c’= 7,946; p<0,005) ve
hastalik riskini 2,1 kat kadar arttirmaktadir (OR= 2,115; %95CI 1,249-3,583) (Tablo 4-
9) (Sekil 4-9).



Tablo 4-7: Hasta ve kontrol gruplarinda ApoE genotip dagilimi

ApoE Genotipleri, n (%)
Gruplar
e2/e2 e2/e3 e2/ed e3/e3 e3/ed ed/ed
Saghikli 13
Kontroller | 3 (%1,9) | 12 (%7,8) | 3 (%1,9) 19 (%12,3)| 4 (%2,6)
(%73,4)
(n=154)
Alzheimer 119
Hastalari 0(%0,0) | 9(%4,9) | 0(%0,0) 47 (%25,7)| 8 (%4,4)
(%65,0)
(n=183)
232
Toplam (n=337)| 3 (%0,9) | 21 (%6,2) | 3 (%0,9) 66 (%19,6)| 12 (%3,6)
(%68,8)
c’=17,429; p= 0,004
ApoE Genotipleri
80,0 ¢
70,0 1
60,0 1
g 50,0 1
% 400 1|
a Y B B Alzheimer Hastalar:
X300 1 .
20,0 M B Saghkl Kontroller
100 W, 2 0019
0.0 .:fi-_-_.__,ﬂg_ﬁ_;_w_ﬁ_ L

Genotipler

E2/E2 E2/E3 E2/E4 E3/E3 E3/E4 E4/E4

Sekil 4-7: Hasta ve kontrol gruplarinda ApoE genotip dagilimi
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Tablo 4-8: Hasta ve kontrol gruplarinda ApoE e4 alleli tasimayanlar ve tasiyanlara gore
genotip dagihmi

128 (%83,1)

26 (%16,9)

128 (%69,9) 55 (%30,1)

256 (%76,0) 81 (%24,0)

c?=7,946; p= 0,005

Tablo 4-9: Hasta ve kontrol gruplarinda ApoE €2, €3 ve e4 allelleri dagilimi

21 (%6,8)

257 (%83,4) 30 (%9,7)

9 (%2,5) 294 (%80,3) 63 (%17,2)

c?=14,108; p= 0,001; %95CI 1,249-3,583; OR= 2,115



ApoE g4 Alleli Tasimayan ve Tasiyanlara Gore Genotip
Dagilim

B Saghkh Kontroller

B Alzheimer Hastalari

E4 Alleli Tasimayanlar ~ E4 Alleli Tasiyanlar
(E2/E2,E2/E3,E3/E3) (E2/E4,E3/E4, E4/E4)

Genotip
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Sekil 4-8: Hasta ve kontrol gruplarinda e4 alleli tasimayan ve tasiyanlara gére ApoE
genotip dagilimi

90
80
70
60
2 50
2 40
30
20
10

ApoE Allel Dagilim

B Saghkl Kontroller

B Alzheimer Hastalar:

Sekil 4-9: Hasta ve kontrol gruplarinda ApoE €2, €3 ve e4 allelleri dagilimi
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ApoE &4 alleli tasimayan ve €4 alleli tasiyan hasta ve kontroller ile CLU geni
rs9331888 bolgesi genotipleri acisindan Kkarsilastirildiginda, €4 alleli tasimayan
hastalarda G allelinin daha sik goraldigu (p=0,023), €4 alleli tasiyan hasta ve kontroller
arasinda ise s6z konusu CLU genotipleri acisindan anlamli bir farkhilik olmadigi
saptandi (p=0,723) (Tablo 4-10).

