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ÖZET

Alaylıoğlu Merve (2014). Clusterin Polimorfizmleri ile Alzheimer Hastalığı Arasındaki
İlişkinin Araştırılması. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji
AD. Yüksek Lisans Tezi. İstanbul.

Alzheimer hastalığı (AH) ilerleyici bir nörodejeneratif hastalıktır. Geç başlangıçlı
Alzheimer hastalığıyla (GBAH) ilgili risk genlerini belirlemek amacıyla yapılan genetik
çalışmalarla 660’dan fazla genin hastalıkla ilişkisi olduğu bildirilmiştir. Çalışmamızda,
bu genler arasında ön sıralarda yer alan CLU geninin rs11136000, rs9331888 ve
rs2279590 bölgelerindeki polimorfizmlerle GBAH arasındaki ilişkiyi araştırmayı
amaçladık. Ayrıca, ApoE genotipleri belirlenerek söz konusu polimorfizmlerle ilişkisini
inceledik. Çalışmada, McKhann 1984 kriterine göre teşhisi konulan 183 Alzheimer
hastasıyla nörodejeneratif hastalığı bulunmayan sağlıklı kontrollerden elde edilen DNA
örnekleri kullanıldı. CLU geni polimorfizmleri ve ApoE genotipleri Gerçek Zamanlı
Polimeraz Zincir Reaksiyonu yöntemiyle belirlendikten sonra istatistiksel analizleri
yapıldı. Ayrıca, CLU genine ait 3 SNP’nin haplotip analizi yapıldı. rs11136000 ve
rs2279590 bölgeleriyle GBAH arasında ilişki saptanmadı. Ancak, rs9331888 bölgesi
GG genotipinin hastalarda, CC genotipinin kontrollerde istatistiksel olarak anlamlı
derecede daha fazla görüldüğü, G allelinin hastalarda, C allelinin ise kontrollerde
istatistiksel olarak yakın anlamlı derecede daha sık görüldüğü bulundu. Haplotip analizi
sonuçlarına göre, “GCG” haplotipinin hastalarda istatistiksel olarak anlamlı derecede
daha fazla görüldüğü belirlendi. ApoE geni allel dağılımına bakıldığında 2 allelinin
kontrollerde, 4 allelinin ise hastalarda istatistiksel olarak anlamlı derecede arttığı ve 4
allelinin hastalık riskini 2,1 kat arttırdığı belirlendi. ApoE 4 alleliyle CLU geni
rs9331888 genotipleri istatistiksel olarak karşılaştırıldığında 4 alleli taşımayan
hastalarda G allelinin, kontrollerde ise C allelinin daha sık görüldüğü bulundu. Buna
göre; 4 alleli taşımayan bireylerde rs9331888 bölgesi G allelinin hastalığa yatkınlığı
arttırdığı, C allelinin ise koruyucu özelliği olduğu saptandı. 4 alleli ile CLU geni
rs9331888 bölgesi genotipleri arasında saptanan ilişki CLU geninin ApoE’den bağımsız
olarak hastalık gelişiminde rolü olabileceğine işaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler : Alzheimer Hastalığı, Clusterin, Apolipoprotein E, Tek Nükleotid
Polimorfizmi, Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından
desteklenmiştir. Proje No: 32402
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ABSTRACT

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

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

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No.3240



1. GİRİŞ VE AMAÇ

Alzheimer Hastalığı (AH); ilerleyici hafıza kaybı ile zihinsel ve sosyal

yeteneklerin giderek günlük yaşamı etkileyecek derecede bozulmasıyla tanımlanan

nörodejeneratif bir hastalıktır. Nöropatolojik olarak AH; beynin belirli bölgelerinde iki

farklı proteinin birikimi sonucu oluşan nöritik (senil) plaklar ve nörofibril yumakları ile

tanımlanır. Nöritik plakların ana bileşeni olan amiloid beta (A) peptidi, amiloid öncül

proteininin (APP) proteolitik olarak kesilmesi sonucu oluşur ve hücre dışında birikerek

amiloid plakları meydana getirir. Nörofibril yumakları ise mikrotübül ilişkili bir protein

olan tau’nun hücre içinde birikimi sonucu oluşur (Price 2000 p 1155; Gürvit, İ.H. 2004

p 392; Ross ve Poirier 2004; Mott ve Hulette 2005).

AH; başlangıç yaşına göre 65 yaş altında görülen erken başlangıçlı Alzheimer

Hastalığı (EBAH) ve 65 yaş ve üstünde görülen geç başlangıçlı Alzheimer Hastalığı

(GBAH) olmak üzere ikiye ayrılır. Hastalığın erken başlangıçlı tipinin Amiloid Öncül

Proteini (APP), Presenilin-1 (PSEN1) ve Presenilin-2 (PSEN2) genlerindeki

mutasyonlar ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Yapılan çalışmalar, apolipoprotein E

(ApoE) geni 4 allelinin GBAH için bir risk faktörü olduğunu göstermiştir (Gürvit, İ.H.

2004 p 391; Bekris ve ark. 2010; Blennow ve ark. 2006; Zetzsche ve ark. 2010).

Hastalığın en sık rastlanan şekli olan GBAH ile ilişkili diğer genlerin

belirlenmesi amacıyla yapılan çok sayıda araştırma sonucunda hastalığın bu tipiyle

ilişkili olduğu ileri sürülen 660’tan fazla gen bulunmuştur. Daha sonra yapılan genom

çapında ilişki taramaları (GWAS) ve meta analizler, GBAH ile ilişkili olduğu ileri

sürülen genler arasındaki en güçlü aday genleri belirlemiştir. Bu aday genler arasında;

clusterin (CLU), kompleman reseptör 1 (CR1), fosfatidilinositol bağlayan klatrin

toplayıcı protein (PICALM) gibi genler yer almaktadır (Lambert ve Amouyel 2011). Bu

aday genler arasında ön sıralarda yer alan CLU genindeki bazı polimorfizmlerin AH

riski ile ilişkisi halen araştırılmaktadır. CLU ve AH ile ilişkisi olduğu ileri sürülen diğer

genetik risk faktörleri üzerinde yapılacak olan çalışmalar, halen tam olarak bilinmeyen

AH patogeneziyle ilişkili mekanizmaların aydınlatılması için önemli ipuçları ortaya

koyabilecektir.

Apolipoprotein J (ApoJ) olarak da bilinen clusterin çok fonksiyonlu bir

glikoproteindir. Clusterin; ApoE gibi beyinde çok fazla ifade edilen bir
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apolipoproteindir. (Holtzman 2004). Yapılan son çalışmalar, clusterin’in hücresel stres

sırasında küçük ısı-şok proteinlerine benzer bir şekilde yanlış katlanmış proteinlerin

hidrofobik bölgelerine bağlanarak birikimlerini engellediğini göstermiştir. (Calero ve

ark. 2000; Tunçdemir 2006; Nuutinen ve ark. 2009).

Clusterin ile AH arasındaki ilişki ilk kez Alzheimer hastalarının hippokampus

doku örneklerinde kontrol gruplarına kıyasla artmış clusterin ifadesinin gösterilmesiyle

kurulmuştur. Bu sonuçlar, Alzheimer hastalarında artmış clusterin ifadesinin

nöroprotektif bir yanıt ile ilişkili olabileceği ihtimallerini ortaya koymuştur. Daha sonra

yapılan çalışmalar ile clusterin’in nörofibril yumakları ve ekstraselüler amiloid

birikimleri ile birlikte yer aldığı tekrarlayan şekilde gösterilmiştir (Nuutinen ve ark.

2009; Charnay ve ark. 2012).

Yapılan araştırmalar sonucu, clusterin’in AH ile ilişkili pek çok rolünün olduğu

bildirilmiştir. Clusterin, esnek yapısı sayesinde AH patolojisine katılan A peptidine

bağlanabilir. in vitro ve in vivo çalışmalar, clusterin/A etkileşiminin amiloid plak

oluşumu ve A’nın toksik etkileri üzerinde önleyici bir rol oynadığını göstermiştir.

Clusterin/A kompleksinin, A polimerizasyonunu ve böylece amiloid birikimini

engellediği ortaya konmuştur. (Yu ve Tan 2012).

CLU polimorfizmleri ile GBAH arasındaki ilişki ilk kez 2009 yılında

gerçekleştirilmiş olan bir GWA çalışması ile gösterilmiştir. Bu çalışma, şimdiye kadar

GBAH üzerine gerçekleştirilmiş olan en geniş çaplı genetik çalışma olmuştur. Çalışma

sonucunda, APOE geni 4 alleli ve CLU geni rs11136000 bölgesinin GBAH ile ilişkili

olduğu gösterilmiştir (Harold ve ark. 2009).

Aynı yıl, GBAH üzerine ikinci bir geniş çaplı GWA çalışması

gerçekleştirilmiştir. Çalışma sonucunda, APOE 4 alleli ve CLU geni rs11136000,

rs9331888 ve rs2279590 bölgelerinin GBAH ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (Lambert

ve ark. 2009).

2010 yılında, Çin’de Kuzey Hun populasyonunda CLU polimorfizmleri ile

GBAH arasındaki ilişkiyi araştıran bir çalışmada, CLU genine ait rs11136000,

rs9331888 ve rs2279590 bölgelerindeki polimorfizmler incelenmiş ve rs9331888

bölgesinin G allelinin GBAH riskini arttırdığı gösterilmiştir (Yu ve ark. 2010). Bununla

birlikte, CLU polimorfizmleri ve GBAH arasındaki ilişki ile ilgili çelişkili sonuçlar da
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mevcuttur. (Golenkina ve ark. 2010; Guerreiro ve ark. 2010; Ma ve ark. 2011;

Klimkowicz-Mrowiec ve ark. 2013).

Biz de bu çalışmamızda, CLU geninde AH ile ilişkili olduğu ileri sürülen

rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 bölgelerindeki tek nükleotid polimorfizmleri ile

geç başlangıçlı Alzheimer hastalığı arasında bir ilişki bulunup bulunmadığını araştırdık.

Ayrıca, ApoE genotip tayini yaparak söz konusu polimorfizmlerin ApoE risk alleli

taşıyan ve taşımayan hasta ve kontrollerdeki dağılımını karşılaştırdık. Böylece, Türk

toplumunda ilk kez CLU geni polimorfizmleri ile geç başlangıçlı Alzheimer hastalığı

arasındaki ilişkiyi araştırarak, clusterin ve AH patogenezi arasındaki ilişkinin

aydınlatılmasına katkıda bulunmayı amaçladık.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. Alzheimer Hastalığı
Alzheimer Hastalığı (AH), demansın en sık görülen tipidir. Demans, beyindeki

nöronların fonksiyonlarını kaybetmesi veya ölümüyle birlikte gelişen ve çok sayıda

hastalığı kapsayan bir terimdir. Bu durum, bireyin hafıza, davranış ve sağlıklı düşünme

yetisinde bozulmalara neden olur. AH, bilişsel fonksiyonların ve davranışsal becerilerin

kaybı ile birlikte bireyin günlük yaşamsal faaliyetlerini yerine getirebilme kabiliyetini

ciddi bir şekilde etkileyen ilerleyici, geri dönüşümsüz bir nörodejeneratif hastalıktır

(Price 2000 p 1152; Di Carlo ve ark. 2012; Alzheimer’s Association 2013).

AH, ilk kez 1907 yılında Alman nöropatolog ve psikiyatrist Dr. Alois Alzheimer

tarafından tanımlanmıştır. Dr. Alois Alzheimer, 4 yıllık ilerleyici bir demans geçmişi

olan ve 55 yaşında ölen Auguste Deter isimli hastanın serebral korteksinde hastalığın

patolojik özellikleri olan plakları ve nörofibril yumaklarını gözlemlemiştir. Dr.

Alzheimer, hastalığın klinik özelliklerini ve plakları ilk kez tanımlayan kişi değildir

ancak Bielschowsky gümüş boyaması tekniği ile hastanın serebral korteksinde ilk kez

nörofibril yumaklarının varlığını göstermiştir. Hastalığın ismi, 1910 yılında Dr. Alois

Alzheimer’ın çalışma arkadaşı olan Emil Kraepelin tarafından verilmiştir (Mott ve

Hulette 2005; Hardy 2006; Jellinger 2006).

AH klinik olarak; depresyon, davranış değişikliği, yeni bilgileri hatırlamada

güçlük, günlük yaşamı etkileyen hafıza kaybı, problem çözmede zorluk, zaman ve

mekanı karıştırma, konuşma ve yazmada problemler ve ilerleyici bilişsel fonksiyon

kaybı ile, anatomik olarak; neokorteks, entorinal alan, hippokampus, amigdala, nükleus

bazalis ve anteriyör talamustaki anomaliler ile (Şekil 2-1), nöropatolojik olarak ise;

nöron kaybıyla beraber, amiloid beta proteininin (A) birikiminden oluşan ekstraselüler

senil plaklar ve hiperfosforile tau proteininin birikiminden oluşan, intraselüler nörofibril

yumakları ile tanımlanır (Gezen-Ak 2009; Price ve ark. 2009; Kauwe ve ark. 2011;

Alzheimer’s Association 2013).

AH başlangıç yaşına göre, erken başlangıçlı Alzheimer hastalığı (EBAH) ve geç

başlangıçlı Alzheimer hastalığı (GBAH) olmak üzere iki alt tipe ayrılır. EBAH, tüm

vakaların yaklaşık %1-6’sını oluşturur ve 30-65 yaş aralığında görülür. AH’nın en

yaygın formu olan GBAH ise tüm vakaların yaklaşık %94-99’unu oluşturur ve 65 yaş
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üzeri bireylerde görülür. Erken başlangıçlı Alzheimer hastalarının büyük çoğunluğunda

ailesel geçmiş görülmektedir. GBAH vakalarının çoğu belirgin bir ailesel geçmiş

göstermediği için sporadik olarak adlandırılır ve birden fazla genin ve çevresel

faktörlerin etkileşimini içeren kompleks bir hastalık olarak görülmektedir (Dursun

2009; Lambert ve Amouyel 2011; Alonso ve ark. 2012).

Şekil 2-1: AH’da beyinde görülen anomaliler.

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

2.1.1. Alzheimer Hastalığı’nın Patolojik Bileşenleri
AH’nın en önemli patolojik özelliklerinden biri serebral korteks ve subkoritkal

alanlarda nöron ve sinaps kaybı sonucu ortaya çıkan beyin atrofisidir. Özellikle

hippokampus, amigdala ve temporal neokortekste belirgin nöron dejenerasyonu ve

sinaptik kayıp gözlenir. Beyindeki bu değişikliklere ekstraselüler senil plakların ve

intraselüler nörofibril yumaklarının oluşumu eşlik eder (Gilbert 2013; Xu ve ark. 2013).

Ekstraselüler senil plaklar, amiloid öncül proteininin (APP) işlenmesi sonucu ortaya

çıkan A proteininin birikiminden; intraselüler nörofibril yumakları ise mikrotübül

ilişkili bir protein olan tau filamentlerinin birikimden oluşur (Şekil 2-2) (Hardy 1997).

Bu ekstraselüler ve intraselüler birikimler, aksonal taşınma, nöron içi sinyal iletimi ve

nörotrofik faktör sentezinde bozulmalara, nöronal kalsiyum homeostazında

değişikliklere ve oksidatif strese neden olur (Dursun ve ark. 2011).
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Şekil 2-2: Alzheimer Hastalığı’nın patolojik bileşenleri (Blennow ve ark. 2006)

2.1.1.1. Amiloid 

Yapışkan bir peptid olan A peptidi, ilk olarak yaklaşık 30 yıl önce Alzheimer

hastalarının ve Down sendromlu bireylerin meningeal kan damarlarından elde

edilmiştir. Bundan bir yıl sonra ise aynı peptid, Alzheimer hastalarının beyin

dokusundaki senil (nöritik) plakların esas bileşeni olarak tanımlanmıştır (Şekil 2-3)

(Hardy ve Selkoe 2002).

Şekil 2-3: A antikorları ile immün işaretleme yöntemi kullanılarak senil plakların
gösterilmesi.

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

A peptidi, amiloid öncül proteini (APP) adı verilen 770 amino asitlik büyük bir

transmembran proteinin proteolitik kesimi sonucu ortaya çıkan küçük bir peptidtir. APP

kısa ömürlüdür, hücrelerde iki yolak aracılığıyla hızlı bir şekilde metabolize edilir.
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Amiloidogenik olmayan birinci yolakta APP’nin 687. ve 688. kalıntıları arasından -

sekretaz enzimi ile kesilmesi sonucu çözünebilir APPs parçası ile 83 amino asitlik C-

terminal parçası (C83) oluşur. Daha sonra -sekretaz enzimi C83 parçasını 711 ya da

713. kalıntılarından keserek P3 parçası ile amiloid öncül proteini intraselülar bölgesinin

(AICD) ortaya çıkmasını sağlar. Bu yolakta, A bölgesi içerisinde kesim gerçekleştiği

için A oluşumu gerçekleşmez. Amiloidogenik olan ikinci yolakta ise APP, 671. ve

672. kalıntıları arasından -sekretaz enzimi ile kesilir ve çözünür APPs parçası ile 99

amino asitlik C-terminal parçası (C99) oluşur. Daha sonra -sekretaz enzimi C99

parçasını 711 ya da 713. kalıntılardan keserek A peptidi ile AICD’nin ortaya çıkmasını

sağlar (Şekil 2-4). Eğer bu yolakta -sekretaz enziminin gerçekleştirdiği kesim 711-712

kalıntıları arasında olursa kısa A peptidi (A40), 713-714 kalıntıları arasında olursa

uzun A peptidi (A42) meydana gelir. A42, A’nın senil plaklarda bulunan baskın

formudur ve fizyolojik koşullarda A42 ve A40 arasındaki oran yaklaşık 1:10’dur.

A42, A40’a göre daha fazla nörotoksik etkiye sahiptir ve birikimi daha hızlı

gerçekleşir (Hardy 1997; Selkoe 1998; Di Carlo ve ark. 2012).
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Şekil 2-4: APP’nin kesim yolakları ve A peptidinin oluşumu (Avramopoulos 2009’dan
uyarlanmış)

Nöron membranında bulunan 4 kDa ağırlığındaki A monomerleri yanlış

katlanarak -heliks yapısından -yaprak yapısına dönüşür. Bu durum, A

monomerlerinin polimerizasyonunu tetikleyerek kısa, çözünür ve yarı stabil ara ürünler

olan A oligomerlerinin oluşmasına neden olur. Oligomerler, yeni monomerlerin hızlı

bir şekilde eklenmesiyle genişleyerek protofibrilleri oluşturur. Son olarak, protofibriller

biraraya toplanarak plaklarda biriken geniş, -yaprak yapısına sahip çözünmeyen

formdaki amiloid fibrillerini oluşturur (Şekil 2-5) (Gilbert 2013).
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Şekil 2-5: A proteininin yanlış katlanması ve amiloid fibrilleri halinde birikimi (Di Carlo
ve ark. 2012)

Hardy ve Higgins yaklaşık 20 yıl önce “amiloid kaskad hipotezi”ni ileri

sürmüşlerdir. Bu hipoteze göre, A üretimi ile yıkımı arasındaki dengesizlikten

kaynaklanan A birikiminin, nörofibril yumak oluşumu, sinaps kaybı ve nöron ölümünü

içeren AH patogenezinin esas nedeni olduğu düşünülmektedir. (Tablo 2-1) (Tanzi ve

Bertram 2005; Gilbert 2013).

Tablo 2-1: Amiloid kaskad hipotezi (Blennow ve ark. 2006)
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2.1.1.2. Tau
Tau proteinleri, fizyolojik koşullarda tubulin proteinlerinin polimerize olarak

mikrotübül oluşturmasını sağlar ve tubulin ile etkileşim halinde bulunarak

mikrotübülleri kararlı hale getirirler (Lee ve Leugers 2012; Atasoy 2013; Spillantini ve

Goedert 2013). Tau proteinleri, merkezi sinir sisteminde en çok nöronlarda ve

astrositlerde bulunmaktadır. Mikrotübül ilişkili tau proteinleri, 17. kromozomun uzun

kolu üzerindeki 17q21 bandında yer alan MAPT geni tarafından kodlanır. MAPT geni

16 ekzondan oluşmaktadır. Genin 2., 3. ve 10. ekzonlarının alternatif olarak kırpılması

sonucunda tau proteininin 6 farklı izoformu meydana gelir. Kırpılan ekzonlara bağlı

olarak izoformlar 0N3R, 0N4R, 1N3R, 1N4R, 2N3R ve 2N4R olarak isimlendirilir. 0N;

2. ve 3. ekzonların birlikte kırpıldığını, 1N; 3. ekzonun kırpıldığı, 2N; hem 2. hem de 3.

ekzonun kodlandığını, 3R; 10. ekzonun kırpıldığını, 4R ise 10. ekzonun kodlandığını

ifade etmektedir (Şekil 2-6) (Cárdenas 2012; Ho 2012; Spillantini ve Goedert 2013).