Tablo 4-10: ApoE e4 alleli tasimayanlar ve tasiyanlar ile rs9331888 bdlgesi genotiplerinin
hasta ve kontrollerde karsilastiriimasi

rs9331888 ..
Gruplar - Kontrol Hasta P Degeri
Genotipi
GG 54 (%42,2) 62 (%48,4)
ed Alleli
Tagimayanlar, GC 55 (%43,0) 60 (%46,9) 0,023
n (%)
CcC 19 (%14,8) 6 (%4,7)
GG 15 (%57,7) 28 (%50,9)
ed Alleli
Taslyanlar, GC 9 (%34,6) 24 (43,6) 0,723
n (%)
CcC 2 (%7,7) 3 (%5,5)

4.4. Haplotip Analizi Sonuglari

Hasta ve kontrol gruplarinda CLU genine ait calistigimiz SNP’ler, haplotip
sikhgini belirlemek Uzere analizi edildi. 3 SNP’ye ait Baglanti Esitsizligi Analizi
sonuglart Sekil 4-10°da gosterilmistir.  Kromozom Uzerinde sirasiyla rs2279590,
rs11136000 ve rs9331888 polimorfizmlerinin birlikte analizi sonucu “GCG” haplotipini
tasiyan hastalarin ayni haplotipi tasiyan saghkli bireylere gore istatistiksel olarak
anlamli derecede daha fazla oldugu bulundu (Tablo 4-11) (p=0,0328).



rs2279590

rs11136000 -

rs9331888

Elock 1 (12 kh)
1

2
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Sekil 4-10: CLU geninde arastirmis oldugumuz SNP’ler (sirasiyla rs2279590, rs11136000

ve rs9331888 bdlgeleri)icin Baglanti Esitsizligi Analizi

Tablo 4-11: Hasta ve kontrollerde CLU geninde arastirmis oldugumuz SNP’lerin

(sirastyla rs2279590, rs11136000 ve rs9331888 bolgelerinin) haplotip analizi

2

Haplotip Hasta Kontrol C p Degeri
GCG 0,380 0,301 4,554 0,0328
ATG 0,330 0,345 0,149 0,6994
GCC 0,268 0,322 2,377 0,1231
GTG 0,011 0,010 0,023 0,8798
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5. TARTISMA

llerleyici ve geridoniisimsiiz bir norodejeneratif hastalik olan Alzheimer
hastaliginin (AH) genetik kdkenini arastirmak lzere ¢ok sayida arastirma yapilmistir.
AH’nin en yaygin gorilen tipi olan ge¢ baslangicli Alzheimer Hastahgi (GBAH) icin
bugline kadar yalnizca Apolipoprotein E (ApoE) geni €4 allelinin bir risk faktori
oldugu saptanmistir (Hardy 2006; Bertram ve ark. 2010; Zetzsche ve ark. 2010;
Lambert ve Amouyel 2011; Tanzi 2012; Bettens ve ark. 2013; Reitz ve Mayeux 2014)

ApoE geni haricinde GBAH ile iliskili olabilecek diger risk genlerinin
belirlenebilmesi icin yogun arastirmalar yapilmaktadir. Bu yogun arastirmalar
sonucunda bugline kadar ¢ok sayida aday gen belirlenmistir (Grupe ve ark. 2007; Li ve
ark. 2008; Feulner ve ark. 2010; Lambert ve Amouyel 2011). Bu aday genler arasinda
on siralarda yer alan clusterin (CLU) geni ve GBAH arasindaki iliskiyi aydinlatmak
uzere cesitli calismalar yapilmistir. Bu calismalar sonucunda, CLU geninde gorilen
bazi SNP’lerin GBAH ile iliskisi oldugu belirtilmistir (Zetzsche ve ark. 2010; Tanzi
2012; Bettens ve ark. 2013). Ancak CLU polimorfizmleri ve GBAH arasindaki iliski ile
ilgili celiskili sonuclar da mevcuttur. Biz de bu ¢alismada, CLU genine ait rs11136000,
rs2279590 ve rs9331888 bdlgelerinde gorilen tek nikleotid polimorfizmlerinin (SNP)
GBAH ile iliskisini arastirdik.

Harold ve ark. 2009 yilinda Amerika ve Avrupa’dan katilan ¢ok sayidaki hasta
ve saglikli kontrolden elde edilen 6rnekler ile gerceklestirdikleri genom capinda iliski
taramasi ile (GWAS) ilk kez CLU polimorfizmleri ile GBAH arasinda bir iliski
oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma, Amerika ve Avrupa’dan 5,964 hasta ile 10,188
saglikh bireyin katithmi ile simdiye kadar GBAH Uzerine gergeklestirilmis olan en genis
caph genetik calisma olmustur. Calisma sonucunda, CLU geni rs11136000
polimorfizminin GBAH ile iliskili oldugu gosterilmistir (Harold ve ark. 2009). Ayni yil
Fransa, Belgika, Finlandiya, italya ve ispanya’dan katilan 5,828 hasta ve 8,425 saglikli
kontrolden elde edilen drnekler ile GBAH Uzerine gerceklestirilen ikinci biyik GWA
calismasi ile CLU geni rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 polimorfizmleri ile
GBAH arasinda anlamh bir iliski oldugu bildirilmistir (Lambert ve ark. 2009).
rs11136000 polimorfizmi ile GBAH iliskisi, daha sonra yapilan baska bir GWA
calismasi ile de onaylanmistir (Seshadri ve ark. 2010). Ayrica, 2014 yilinda Asya ve
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Avrupa kokenli bireyler lizerinde yapilan genis ¢apli bir meta-analiz ¢alismasinda CLU
geni rs2279590 polimorfizmi ve GBAH iliskisi desteklenmistir (Zhang ve ark. 2014).

S6z konusu calismalar ve CLU ile ilgili diger bazi bulgular, CLU’nun hastaliga
katilan gucli bir aday gen oldugunu ifade etmektedir. Ancak, diger bir takim
calismalarda CLU polimorfizmleri ile AH riski arasinda iliski bulunamamistir
(Golenkina ve ark. 2010; Guerreiro ve ark. 2010; Gu ve ark. 2011; Klimkowicz-
Mrowiec ve ark. 2013).

Ozellikle Asya toplumlarinda (Cin, Japon, Kore) yapilan calismalarda CLU geni
rs11136000, rs2279590 ve rs9331888 polimorfizmleri ile AH arasinda iliski agisindan
farkli ¢calismalarda celiskili sonuclar bildirilmistir (Yu ve ark. 2010; Komatsu ve ark.
2011; Chen ve ark. 2012; Ma ve ark. 2011; Lu ve ark. 2014).

CLU geni varyantlarinin gortlme sikhklari genetik olarak farkli irk/etnik
gruplarda farkli oldugu igin CLU geninin AH (zerindeki potansiyel etkisini gostermek
uzere farkh toplumlarda yapilacak calismalar ©nem tasimaktadir. Biz de bu
calismamizda, CLU geni rs 11136000, rs2279590 ve rs9331888 bdlgelerinde gortlen
SNP’ler ile GBAH arasindaki iliskiyi arastirdik.

Cahismamizda, rs11136000 ve rs2279590 bolgelerine ait genotip ve allel
dagilimlart agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamh bir fark bulunmadi.
rs9331888 genotip dagilimi acisindan ise GG genotipinin hasta grubunda kontrollere
kiyasla, CC genotipinin de kontrol grubunda hastalara kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha sik bulundugu, allel dagilimi agisindan ise G allelinin hastalarda,
C allelinin de kontrollerde istatistiksel olarak yakin anlamh sekilde daha sik
gorulduguni saptandi. rs11136000 polimorfizmi ile ilgili s6z konusu bulgularimiz;
Rusya, Polonya ve Cin-Hun populasyonlarinda gerceklestirilmis olan ¢alisma sonuclari
ile benzerlik gostermistir (Golenkina ve ark. 2010; Yu ve ark. 2010; Ma ve ark. 2011;
Klimkowicz-Mrowiec ve ark. 2013; Lu ve ark. 2014). Ancak, GWA calismalari ve
Guney Cin toplumunda yapilmis olan bir calisma sonuglari ile uyumlu degildir (Harold
ve ark. 2009; Lambert ve ark. 2009; Chen ve ark. 2012). rs2279590 polimorfizmi ile
GBAH arasinda bir iliski bulunmadigi seklindeki sonuclarimiz; Cin’in Kuzey Hun ve
Guney Hun toplumlarinda yapilan bazi ¢alismalar ile uyumludur (Yu ve ark. 2010; Lu
ve ark. 2014). Ancak, Lambert ve ark.’nin GWA ¢alismasi ve Zhang ve ark.’nin meta-