Şekil 2-6: Tau proteininin izoformları (Spillantini ve Goedert 2013’ten uyarlanmış)

Tau proteinlerinin, mikrotübüllerin oluşmaya başlaması, büyümesi ve demet

oluşturmasını teşvik etmede, mikrotübül dengesini korumada, nörit büyümesinde ve
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kararlılığında, akson oluşumunda, nöronal polaritede, hücre şeklinin, hareketliliğinin ve

mikrotübül-plazma membranı etkileşimlerinin düzenlenmesinde ve sinyal iletiminde

rolü olduğu bildirilmiştir (Shahani ve Brandt 2002).

Tau proteinleri kontrollü bir şekilde fosforile olarak mikrotübüllere bağlanır.

Tau proteinlerinin fosforilasyonu, iki önemli enzim olan glikojen sentaz kinaz 3

(GSK3) ve protein fosfataz 2A’nın (PP2A) dengeli bir şekilde aktivesi aracılığıyla

kontrol edilir.  GSK3’nın aşırı ifadesi ve PP2A’nın yeterli derecede ifade edilememesi

sonucu kinaz-fosfataz dengesi bozularak tau proteinleri hiperfosforile olur ve

mikrotübüllere olan afinitesi azalarak mikrotübüllerin dağılmasına ve eşleşmiş helikal

filamentler (EHF) şeklinde tau agregatlarının oluşmasına yol açar (Spires-Jones 2009;

Cárdenas 2012; Atasoy 2013).

Hiperfosforile tau proteinleri bir araya gelerek her biri yaklaşık 10 nm çapında

olan EHF’leri oluşturur. Çok sayıda EHF de bir araya gelerek nörofibril yumaklarını

(NFY) oluşturur. Perikaryonda birikmeye başlayan NFY’ler, nükleusun yerini

değiştirerek perikaryonun periferine doğru kaymasına sebep olur. Neredeyse tüm

perikaryonu dolduran NFY’lar nöronların ölümüne yol açar ve geriye “hayalet”

NFY’ler kalır (Şekil 2-7) (Serrano-Pozo ve ark. 2011).

Taupatilerde de görüldüğü gibi tau’nun hiperfosforilasyonu nöronal işlev

bozukluğuna, hücresel trafiğin bozulmasına, sinaps kaybına ve nöron ölümüne neden

olur (Tablo 2-2) (Spires-Jones 2009).

Şekil 2-7: Nörofibril yumaklarının mikroskopik görünümü

A. Tüm perikaryonu dolduran nörofibril yumaklar, B. Hayalet nörofibril yumaklar.

(http://www.muirspathology.com/gallery/chapter11/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 nörofibril yumaklarının oluşumu
(Blennow ve ark. 2006)

2.1.2. Alzheimer Hastalığı’nın Genetiği
AH’nın genetik olarak ailesel ve sporadik olmak üzere iki çeşidi vardır. Ailesel

form, erken başlangıçlı Alzheimer hastalarında görülür ve Mendel tipi kalıtım ile

kalıtılır. Erken başlangıçlı Alzheimer hastalarının yaklaşık %60’ının ailelerinde birden

fazla Alzheimer hastası bulunmakta ve bunların %13’ü en az üç kuşağı etkileyerek

otozomal dominant bir şekilde kalıtılmaktadır. Ailesel form; Amiloid Öncül Proteini

(APP), Presenilin-1 (PSEN1) ve Presenilin-2 (PSEN2) genlerindeki nadir görülen

otozomal dominant mutasyonlar sonucunda ortaya çıkar (Tablo 2-3). Sporadik form ise

geç başlangıçlı Alzheimer hastalarında görülür ve Mendel tipi kalıtım göstermez.

Sporadik form, çok sayıda genetik ve çevresel faktörün bir arada etkileşmesi sonucu
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ortaya çıkmaktadır. Şimdiye kadar yalnızca Apolipoprotein E geni (ApoE) sporadik

form için bir risk faktörü olarak bildirilmiştir (Lambert ve Amouyel 2011; Alonso ve

ark. 2012; Tanzi 2012; Araz 2013).

Tablo 2-3: Erken başlangıçlı ailesel Alzheimer Hastalığı’da görülen genler ve patolojik
etkileri (Tanzi 2012)

2.1.2.1. Amiloid Öncül Proteini (APP)
İlk olarak 1987 yılında 21. kromozom (21q21) üzerinde yer aldığı tespit edilen

APP geni 18 ekzon içerir ve 770 amino asit uzunluğunda tek geçişli bir transmembran

proteini ifade eder. A peptidi, APP geninin 16. ve 17. ekzonları tarafından kodlanır

(Alonso ve ark. 2012; Bagyinszky 2014). Fizyolojik koşullarda sentezlenen APP,

endoplazmik retikulum (ER) ve Golgi’de N- ve O- glikolizasyonu ve fosforilasyon ile

olgunlaşır. APP’nin, nöronal hücre gövdesinde ve aksonlarda bulunur. APP’nin nörit

büyümesi ve uzaması, sinaptik taşıma ve akson korunmasında rol oynadığı

düşünülmektedir (Sun ve Zhang 2011).

A peptidinin proteolizini etkileyerek AH patolojisine yol açtığı düşünülen

patolojik APP mutasyonlarının çoğu yanlış anlamlı mutasyonlardır ve -sekretaz

enziminin kesim bölgelerinde bulunmaktadır.  ve  proteolitik bölgelerde görülen

mutasyonlar, hem total A üretiminin artmasına hem de daha toksik olan A42

oluşumunun artarak A40/A42 oranının değişmesine yol açmaktadır (Alonso ve ark.

2012).

2.1.2.2. Presenilin 1 (PSEN1) ve Presenilin 2 (PSEN2)
Presenilinler, genellikle ER, Golgi, ER-Golgi geçişleri ve sinaptik terminallerde

bulunan çok geçişli transmembran proteinlerdir. Presenilinler, insan beyninde özellikle

nöronlarda ve periferal dokularda yüksek miktarda ifade edilir. PSEN1 ve PSEN2

arasında güçlü bir dizi homolojisi bulunmaktadır (Sun ve Zhang 2011).
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PSEN1 geni 14. kromozom üzerinde (14q24) yer alır ve membranı yaklaşık 6 ila

10 kez geçen 467 amino asit uzunluğunda bir transmembran proteini kodlayan 12

ekzondan oluşur. PSEN-1 -sekretaz kompleksinin katalitik bölgesini oluşturan bir çok

geçişli transmebran proteinidir (Bekris ve ark. 2010).

AH ile ilişkilendirilen mutasyonların büyük çoğunluğu PSEN1 geninde görülen

mutasyonlardır. Bugüne kadar 180’den fazla PSEN1 mutasyonu belirlenmiştir. Bu

mutasyonların büyük çoğunluğu yanlış anlamlı mutasyondur. Bu yanlış anlamlı

mutasyonlar, PSEN1 proteininde amino asit değişikliği meydana getirerek A42/ A40

oranında artışa neden olur (Bekris ve ark. 2010; Sun ve Zhang 2011).

PSEN2 geni ise 1. kromozom üzerinde (1q42) yer alır. PSEN2 geni 12 ekzondan

oluşur ve 10 ekzonu 448 amino asit uzunluğunda bir peptid kodlar. PSEN1 gibi PSEN2

de A peptidinin kesiminden sorumlu -sekretaz olarak adlandırılan atipik bir aspartil

proteazın bileşenlerinden biridir (Bekris ve ark. 2010).

Bugüne kadar AH ile ilişkili olduğu tespit edilen 14 tane PSEN2 mutasyonu

bildirilmiştir. PSEN1 geninde olduğu gibi PSEN2 geninde görülen yanlış anlamlı

mutasyonlar PSEN2 proteininde amino asit değişikliğine neden olarak A42/ A40

oranında artışa yol açar (Bekris ve ark. 2010; Sun ve Zhang 2011).

2.1.2.3. Apoliporotein E (ApoE)
19. kromozom üzerinde (19q13) yer alan ApoE geni 299 amino asit

uzunluğunda bir protein kodlayan 4 ekzon içerir. ApoE, en fazla karaciğer ve beyinde

sentezlenen bir glikoproteindir. Beyinde ApoE, çoğunlukla astrositler, mikroglia ve bazı

patofizyolojik durumlarda çok az miktarda nöronlar tarafından üretilir (Alonso ve ark.

2012). ApoE, beyinde kolesterol taşıyan şilomikronların en önemli bileşenlerinden

biridir ve nöron korunması ile onarımında rol oynar. ApoE, hücre yüzeyinde bulunan

çeşitli reseptörlere bağlanarak lipid taşınması, glukoz metabolizması, nöronal

sinyalleşme ve mitokondriyal fonksiyonlarda yer alır. Ayrıca A peptidine bağlanarak

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

ApoE’nin 2, 3 ve 4 olmak üzere üç izoformu bulunmaktadır. Bu üç izoform

112 ve 158. amino asit kalıntılarında bir ya da iki amino asit farklılığıyla birbirinden

ayrılmaktadır. 2 izoformunun 112 ve 158. amino asit kalıntılarının her ikisinde birden

Sistein (Cys), 3 izoformunun 112. amino asit kalıntısında Sistein 158. amino asit
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kalıntısında Arjinin (Arg), 4 izoformunun 112 ve 158. amino asit kalıntılarının her

ikisinde de Arjinin amino asidi bulunmaktadır.  Bu farklılıklar ApoE yapısında ve

fonksiyonunda farklılıklara yol açar (Şekil 2-8) (Kim ve ark. 2009). 3 izoformu, 2 ve

4 izoformlarına kıyasla ApoE geninin en yaygın görülen formudur (Alonso ve ark.

2012).

Şekil 2-8: Apolipoprotein E izoformları

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

ApoE ve AH arasındaki ilişki ilk kez 1990’ların başlarında ApoE’nin amiloid

plaklar ile birlikte yer aldığının bulunması ile kurulmuştur. Daha sonra yapılan

çalışmalar ile ApoE geni 4 allelinin AH için güçlü bir genetik risk faktörü olduğu

bulunmuştur (Namba ve ark. 1991; Corder ve ark. 1993; Holtzman ve ark. 2012). Geç

başlangıçlı Alzheimer hastalarının yaklaşık %50’sinde 4 alleli bulunmaktadır (Alonso

ve ark. 2012). Yapılan çalışmalar, 3/3 allellerini taşıyan bireylere kıyasla 3/4

allellerini taşıyan bireylerin yaklaşık 3 kat, 4/4 allellerini taşıyan bireylerin ise

yaklaşık 15 kat daha fazla AH gelişme riski olduğunu göstermiştir. 2 allelinin ise AH

riskine karşı koruyucu olduğu gösterilmiştir (Guerreiro ve ark. 2012).

2.2. Clusterin
Clusterin, ilk kez 1983 yılında koç rete testis sıvısından izole edilmiş bir

glikoproteindir ve ismini Sertoli hücrelerinin kümeleşmesini sağlama yeteneğinden

almıştır (Blaschuk ve ark. 1983). Daha sonraki yıllarda clusterin, farklı gruplar

tarafından farklı canlı türlerinden izole edilmiş ve dolayısıyla çok sayıda farklı isimle

anılmaya başlanmıştır. Daha sonra 1992 yılında İngiltere’de düzenlenen Uluslararası

Clusterin seminerinde tüm bilimsel çalışmalarda “clusterin” teriminin kullanılması

önerilmiştir. (Tablo 2-4) (Rosenberg ve Silkensen 1995; Tunçdemir 2006).
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Tablo 2-4: Clusterinin izole edildiği dokular ve kullanılan diğer isimler (Rosenberg ve
Silkensen 1995)

CLU geni, 8. kromozom üzerinde (8p21-p12) yer alan, 9 ekzon içeren ve

yaklaşık 16 kb uzunluğunda olan tek kopyalı bir gendir. CLU geninin alternatif

kırpılması sonucu ortaya çıkan iki transkripti bulunmaktadır.1. ekzonun farklı

parçalarının transkribe olmasıyla birbirinden ayrılan bu transkriptler, farklı hücresel

yerleşimlere ve farklı biyolojik fonksiyonlara sahip proteinleri sentezler. 1. ekzonun 1a

parçasını içeren transkript, nükleustaki yerleşimi nedeniyle nüklear clusterin (nCLU)

olarak adlandırılan proteini sentezler. Clusterin’in salgılanan formu olan sCLU’yu

sentezleyen transkript ise 1. ekzonun 1b parçasını içerir (Şekil 2-9) (Koltai 2014).
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Şekil 2-9: CLU geni, transkriptleri ve proteinleri (Yu ve Tan 2012’den uyarlanmış)

CLU transkriptlerinin alternatif kırpılması sonucu ortaya çıkan iki protein vardır.

Clusterin’in en sık görülen formu olan sCLU; tüm sCLU mRNA’sının kodlanması

sonucu oluşurken, nCLU; nCLU mRNA’sından 2. ekzonun alternatif kırpılması sonucu

meydana gelmektedir (Nuutinen ve ark. 2009, Shannan ve ark. 2006).

sCLU, 449 amino asitlik bir öncül polipeptid zinciri olarak sentezlenir. Zincirin

N-ucundaki 22 amino asitlik sinyal peptidi, öncül sCLU peptidinin ER’ye yönlenmesini

sağlar. Bu sinyal peptidi, ER’de proteolitik kesim ile çıkartılır ve geri kalan zincire çok

sayıda mannoz grubu bağlanır. Daha sonra bu öncül polipeptid zinciri Golgi’ye

taşınarak burada 227. arjinin ile 228. serin amino asitleri arasından kırpılır ve her biri

yaklaşık 40 kDa ağırlığında olan  ve  alt ünitelerine ayrılır. Merkez noktalarına yakın

yerlerden birbirlerine anti-paralel 5 disülfit bağıyla bağlanan  ve  alt üniteleri, yüksek

oranda glikozillenerek yaklaşık 75 kDa ağırlığındaki olgun sCLU molekülünü oluşturur

(Şekil 2-9 ve Şekil 2-10) (Trougakos ve Gonos 2006).
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Şekil 2-10: sCLU proteininin oluşumu (Shannan ve ark. 2006’dan uyarlanmış)

Şekil 2-11: sCLU proteininin yapısı (Jones ve Jomary 2002’den uyarlanmış)

sCLU molekülü; içerdiği üç adet amfipatik, iki adet çift kıvrımlı -heliks

yapılarıyla küçük ısı-şok proteinleri gibi moleküler şaperonlara benzemektedir. sCLU,

ATP’den bağımsız bir mekanizma aracılığı ile yanlış katlanmış proteinlerin hidrofobik

bölgelerine bağlanarak birikmelerini engellemektedir (Trougakos ve Gonos 2006;

Nuutinen ve ark. 2009).

nCLU ise, ER sinyal peptidinin yer aldığı 2. ekzonun alternatif kırpılması

sonucu oluşan CLU mRNA’sından öncül polipeptid zinciri olarak sentezlenir. Yaklaşık

49 kDa ağırlığında olan disülfid bağlı öncül nCLU, sinyal peptidi içermediği için ER’a

hedeflenemez, dolayısıyla  ve  alt ünitelerine ayrılmaz ve glikozillenmez.

Sitoplazmada yerleşik olan öncül nCLU, hücresel hasar meydana geldiğinde translasyon
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sonrası değişikliğe uğrayarak yaklaşık 55 kDa ağırlığındaki olgun nCLU molekülüne

dönüşür ve içerdiği iki nüklear yerleşim sinyali sayesinde nükleusa geçer. Çift zincir

DNA kırıklarının onarımı için önemli bir protein olan Ku70 proteinine bağlanarak DNA

tamirinin gerçekleşmesini engeller ve apoptozu tetikler (Shannan ve ark. 2006;

Nuutinen ve ark. 2009).

2.2.1. Clusterin’in Biyolojik Fonksiyonları
Neredeyse tüm memeli dokularında bulunan clusterin’in bu geniş dağılımı

nedeniyle pek çok fizyolojik süreçte yer aldığı ileri sürülmüştür. Clusterin’in

fonksiyonları arasında en başta lipid transportu (de Silva ve ark. 1990), sperm

olgunlaşması (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 sağlayan lipoprotein partiküllerinin yapısında yer

almaktadır. Plazmada clusterin’in, yüksek yoğunluklu lipoprotein (HDL) partiküllerinin

yapısında bulunduğu gösterilmiştir.

Anti-apoptotik bir protein olarak da bilinen cCLU, apoptozda önemli rol

oynayan Bax proteinine bağlanarak oligomerizasyonunu engeller ve böylece

mitokondriden sitokrom c salınımına engel olarak apoptozu önler.

Pro-apoptotik bir protein olarak bilinen nCLU da DNA kırıklarının tamirinde

önemli bir role sahip Ku70/Ku80 kompleksinde yer alan Ku70 proteinine bağlanarak

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

Clusterin, küçük ısı-şok proteinlerine benzer bir yapıya sahip olan bir moleküler

şaperondur. Yanlış katlanmış proteinleri ATP’den bağımsız bir şekilde bağlayarak

HSP90 gibi ısı-şok proteinleri tarafından tekrar katlanmalarına aracılık eder. Isı-şok

proteinlerinin bulunmadığı ekstraselüler alanda ise megalin reseptörüyle etkileşerek

yanlış katlanmış proteinlerin endositoz yoluyla temizlenmesine yardımcı olur (Wilson

ve ark. 2008).

Ayrıca clusterin’in, hücre adhezyonu ve hücre-hücre etkileşimlerinin kontrolü

(Silkensen ve ark. 1995; Silkensen ve ark. 1999), kompleman aracılı hücre hasarının

inhibisyonu, membran korunması, hücre siklusunun düzenlenmesi (Bettuzzi ve ark.

1999), hücresel birikintilerin temizlenmesi (Bartl ve ark. 2001) gibi rolleri olduğu,
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gelişim (French ve ark. 1993; O’Bryan ve ark. 1993) ve farklılaşmada (Ahuja ve ark.

1994) yer aldığı bildirilmiştir (Jones ve Jomary 2002; Shannan ve ark. 2006; Trougakos

ve Gonos 2006; Yu ve Tan 2012)

2.2.2. Clusterin ve Alzheimer Hastalığı
Clusterin, hemen hemen tüm memeli dokularında ifade edilir ancak diğer

dokulara kıyasla beyinde daha fazla ifade edilir. Beyinde clusterin, hippokampustaki

piramidal nöronlarda ve serebellumdaki Purkinje hücrelerinde, astrositlerde ve az

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

AH ile clusterin arasındaki ilişki, ilk kez May ve ark. tarafından Alzheimer

hastalarının hippokampus doku örneklerinde clusterin ifadesinin sağlıklı kontrollere

kıyasla artmış olduğunun gösterilmesiyle kurulmuştur (May ve ark. 1990).

Daha sonra yapılan çalışmalar ile beyin-omurilik sıvısında (BOS) clusterin’in

çözünür A peptidlerine bağlanabildiği ve A çözünürlüğünü arttırarak birikimini

engellediği gösterilmiştir. Ayrıca clusterin’in AH’de görülen oksidatif stresin neden

olduğu nörotoksik etkiyi azalttığı gösterilmiştir (Nuutinen ve ark. 2009).

Beyinde A, hem beyin parenkimasında bulunan mikroglia, astrosit ve nöronlar

tarafından reseptör aracılı yolak ile hem de kan-beyin bariyeri aracılığıyla temizlenir.

Clusterin, A peptidine bağlanarak kan-beyin bariyeri aracılığıyla taşınmasını sağlar,

böylece A temizlenmesini arttırarak A fibril oluşumunu azaltabilir (Yu ve Tan 2012).

Hem in vivo hem de in vitro çalışmalar, clusterin/A etkileşiminin amiloid fibril

oluşumu ve A’nın nörotoksik etkisi üzerinde önemli bir rol oynadığını göstermektedir.

Clusterin/A kompleksinin oluşması, çözünebilir A birikimini ve polimerizasyonunu

önemli derecede azaltmaktadır (Yerbury ve ark. 2007; Yu ve Tan 2012).

AH aynı zamanda nöroinflamatuvar bir hastalıktır. Nöroinflamasyon süreci,

mikroglia, astrosit ve kompleman sistem aktivasyonu ile başlar ve sitokin, kemokin ve

sitotoksik bileşenlerin salınımı ile devam eder. Yapılan çalışmalar, clusterin’in beyinde

görülen bu inflamatuvar süreçte rol aldığını göstermektedir. Clusterin beyinde,

kompleman aktivasyonunu düzenler, immün yanıtın düzenlenmesinde önemli bir rol

oynayan nüklear faktör  B’nin (NF- B) aktivasyonunu inhibe eder ve Smad2/3
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proteinine bağlanarak nöroprotektif etkisi olan Dönüştürücü Büyüme Faktörü  (TGF-

) sinyalini arttırır (Nuutinen ve ark. 2009).

Clusterin’in astrositlerde mitotik yanıtı düzenleyen ekstraselüler sinyal ilişkili

kinaz 1/2 (ERK1/2) yolağını uyardığı bildirilmiştir. Bu durum, AH’da clusterin

ifadesinin artarak astrositlerin proliferasyonunu indüklediğini düşündürmektedir (Shim

ve ark. 2009)

2.3. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)
Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR), nükleik asit miktar

tayini, genotipleme ve kimerizm analizleri gibi pek çok farklı amaç için kullanılan bir

tekniktir.