analiz calismasi ile farkhlik gostermektedir (Lambert ve ark. 2009; Zhang ve ark. 2014).
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rs9331888 polimorfizmi ile GBAH arasindaki iliskiyi gosteren bu bulgularimiz; Yu ve
ark.’nin Kuzey Hun toplumunda rs9331888 bdlgesi G allelinin hastalia yatkinhgi

arttirdigini bildiren sonuglari ile uyumludur (Yu ve ark. 2010).

CLU geni polimorfizmleri Uzerinde yapilmis olan bazi calismalarda genotip ve
allel dagihmlari bakimindan hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir farkhhk
bulunamazken, bazi h aplotiplerin hastaliga yatkinhgi arttirdigi gosterilmistir. Biz de
calismamizda, CLU genine ait rs2279590, rs11136000 ve rs9331888 bdlgelerinde
gortlen SNP’lerin haplotip analizini gergeklestirdik. “GCG” haplotipinin Alzheimer
hastalarinda saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazla
bulundugunu gosterdik. Yu ve ark. ise ayni SNP’ler ile yaptiklari haplotip analizi
sonucunda “CGC” haplotipinin hastalik riskini arttirdigini gostermistir (Yu ve ark.
2010).

ApoE &4 alleli, GBAH icin simdiye kadar bildirilmis olan tek risk faktoridar.
Galismamizda, €4 allelinin Alzheimer hastalarinda, €2 allelinin ise saglikli kontrollerde
anlamli derecede fazla oldugunu ve &4 allelinin hastalik icin risk faktoriinu 2,1 kat
arttirdigini gosterdik. Calismamizda ayrica, ApoE genotipleri &4 allelini tasiyan ve
tasimayanlar olmak tzere gruplandirildiginda €4 alleli icermeyen genotiplerin saglikli
kontrollerde, €4 alleli iceren genotiplerin ise Alzheimer hastalarinda istatistiksel olarak
anlamli derecede daha fazla goruldigind bulduk. €4 allelini igeren genotiplerin;
kontrollerde %16,9, Alzheimer hastalarinda ise %30,1 oraninda bulundugunu goésterdik.
Bu bulgularimiz, cesitli toplumlarda Alzheimer hastalari ve saglikli bireylerde &4
allelinin gorilme sikligi Gzerine gerceklestirilmis olan meta-analiz sonuglari ile
karsilastirildiginda; bu dagihimin Asya toplumlarina daha yakin oldugunu gézlendi
(Wand ve ark.2012).

Ayrica calismamizda, GBAH ile iliskili oldugunu géstermis oldugumuz CLU
geni rs9331888 genotipleri ile ApoE ¢4 alleli tasiyan ve tasimayan hasta ve kontrol
ornekleri karsilastirildi. Bunun sonucunda, G allelinin €4 alleli tasimayan hastalarda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha sik gorildigi saptandi. €4 alleli tasiyan hasta
ve kontroller arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi gordldi. Bu

sonuglarimiz, Yu ve ark.’nin Cin Kuzey Hun toplumunda gerceklestirmis oldugu
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calismada ayni SNP allelinin ApoE €4 tasimayan hastalarda daha sik bulundugunu

gosteren sonuglari ile benzerlik géstermektedir (Yu ve ark. 2010).

Her ne kadar yapilan genetik calismalar CLU geni varyantlar ile GBAH
arasinda bir iliski olduguna isaret etse de, CLU geni varyantlarinin hastalik olusumunu
nasil etkiledigi halen kesin olarak bilinmemektedir. Ancak clusterin’in cesitli
calismalarla ortaya konan biyolojik 6zellikleri, onun AH patolojisi tzerinde koruyucu

etkileri olabilecegini gostermektedir.