RT-PZR yönteminin temeli, floresan sinyal tekniği kullanılarak amplifikasyon

sürecinin eş zamanlı olarak görüntülenebilmesine dayanmaktadır. Floresan sinyaller,

çift zincirli DNA’ya özgü floresan boyaların kullanılmasıyla oluşturulur. SYBR Green,

RT-PZR yönteminde en çok kullanılan floresan boyalardan biridir. Sentezlenen PZR

ürünü boyaya bağlanır ve floresan bir sinyal oluşturur, daha sonra bu sinyal cihaz

tarafından tespit edilir.

Diziye özgü işaretleme için ise florofor işaretli oligonükleotid probları

kullanılmaktadır. Primer bağlanma aşamasında diziye özgü florofor işaretli prob hedef

dizi ile hibritleşerek floresan bir sinyal oluşturur ve bu sinyal cihaz tarafından tespit

edilir.

RT-PZR yöntemi konvensiyonel PZR yöntemine göre çok daha hızlı sonuç

verir. Ayrıca tüm amplifikasyon profili bilindiği için konvensiyonel PZR yöntemine

göre daha güvenilir sonuçlar elde edilir (Wilhelm ve Pingoud 2003).
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmada, İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi Nöroloji Anabilim Dalı

ve İstanbul Üniversitesi Cerrahpaşa Tıp Fakültesi tarafından 2012- 2014 yılları arasında

psikometrik değerlendirme (minimental test, saat çizim testi ve set test), laboratuvar

tetkikleri (kan sayımı, kan elektrolitleri, T3, T4, TSH, B12 ve folik asit tayini) ve

radyolojik tetkikler (BBT veya MR) ile McKhann 1984 kriterlerine göre teşhisleri

konulan 183 geç başlangıçlı Alzheimer hastası ile bu hasta grubuyla yaş paralelliği

gösteren ve herhangi bir nörodejeneratif hastalığı bulunmayan 154 sağlıklı bireyden

toplanan periferik kan örnekleri kullanıldı.

Periferik kan örneklerinden elde edilen DNA’larda, CLU genine ait rs11136000,

rs9331888 ve rs2279590 bölgelerindeki tek nükleotid polimorfizmleri (SNP) ile ApoE

genotipleri saptandı.

Çalışmaya dahil olan tüm bireyler ya da yakınlarından bilgilendirilmiş gönüllü

olur formu alındı. Çalışma, İstanbul Üniversitesi Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Klinik

Araştırmalar Etik Kurulu tarafından 83045809/5559 sayı ve 07.03.2013 tarihli yazısıyla

onaylandı. Çalışma, İstanbul Üniversitesi Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji

Anabilim Dalı Nörogenetik laboratuvarında yapıldı.

3.1. Kullanılan Malzemeler
QIAamp 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 II cihazı (Roche, Mannheim, Germany)

Santrifüj

Mikropipet
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3.2. DNA İzolasyonu
Vakumlu steril K3-EDTA’lı tüplere alınan 5 ml periferik kan örnekleri -20ºC’de

saklandı ve QIAamp DNA Mini Kit (51304, QIAGEN, Hilden, Germany)izolasyon kiti

ile DNA izolasyonu gerçekleştirildi.

3.2.1. DNA İzolasyon Protokolü
1. 1.5 ml’lik temiz bir tüpün dibine 20 µl QIAGEN Protease (Proteinase K)

pipetlendi.

2. 200 µl örnek bu tüpün içine konuldu.

3. Örneklerin üstüne 200 µl Buffer AL eklendi. 15 saniye vorteks ile

karıştırıldı.

4. Örnekler 56ºC’de 10 dakika inkübe edildi.

5. 1.5 ml’lik tüp cidarına yapışmış sıvıları aşağıda toplamak üzere santrifüj

edildi.

6. Örnekler üzerine 200 µl etanol (%96-100) eklendi ve 15 saniye vorteks

ile karıştırıldı. Vorteksten sonra tüp cidarına yapışmış sıvıları aşağıda

toplamak üzere santrifüj edildi.

7. 6. adımda elde edilen karışım dikkatlice 2 ml’lik toplama tüpüne

yerleştirilen QIAamp Mini spin kolonun içine dikkatlice kenarlarını

ıslatmadan konuldu. Kapak kapatılıp 6000 g’de (8000 rpm) 1 dakika

santrifüj edildi. Santrifüjden sonra QIAamp Mini spin kolon temiz bir

2 ml’lik toplama tüpüne yerleştirildi.

8. QIAamp Mini spin kolonun kapağı dikkatlice açılıp kenarları

ıslatılmadan 500 µl Buffer AW1 eklendi. Kapak kapatıldı ve 6000

g’de (8000 rpm) 1 dakika santrifüj edildi. Santrifüjlemeden sonra

QIAamp Mini spin kolon temiz bir 2 ml’lik toplama tüpüne

yerleştirildi.

9. QIAamp Mini spin kolonun kapağı dikkatlice açılıp kenarları

ıslatılmadan 500 µl Buffer AW2 eklendi. Kapak kapatılıp en yüksek

hızda (20.000 x g/14.000 rpm) 3 dakika santrifüj edildi.
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10. QIAamp Mini spin kolon temiz bir 2 ml’lik toplama tüpüne yerleştirildi.

En yüksek hızda 1 dakika santrifüj edildi.

11. QIAamp Mini spin kolon temiz bir 1.5 ml’lik toplama tüpüne

yerleştirildi. QIAamp Mini spin kolonun kapağı dikkatlice açılıp 50-

200 µl Buffer AE veya distile su eklendi. Oda sıcaklığında (15-25ºC)

1-5 dakika inkübe edildi ve 6000 g’de (8000 rpm) 1 dakika santrifüj

edildi.

3.3. DNA Saflığı ve Miktarının Tespiti
İzolasyon sonucu elde edilen DNA’ların saflık ve miktar tayini

spektrofotometrik ölçüm ile yapıldı. DNA’ların 260 ve 280 nm’deki absorbansları

okunduktan sonra konsantrasyon ve saflıkları aşağıda belirtilen formüllere göre

hesaplandı.

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

DNA saflığı = OD 260 / OD 280 = 1,8 ± 0,2

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

CLU genine ait rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 bölgelerinde görülen

SNP’ler ve ApoE genotipleri, tüm hasta ve kontrollerde Gerçek Zamanlı Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) yöntemiyle belirlendi. RT-PZR yönteminde; Simple

Probe, Fast Start DNA Master HybProbe (Roche, Mannheim, Germany) ve PZR döngü

koşullarını gerçekleştiren LightCycler® 480 II (Roche, Mannheim, Germany) cihazı

kullanıldı. Simple Probe olarak, CLU geni için LightSNiP (TibMolBiol, Berlin,

Germany), ApoE geni için ise LightMix Kit ApoE C112R R158C (TibMolBiol, Berlin,

Germany) kullanıldı.

3.4.1. CLU Genotiplerinin Belirlenmesi
CLU geninde çalışılan SNP bölgelerinin kromozom üzerinde bulunduğu

konumlar ve alleller Tablo 3-1’de, allel değişim bölgeleri ise Tablo 3-2’de

gösterilmiştir.
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Tablo 3-1: CLU geninde araştırılmış olan polimorfizm bölgelerinin bulunduğu konum ve
değişiklik sonucu ortaya çıkan alleller.

SNP No’su Bulunduğu Konum Değişiklik Gösteren Alleller

rs11136000 İntron C / T

rs9331888 5’ UTR bölgesi C / G

rs2279590 İntron A / G

Tablo 3-2: CLU geninin 3 SNP bölgesine ait allel değişimleri.

SNP No’su Allel Değişim Bölgeleri

rs11136000 CACCAAAGCCACACCAGCTATCAAAA C/T TCTCTAACGGGCCCTTGCCACTTGA

rs9331888 AGAGGCAAGAGGACTCATCCTTCCAAA C/G GGACTTTCTCTGGGAAGCCTGCTCC

rs2279590 GCTCAGCTCTCTAGGTTTCCTTGGAG A/G AGCAGGAGGACTTCCTTATCAGAAG

CLU geninin rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 bölgelerine özgü prob’larla

işaretlenmesi sonucu erime noktaları; rs11136000 bölgesine ait TT genotipi için

59,34ºC (Şekil 3-1), CT genotipi için 59,34ºC – 66,86ºC (Şekil 3-2) ve CC genotipi için

66,86ºC (Şekil 3-3), rs9331888 bölgesine ait CC genotipi için 56,66ºC (Şekil 3-4), GC

genotipi için 56,66ºC – 64,60ºC (Şekil 3-5) ve GG genotipi için 64,60ºC (Şekil 3-6),

rs2279590 bölgesine ait AA genotipi için 52,75ºC (Şekil 3-7), GA genotipi için 52,75ºC

– 62,43ºC (Şekil 3-8) ve GG genotipi için 62,43ºC’dir (Şekil 3-9).
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Şekil 3-1: CLU geni rs11136000 bölgesine ait TT genotipinin belirlenmesinde kullanılan
erime noktasını gösteren grafik.

Şekil 3-2: CLU geni rs11136000 bölgesine ait CT genotipinin belirlenmesinde kullanılan
erime noktasını gösteren grafik.

Şekil 3-3: CLU geni rs11136000 bölgesine ait CC genotipinin belirlenmesinde kullanılan
erime noktasını gösteren grafik.
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Şekil 3-4: CLU geni rs9331888 bölgesine ait CC genotipinin belirlenmesinde kullanılan
erime noktasını gösteren grafik.

Şekil 3-5: CLU geni rs9331888 bölgesine ait GC genotipinin belirlenmesinde kullanılan
erime noktasını gösteren grafik.

Şekil 3-6: CLU geni rs9331888 bölgesine ait GG genotipinin belirlenmesinde kullanılan
erime noktasını gösteren grafik.
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Şekil 3-7: CLU geni rs2279590 bölgesine ait AA genotipinin belirlenmesinde kullanılan
erime noktasını gösteren grafik.

Şekil 3-8: CLU geni rs2279590 bölgesine ait GA genotipinin belirlenmesinde kullanılan
erime noktasını gösteren grafik.

Şekil 3-9: CLU geni rs2279590 bölgesine ait GG genotipinin belirlenmesinde kullanılan
erime noktasını gösteren grafik
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3.4.2. ApoE Genotiplerinin Belirlenmesi
ApoE genine ait genotiplerin belirlenmesi için kullanılan bölgeler, ilgili

genotipler, erime noktaları ve fenotipe yansıma riskleri Tablo 3-3’te gösterilmiştir.

Tablo 3-3: ApoE genine ait genotiplerin belirlenmesi için kullanılan bölgeler, ilgili
genotipler, erime noktaları ve fenotipe yansıma riski.

ApoE geninin 112C ve 158R bölgelerine özgü prob’larla işaretlenmesi sonucu

oluşan erime noktaları 2/2 genotipi için 45ºC – 51ºC (Şekil 3-10), 2/3 genotipi için

45ºC – 51/61ºC (Şekil 3-11), 2/4 genotipi için 45/56ºC – 53/63ºC (Şekil 3-12), 3/3

genotipi için 45ºC – 61ºC (Şekil 3-13), 3/4 genotipi için 45/56ºC – 61ºC (Şekil 3-14)

ve 4/4 genotipi için 56ºC – 61ºC’dir (Şekil 3-15).
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Şekil 3-10: ApoE genine ait 2/2 genotipinin belirlenmesinde kullanılan erime noktalarını
(45 - 51ºC) gösteren grafik.



31

Şekil 3-11: ApoE genine ait 2/3 genotipinin belirlenmesinde kullanılan erime noktalarını
(45 - 51/61ºC ) gösteren grafik.
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Şekil 3-12: ApoE genine ait 2/4 genotipinin belirlenmesinde kullanılan erime noktalarını
(45/56 - 53/63ºC) gösteren grafik.
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Şekil 3-13: ApoE genine ait 3/3 genotipinin belirlenmesinde kullanılan erime noktalarını
(45 - 61ºC ) gösteren grafik.
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Şekil 3-14: ApoE genine ait 3/4 genotipinin belirlenmesinde kullanılan erime noktalarını
(45/56 - 61ºC ) gösteren grafik.
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Şekil 3-15: ApoE genine ait 4/4 genotipinin belirlenmesinde kullanılan erime noktalarını
(56 - 61ºC ) gösteren grafik.
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3.4.3. Deneylerde Kullanılan Simple Prob’ların Hazırlanışı
CLU genine ait genotiplerin tespiti için Simple Prob olarak LightSNiP

(TibMolBiol, Berlin, Germany) kullanıldı. CLU geni için kullanılan her bir Simple

Prob’u hazırlamak üzere aşağıdaki işlemler takip edildi.

1. Liyofilize primer ve prob karışımını içeren tüpler açılmadan önce kısa

bir süre santifüjlenerek sarı bir çökelti elde edildi.

2. Tüplerin içerisine 100 l dH2O eklendi.

3. Kısa bir süre vorteks ile karıştırıldıktan sonra santrifüjlenerek tüm sıvı

tüpün dibinde toplandı.

ApoE genine ait genotiplerin tespiti için Simple Prob olarak LightMix Kit ApoE

C112R R158C (TibMolBiol, Berlin, Germany) kullanıldı. ApoE geni için kullanılan her

bir Simple Prob’u hazırlamak üzere aşağıdaki işlemler takip edildi.

1. Liyofilize primer ve prob karışımını içeren tüpler açılmadan önce kısa

bir süre santrifüjlendi.

2. Tüplerin içerisine 66 l dH2O eklendi.

3. Kısa bir süre vorteks ile karıştırıldıktan sonra santrifüjlenerek tüm sıvı

tüpün dibine çöktürüldü.

3.4.4. RT-PZR Reaksiyon Karışımlarının Hazırlanması
RT-PZR reaksiyon karışımları hazırlanmak üzere aşağıdaki işlemler takip edildi.

1. Tüm solüsyonlar, içeriklerinin tamamı karışıncaya kadar çözündürüldü

ve kısa bir süre santifüjlendikten sonra mikropipet yardımıyla karıştırılıp

buz üzerine alındı.

2. Primer ve prob karışımları bölüm 3.3.3’de açıklandığı gibi hazırlandı.

3. Buz üzerindeki 1.5 ml tüpe reaksiyon karışımları Tablo 3-4 ve Tablo 3-

5’te gösterildiği gibi konuldu.

4. Karışım mikropipet yardımıyla karıştırıldıktan sonra kısa bir süre

santrifüjlenerek tüm sıvı tüpün dibinde toplandı.

5. 96 kuyulu plakanın her bir kuyusuna 15 l reaksiyon karışımı konuldu.

Üzerine 5 l kalıp DNA eklendi.
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6. 96 kuyulu plakanın yüzeyi kaplama folyosuyla kaplandı.

7. 96 kuyulu plaka uygun rotora sahip santrifüjde kısa bir süre santrifüj

edildi ve LightCycler 480 II cihazına yüklendi.

Tablo 3-4: CLU geni için kullanılan reaksiyon karışımı

Reaksiyon Bileşeni Hacim

dH2O 6.2 l

Primer Prob Karışımı 1.6 l

FastStart DNA Master* 4.0 l

MgCl2 (25 nM) 1.2 l

MgCl2 son konsantrasyonu 3 nM
*LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics)

15.0 l

Tablo 3-5: ApoE geni için kullanılan reaksiyon karışımı

Reaksiyon Bileşeni Hacim

dH2O 6.2 l

Mg+2 (25 mM) 1.6 l

Primer Prob Karışımı 4.0 l

DMSO 1.2 l

FastStart DNA Master** 2.0 l

**LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics) 15.0 l
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3.4.5. RT-PZR Döngü Programı
LightCycler 480 II cihazında yapılan RT-PZR’nun döngü programı CLU geni

için*** Tablo 3-6’da, ApoE geni için Tablo 3-7’de gösterildiği gibi uygulandı.

Tablo 3-6: CLU geni için kullanılan RT-PZR programı

Tablo 3-7: ApoE geni için kullanılan RT-PZR programı

3.5. Haplotip Analizi
Haplotip Analizi, bir genin çeşitli varyantlarının ilgili kromozom üzerinde

birlikte kalıtılma olasılığını gösteren bir yöntemdir. Haplotip analizi ile homolog

kromozomların mayoz sırasındaki olası parça değişim noktaları (crossing-over

bölgeleri) saptanmaktadır. Analiz, polimorfizm olduğu bilinen bölgelerin kromozom

üzerinde bulundukları yere göre yapılmaktadır. Çalışmamızda kullanılan her bir

bölgenin kromozom üzerindeki konumu Tablo 3-8’de gösterilmiştir.
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Tablo 3-8: CLU genine ait SNP’lerin kromozom üzerindeki konumları

SNP Nosu Kromozom Kromozom Konumu

rs2279590 8 27456253

rs11136000 8 27464519

rs9331888 8 27468862

3.6. İstatistiksel Değerlendirme:

İstatistiksel değerlendirmeler, SPSS 17.0


istatistik yazılım programı

kullanılarak yapıldı. CLU genine ait rs11136000, rs2279590 ve rs9331888 bölgelerinde

görülen tek nükleotid polimorfizmleri ile ApoE genotipleri ve allellerinin gruplara göre

dağılımlarının analizleri için kikare (2) yöntemi kullanıldı. Değerler ortalama 

standart sapma (SS) olarak verildi. p<0,05 olan değerler anlamlı olarak değerlendirildi.

Çalışmada incelenen CLU genine ait polimorfik bölgelerin genotipleri üç grup halinde

sınıflandırılırken, ApoE genine ait genotipler altı grup halinde sınıflandırıldı.

Genotiplere, Hardy – Weinberg Eşitliği (HWE) kullanılarak test yapıldı. CLU genine ait

SNP bölgeleri kendi arasında analiz edildikten sonra bu bölgeler ile ApoE genotipleri

karşılaştırıldı. Haplotip analizi, Haplowiew 4.2 yazılım programı kullanılarak ve her bir

SNP’nin kromozomdaki konumuna bağlı olarak gerçekleştirildi. Çalışmamızda, CLU

genine ait kromozom üzerindeki yerlerine göre sırasıyla rs2279590, rs11136000 ve

rs933188 polimorfizmlerinin birlikte analizi yapıldıktan sonra istatistiksel olarak

değerlendirildi.
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4. BULGULAR

Çalışmada 183 geç başlangıçlı Alzheimer hastasının ve herhangi bir

nörodejeneratif hastalığı bulunmayan ve yaş bakımından hasta grubuyla uygunluk

gösteren 154 sağlıklı bireyin CLU geni rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 tek

nükleotid polimorfizmleri ile AH arasındaki ilişkiyi araştırdık. Ayrıca ApoE genotipleri

belirlenerek söz konusu CLU polimorfizmleri ile ilişkisini de inceledik.

4.1. DNA İzolasyonu Sonuçları
DNA izolasyonu QIAamp DNA Mini Kit ile yapılan örneklerin 260nm/280nm

dalga boylarındaki OD değerlerinin 1.8 ± 0.1 arasında olduğu, DNA

konsantrasyonlarının ise 50-100 ng/µl olduğu saptandı.

4.2. CLU Genotipleme Sonuçları
Hasta ve kontrol grubuna ait genomik DNA örneklerinden CLU geninin

rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 bölgelerine özgü problar kullanılarak RT-PZR

metodu ile erime noktaları hesaplanarak genotipleri tespit edildi.

Hasta ve Kontrol Gruplarında CLU geninin rs11136000 Bölgesi Genotip ve

Allel Dağılımı

Alzheimer hastalarında CLU geninin rs11136000 bölgesine ait genotip dağılımı;

183 hastanın 80’inde CC (%43,7), 79’unda CT (%43,2) ve 24’ünde TT (%13,1) olarak

belirlendi. 154 bireyden oluşan kontrol grubunun ise 66’sının CC (%42,9), 63’ünün CT

(%40,9) ve 25’inin CC (%16,2) genotipine sahip olduğu belirlendi (Tablo 4-1).

rs11136000 için allel sıklığı karşılaştırıldığında, Alzheimer hasta grubunda C

alleli frekansının %65,3; T alleli frekansınının ise %34,7 olduğu; kontrol grubunda ise

sırasıyla C allelinin %63,3; T allelinin %36,7 olarak görüldüğü belirlendi (Tablo 4-2).

Ancak hasta ve kontrol grupları arasında genotip dağılımları (Şekil 4-1) (Tablo

4-1, p= 0,714) veya allel dağılımları (Şekil 4-2) (Tablo 4-2, p= 0,591) açısından anlamlı

bir fark bulunmadı.
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Tablo 4-1: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs11136000 bölgesi genotip dağılımı

rs11136000 Genotipleri, n (%)
 Gruplar

CC CT TT

Sağlıklı Kontroller (n=154) 66 (%42,9) 63 (%40,9) 25 (%16,2)

Alzheimer Hastaları (n=183) 80 (%43,7) 79 (%43,2) 24 (%13,1)

Toplam (n=337) 146 (%43,3) 142 (%42,1) 49 (%14,5)

2= 0,675, p= 0,714

Tablo 4-2: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs11136000 bölgesi allel dağılımı

rs11136000 Allelleri, n (%)
Gruplar

C T

Sağlıklı Kontroller (n=154) 195 (%63,3) 113 (%36,7)

Alzheimer Hastaları (n=183) 239 (%65,3) 127 (%34,7)

2= 0,289; p= 0,591
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Şekil 4-1: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs11136000 bölgesi genotip dağılımı

Şekil 4-2: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs11136000 bölgesi C ve T allelleri
dağılımı
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Hasta ve Kontrol Gruplarında CLU geninin rs9331888 Bölgesi Genotip ve

Allel Dağılımı

Alzheimer hastalarında CLU geninin rs9331888 bölgesine ait genotipler; 183

hastanın 90’ında GG (%49,2), 84’ünde GC (%45,9) ve 9’unda CC (%4,9) olarak

belirlendi.  154 bireyden oluşan kontrol grubunun ise 69’unun GG (%44,8), 64’ünün

GC (%41,6) ve 21’inin CC (%13,6) genotipine sahip olduğu saptandı (Tablo 4-3).

rs9331888 bölgesi için allel sıklığı karşılaştırıldığında, Alzheimer hasta

grubunda G alleli frekansının %72,1; C alleli frekansının ise %27,9 olduğu; kontrol

grubunda ise sırasıyla G allelinin %65,6; C allelinin %34,4 olarak görüldüğü belirlendi

(Tablo 4-4).