Apol olarak da adlandirilan clusterin, beyinde daha fazla olmak Uzere neredeyse
tim memeli dokularinda dretilen bir apolipoproteindir. Clusterin’in AH patolojisi ile
iliskili olabilecek cesitli 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. AH’da ekstraseliler
amiloid plaklar ve norofibril yumaklari ile birlikte yer aldigi gosterilen clusterin’in,
esnek yapisi sayesinde AH patolojisine katilan AB peptidine baglanabildigi, bdylece
amiloid plak olusumu ve AB’nin noronlar Gzerindeki toksik etkileri tizerinde Onleyici
bir rol oynadi@i in vitro ve in vivo galismalar ile gosterilmistir (Nuutinen ve ark. 2009;
Yerbury ve ark. 2010; Charnay ve ark. 2012; Yu ve Tan 2012). Transgenik AH
modelleri, ApoE ve clusterin’in AB temizlenmesine aracilik ettigini gostermistir. Bu
apolipoproteinlerin seviyesinde meydana gelen bir azalmanin, hem amiloid plaklarda
hem de BOS’ta AP birikiminin artmasina yol actigi bildirilmistir (Cole ve Ard 2000;
DeMattos ve ark. 2004; Nilselid ve ark. 2006). Clusterin ayrica, ApoE ile birlikte lipid
transportuna Kkatilir (de Silva ve ark. 1990), ndron apoptozunu 6nler (Zhang ve ark.
2005) ve noron koruyucu TGF-B sinyalini glclendirir (Nuutinen ve ark. 2009). Yapilan
calismalarda clusterin proteininin, Alzheimer hastalarinin beyin-omurilik sivisinda
(BOS) 6nemli derecede arttigini gosterilmistir (Nilselid ve ark. 2006; Sihlbom ve ark.
2008).

Turk toplumunda yapilmis olan ¢alismamizda, CLU geni rs9331888 bdlgesi G
allelinin hastalik riskini arttirdigi, C allelinin ise koruyucu 6zelligi oldugu saptanmistir.
Ayrica sonuclarimiz; sirasiyla rs2279590, rs11136000 ve rs9331888 bolgeleri igin
“GCG” haplotipininin Alzheimer hastaligi riskini arttirabilecegini gostermistir. CLU
geni rs9331888 G allelinin ApoE &4 alleli tasimayan hasta grubunda kontrollere kiyasla
anlamli diizeyde daha fazla goértilmesi, CLU geninin ApoE geninden bagimsiz olarak
hastalik gelisiminde rolu olabilecegini veya hastaliga yatkinlik saglayabilecegine isaret

etmektedir.
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Cahismamiz, Turk toplumunda CLU geni polimorfizmleri ile GBAH arasindaki
iliskiyi arastiran ilk ¢alisma olmakla birlikte, ¢alismamizda degerlendirilen hasta ve
kontrollere ait 6rnek sayisinin kisith olusu nedeniyle drnek sayisinin arttiriimasiyla
yapilacak olan calismalar CLU geni polimorfizmleri ile GBAH arasindaki iliskiyi
aydinlatmada yararli olacaktir. CLU polimorfizmleri ve GBAH arasindaki biyolojik

iliskiyi belirlemek Uzere bundan sonra yapilacak deneysel ¢alismalara gerek vardir.
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FORMLAR

Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formu

Bu calisma bir molekdler genetik calismasidir. Calismada Alzheimer Hastaligi
ile iliskili oldugu bildirilen CLU (Clusterin) geninin polimorfizmleri arastirilacaktir. Bu
nedenle hastaya ve hasta yakinina genetik yapisinin incelenecegdi anlatilacaktir. Calisma
icin hastadan bir defaya mahsus olarak kan alinacaktir. Kan alma islemi hasta agisindan
bir risk tasimamaktadir. Calismada hastanin ismi gizli tutulacaktir. Calisma asamasinda
ve c¢alisma sonlandirildiktan sonra hasta bireyin tedavisi kesintisiz olarak devam
edecektir. Kabul edilmesi halinde hasta ve hasta yakinlari bilgilendirilmis ve onaylari
alinmis olacaktir. Hastaya herhangi bir madde verilmeyecek ve ayrica hastadan

herhangi bir maddi katki talebi olmayacaktir.
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