GG genotipinin hasta grubunda kontrollere kıyasla, CC genotipinin de kontrol

grubunda hastalara kıyasla daha sık görüldüğü (Şekil 4-3) (Tablo 4-3, p= 0,020), G

allelinin hastalarda, C allelinin de kontrollerde daha sık görüldüğü saptandı (Şekil 4-4)

(Tablo 4-4, p= 0,067).

Tablo 4-3: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs9331888 bölgesi genotip dağılımı

rs9331888 Genotipleri, n (%)
               Gruplar

GG GC CC

Sağlıklı Kontroller (n=154) 66 (%44,8) 64 (%41,6) 21 (%13,6)

Alzheimer Hastaları (n=183) 90 (%49,2) 84 (%45,9) 9 (%4,9)

Toplam (n=337) 148 (%43,9) 148 (%43,9) 30 (%8,9)

2= 7,839; p= 0,020
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Tablo 4-4: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs9331888 bölgesi allel dağılımı

rs9331888 Allelleri, n (%)
Gruplar

G C

Sağlıklı Kontroller (n=154) 202 (%65,6) 106 (%34,4)

Alzheimer Hastaları (n=183) 264 (%72,1) 102 (%27,9)

2= 3,360; p= 0,067

Şekil 4-3: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs9331888 bölgesi genotip dağılımı
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Şekil 4-4: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs9331888 bölgesi G ve C allelleri
dağılımı

Hasta ve Kontrol Gruplarında CLU Geninin rs2279590 Bölgesi Genotip ve

Allel Dağılımı

Alzheimer hastalarında CLU geninin rs2279590 bölgesine ait genotipler; 183

hastanın 81’inde GG (%44,3), 79’unda GA (%43,2) ve 23’ünde AA (%12,6) olarak

belirlendi. 154 bireyden oluşan kontrol grubunun 64’ünün GG (%43,5), 67’sinin GA

(%43,5) ve 23’ünün AA (%14,9) genotipine sahip olduğu belirlendi (Tablo 4-5).

rs2279590 bölgesi için allel sıklığı karşılaştırıldığında, Alzheimer hasta

grubunda G alleli frekansının %65,9; A alleli frekansının ise %34,1 olduğu; kontrol

grubunda ise sırasıyla G allelinin %63,3; A allelinin %36,7 olarak görüldüğü belirlendi

(Tablo 4-6).

Ancak hasta ve kontrol grupları arasında genotip dağılımları (Şekil 4-5) (Tablo

4-5, p= 0,784) veya allel dağılımları (Şekil 4-6) (Tablo 4-6, p= 0,493) açısından anlamlı

bir fark bulunmadı.
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Tablo 4-5: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs2279590 bölgesi genotip dağılımı

rs2279590 Genotipleri, n (%)
                  Gruplar

GG GA AA

Sağlıklı Kontroller (n=154) 64 (%43,5) 67 (%43,5) 23 (%14,9)

Alzheimer Hastaları (n=183) 81 (%44,3) 79 (%43,2) 23 (%12,6)

Toplam (n=337) 145 (%43,0) 146 (%43,3) 46 (%13,6)

2= 0,487; p= 0,784

Tablo 4-6: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs2279590 bölgesi allel dağılımı

rs2279590 Allelleri, n (%)
Gruplar

G A

Sağlıklı Kontroller (n=154) 195 (%63,3) 113 (%36,7)

Alzheimer Hastaları (n=183) 241 (%65,9) 125 (%34,1)

2= 0,471; p= 0,493
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Şekil 4-5: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs2279590 bölgesi genotip dağılımı

Şekil 4-6: Hasta ve kontrol gruplarında CLU geninin rs2279590 bölgesi G ve A allelleri
dağılımı
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4.3. ApoE Genotipleme Sonuçları

Hasta ve kontrol gruplarında ApoE genotipi analizleri 2, 3, 4 allellerinin

saptanmasına olanak sağlayan problar kullanılarak ve RT-PZR metodu ile erime

noktaları hesaplanarak yapıldı.

Alzheimer hastalarında ApoE genotip dağılımları; 183 hastada 2/2 görülmedi

(%0,0), 2/3 9 bireyde (%4,9), 2/4 görülmedi (%0,0), 3/3 119 bireyde (%65,0),

3/4 47 bireyde (%25,7), 4/4 8 bireyde (%4,4) olarak belirlendi. 154 bireyden oluşan

kontrol grubunun ise; 3’ünde 2/2 (%1,9), 12’sinde 2/3 (%7,8), 3’ünde 2/4 (%1,9),

113’ünde 3/3 (%73,4), 19’unda 3/4 (%12,3), 4’ünde 4/4 (%2,6) olarak tespit

edildi (Tablo 4-7) (Şekil 4-7).

4 genotip grubunda beklenen değerin 5 bireyden az olması sebebiyle istatistiksel

değerlendirme 4 alleli taşımayanlar (2/2, 2/3, 3/3) ile en az 1 4 alleli taşıyanları

(2/4, 3/4, 4/4) karşılaştırarak tekrarlandı. Buna göre 183 Alzheimer hastasında 4

alleli taşımayanların ve taşıyanların dağılımı sırasıyla 128 (%69,9) ve 55 (%30,1) iken

bu oranların kontrol grubunda sırasıyla 128 (%83,1) ve 26 (%16,9) olduğu belirlendi

(Tablo 4-8, p= 0,005) (Şekil 4-8).

ApoE için allel sıklığı karşılaştırıldığında, Alzheimer hasta grubunda 2 alleli

frekansının %2,5, 3 alleli frekansının %80,3, 4 alleli frekansının ise %17,2 olduğu;

kontrol grubunda ise sırasıyla 2 allelinin %6,8, 3 allelinin %83,3, 4 allelinin ise %9,7

olarak görüldüğü belirlendi. Buna göre 4 alleli Alzheimer hasta grubunda kontrol

grubuna kıyasla anlamlı derecede artmış sıklıkta görülmekte (2= 7,946; p<0,005) ve

hastalık riskini 2,1 kat kadar arttırmaktadır (OR= 2,115; %95CI 1,249-3,583) (Tablo 4-

9) (Şekil 4-9).



49

Tablo 4-7: Hasta ve kontrol gruplarında ApoE genotip dağılımı

ApoE Genotipleri, n (%)
Gruplar

2/2 2/3 2/4 3/3 3/4 4/4

Sağlıklı

Kontroller

(n=154)

3 (%1,9) 12 (%7,8) 3 (%1,9)
113

(%73,4)
19 (%12,3) 4 (%2,6)

Alzheimer

Hastaları

(n=183)

0 (%0,0) 9 (%4,9) 0 (%0,0)
119

(%65,0)
47 (%25,7) 8 (%4,4)

Toplam (n=337) 3 (%0,9) 21 (%6,2) 3 (%0,9)
232

(%68,8)
66 (%19,6) 12 (%3,6)

2= 17,429; p= 0,004

Şekil 4-7: Hasta ve kontrol gruplarında ApoE genotip dağılımı
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Tablo 4-8: Hasta ve kontrol gruplarında ApoE 4 alleli taşımayanlar ve taşıyanlara göre
genotip dağılımı

ApoE Genotipleri

Gruplar 4 Alleli Taşımayanlar

(2/2, 2/3, 3/3)

4 Alleli Taşıyanlar

(2/4, 3/4, 4/4)

Sağlıklı Kontroller (n=154) 128 (%83,1) 26 (%16,9)

Alzheimer Hastaları (n=183) 128 (%69,9) 55 (%30,1)

Toplam (n=337) 256 (%76,0) 81 (%24,0)

2= 7,946; p= 0,005

Tablo 4-9: Hasta ve kontrol gruplarında ApoE 2, 3 ve 4 allelleri dağılımı

ApoE Allelleri
             Gruplar

2 3 4

Sağlıklı Kontroller (n=154) 21 (%6,8) 257 (%83,4) 30 (%9,7)

Alzheimer Hastaları (n=183) 9 (%2,5) 294 (%80,3) 63 (%17,2)

2= 14,108; p= 0,001; %95CI 1,249-3,583; OR= 2,115
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Şekil 4-8: Hasta ve kontrol gruplarında 4 alleli taşımayan ve taşıyanlara göre ApoE
genotip dağılımı

Şekil 4-9: Hasta ve kontrol gruplarında ApoE 2, 3 ve 4 allelleri dağılımı
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ApoE 4 alleli taşımayan ve 4 alleli taşıyan hasta ve kontroller ile CLU geni

rs9331888 bölgesi genotipleri açısından karşılaştırıldığında, 4 alleli taşımayan

hastalarda G allelinin daha sık görüldüğü (p=0,023), 4 alleli taşıyan hasta ve kontroller

arasında ise söz konusu CLU genotipleri açısından anlamlı bir farklılık olmadığı

saptandı (p=0,723) (Tablo 4-10).

Tablo 4-10: ApoE 4 alleli taşımayanlar ve taşıyanlar ile rs9331888 bölgesi genotiplerinin
hasta ve kontrollerde karşılaştırılması

Gruplar
rs9331888

Genotipi
Kontrol Hasta P Değeri

GG 54 (%42,2) 62 (%48,4)

GC 55 (%43,0) 60 (%46,9)

4 Alleli

Taşımayanlar,

n (%)
CC 19 (%14,8) 6 (%4,7)

0,023

GG 15 (%57,7) 28 (%50,9)

GC 9 (%34,6) 24 (43,6)

4 Alleli

Taşıyanlar,

n (%)
CC 2 (%7,7) 3 (%5,5)

0,723

4.4. Haplotip Analizi Sonuçları
Hasta ve kontrol gruplarında CLU genine ait çalıştığımız SNP’ler, haplotip

sıklığını belirlemek üzere analizi edildi. 3 SNP’ye ait Bağlantı Eşitsizliği Analizi

sonuçları Şekil 4-10’da gösterilmiştir. Kromozom üzerinde sırasıyla rs2279590,

rs11136000 ve rs9331888 polimorfizmlerinin birlikte analizi sonucu “GCG” haplotipini

taşıyan hastaların aynı haplotipi taşıyan sağlıklı bireylere göre istatistiksel olarak

anlamlı derecede daha fazla olduğu bulundu (Tablo 4-11) (p=0,0328).
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Şekil 4-10: CLU geninde araştırmış olduğumuz SNP’ler (sırasıyla rs2279590, rs11136000
ve rs9331888 bölgeleri)için Bağlantı Eşitsizliği Analizi

Tablo 4-11: Hasta ve kontrollerde CLU geninde araştırmış olduğumuz SNP’lerin
(sırasıyla rs2279590, rs11136000 ve rs9331888 bölgelerinin) haplotip analizi

Haplotip Hasta Kontrol 2 p Değeri

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. TARTIŞMA

İlerleyici ve geridönüşümsüz bir nörodejeneratif hastalık olan Alzheimer

hastalığının (AH) genetik kökenini araştırmak üzere çok sayıda araştırma yapılmıştır.

AH’nin en yaygın görülen tipi olan geç başlangıçlı Alzheimer Hastalığı (GBAH) için

bugüne kadar yalnızca Apolipoprotein E (ApoE) geni 4 allelinin bir risk faktörü

olduğu saptanmıştır (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 ilişkili olabilecek diğer risk genlerinin

belirlenebilmesi için yoğun araştırmalar yapılmaktadır. Bu yoğun araştırmalar

sonucunda bugüne kadar çok sayıda aday gen belirlenmiştir (Grupe ve ark. 2007; Li ve

ark. 2008; Feulner ve ark. 2010; Lambert ve Amouyel 2011). Bu aday genler arasında

ön sıralarda yer alan clusterin (CLU) geni ve GBAH arasındaki ilişkiyi aydınlatmak

üzere çeşitli çalışmalar yapılmıştır. Bu çalışmalar sonucunda, CLU geninde görülen

bazı SNP’lerin GBAH ile ilişkisi olduğu belirtilmiştir (Zetzsche ve ark. 2010; Tanzi

2012; Bettens ve ark. 2013). Ancak CLU polimorfizmleri ve GBAH arasındaki ilişki ile

ilgili çelişkili sonuçlar da mevcuttur. Biz de bu çalışmada, CLU genine ait rs11136000,

rs2279590 ve rs9331888 bölgelerinde görülen tek nükleotid polimorfizmlerinin (SNP)

GBAH ile ilişkisini araştırdık.

Harold ve ark. 2009 yılında Amerika ve Avrupa’dan katılan çok sayıdaki hasta

ve sağlıklı kontrolden elde edilen örnekler ile gerçekleştirdikleri genom çapında ilişki

taraması ile (GWAS) ilk kez CLU polimorfizmleri ile GBAH arasında bir ilişki

olduğunu göstermiştir. Bu çalışma, Amerika ve Avrupa’dan 5,964 hasta ile 10,188

sağlıklı bireyin katılımı ile şimdiye kadar GBAH üzerine gerçekleştirilmiş olan en geniş

çaplı genetik çalışma olmuştur. Çalışma sonucunda, CLU geni rs11136000

polimorfizminin GBAH ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Harold ve ark. 2009). Aynı yıl

Fransa, Belçika, Finlandiya, İtalya ve İspanya’dan katılan 5,828 hasta ve 8,425 sağlıklı

kontrolden elde edilen örnekler ile GBAH üzerine gerçekleştirilen ikinci büyük GWA

çalışması ile CLU geni rs11136000, rs9331888 ve rs2279590 polimorfizmleri ile

GBAH arasında anlamlı bir ilişki olduğu bildirilmiştir (Lambert ve ark. 2009).

rs11136000 polimorfizmi ile GBAH ilişkisi, daha sonra yapılan başka bir GWA

çalışması ile de onaylanmıştır (Seshadri ve ark. 2010). Ayrıca, 2014 yılında Asya ve
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Avrupa kökenli bireyler üzerinde yapılan geniş çaplı bir meta-analiz çalışmasında CLU

geni rs2279590 polimorfizmi ve GBAH ilişkisi desteklenmiştir (Zhang ve ark. 2014).

Söz konusu çalışmalar ve CLU ile ilgili diğer bazı bulgular, CLU’nun hastalığa

katılan güçlü bir aday gen olduğunu ifade etmektedir. Ancak, diğer bir takım

çalışmalarda CLU polimorfizmleri ile AH riski arasında ilişki bulunamamıştır

(Golenkina ve ark. 2010; Guerreiro ve ark. 2010; Gu ve ark. 2011; Klimkowicz-

Mrowiec ve ark. 2013).

Özellikle Asya toplumlarında (Çin, Japon, Kore) yapılan çalışmalarda CLU geni

rs11136000, rs2279590 ve rs9331888 polimorfizmleri ile AH arasında ilişki açısından

farklı çalışmalarda çelişkili sonuçlar bildirilmiştir (Yu ve ark. 2010; Komatsu ve ark.

2011; Chen ve ark. 2012; Ma ve ark. 2011; Lu ve ark. 2014).

CLU geni varyantlarının görülme sıklıkları genetik olarak farklı ırk/etnik

gruplarda farklı olduğu için CLU geninin AH üzerindeki potansiyel etkisini göstermek

üzere farklı toplumlarda yapılacak çalışmalar önem taşımaktadır. Biz de bu

çalışmamızda, CLU geni rs 11136000, rs2279590 ve rs9331888 bölgelerinde görülen

SNP’ler ile GBAH arasındaki ilişkiyi araştırdık.

Çalışmamızda, rs11136000 ve rs2279590 bölgelerine ait genotip ve allel

dağılımları açısından hasta ve kontrol grupları arasında anlamlı bir fark bulunmadı.

rs9331888 genotip dağılımı açısından ise GG genotipinin hasta grubunda kontrollere

kıyasla, CC genotipinin de kontrol grubunda hastalara kıyasla istatistiksel olarak

anlamlı düzeyde daha sık bulunduğu, allel dağılımı açısından ise G allelinin hastalarda,

C allelinin de kontrollerde istatistiksel olarak yakın anlamlı şekilde daha sık

görüldüğünü saptandı. rs11136000 polimorfizmi ile ilgili söz konusu bulgularımız;

Rusya, Polonya ve Çin-Hun populasyonlarında gerçekleştirilmiş olan çalışma sonuçları

ile benzerlik göstermiştir (Golenkina ve ark. 2010; Yu ve ark. 2010; Ma ve ark. 2011;

Klimkowicz-Mrowiec ve ark. 2013; Lu ve ark. 2014). Ancak, GWA çalışmaları ve

Güney Çin toplumunda yapılmış olan bir çalışma sonuçları ile uyumlu değildir (Harold

ve ark. 2009; Lambert ve ark. 2009; Chen ve ark. 2012). rs2279590 polimorfizmi ile

GBAH arasında bir ilişki bulunmadığı şeklindeki sonuçlarımız; Çin’in Kuzey Hun ve

Güney Hun toplumlarında yapılan bazı çalışmalar ile uyumludur (Yu ve ark. 2010; Lu

ve ark. 2014). Ancak, Lambert ve ark.’nın GWA çalışması ve Zhang ve ark.’nın meta-

analiz çalışması ile farklılık göstermektedir (Lambert ve ark. 2009; Zhang ve ark. 2014).
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rs9331888 polimorfizmi ile GBAH arasındaki ilişkiyi gösteren bu bulgularımız; Yu ve

ark.’nın Kuzey Hun toplumunda rs9331888 bölgesi G allelinin hastalığa yatkınlığı

arttırdığını bildiren sonuçları ile uyumludur (Yu ve ark. 2010).

CLU geni polimorfizmleri üzerinde yapılmış olan bazı çalışmalarda genotip ve

allel dağılımları bakımından hasta ve kontrol grupları arasında anlamlı bir farklılık

bulunamazken, bazı h aplotiplerin hastalığa yatkınlığı arttırdığı gösterilmiştir. Biz de

çalışmamızda, CLU genine ait rs2279590, rs11136000 ve rs9331888 bölgelerinde

görülen SNP’lerin haplotip analizini gerçekleştirdik. “GCG” haplotipinin Alzheimer

hastalarında sağlıklı kontrollere göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde daha fazla

bulunduğunu gösterdik. Yu ve ark. ise aynı SNP’ler ile yaptıkları haplotip analizi

sonucunda “CGC” haplotipinin hastalık riskini arttırdığını göstermiştir (Yu ve ark.

2010).

ApoE 4 alleli, GBAH için şimdiye kadar bildirilmiş olan tek risk faktörüdür.

Çalışmamızda, 4 allelinin Alzheimer hastalarında, 2 allelinin ise sağlıklı kontrollerde

anlamlı derecede fazla olduğunu ve 4 allelinin hastalık için risk faktörünü 2,1 kat

arttırdığını gösterdik. Çalışmamızda ayrıca, ApoE genotipleri 4 allelini taşıyan ve

taşımayanlar olmak üzere gruplandırıldığında 4 alleli içermeyen genotiplerin sağlıklı

kontrollerde, 4 alleli içeren genotiplerin ise Alzheimer hastalarında istatistiksel olarak

anlamlı derecede daha fazla görüldüğünü bulduk. 4 allelini içeren genotiplerin;

kontrollerde %16,9, Alzheimer hastalarında ise %30,1 oranında bulunduğunu gösterdik.

Bu bulgularımız, çeşitli toplumlarda Alzheimer hastaları ve sağlıklı bireylerde 4

allelinin görülme sıklığı üzerine gerçekleştirilmiş olan meta-analiz sonuçları ile

karşılaştırıldığında; bu dağılımın Asya toplumlarına daha yakın olduğunu gözlendi

(Wand ve ark.2012).

Ayrıca çalışmamızda, GBAH ile ilişkili olduğunu göstermiş olduğumuz CLU

geni rs9331888 genotipleri ile ApoE 4 alleli taşıyan ve taşımayan hasta ve kontrol

örnekleri karşılaştırıldı. Bunun sonucunda, G allelinin 4 alleli taşımayan hastalarda

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde daha sık görüldüğü saptandı. 4 alleli taşıyan hasta

ve kontroller arasında ise istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık olmadığı görüldü. Bu

sonuçlarımız, Yu ve ark.’nın Çin Kuzey Hun toplumunda gerçekleştirmiş olduğu
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çalışmada aynı SNP allelinin ApoE 4 taşımayan hastalarda daha sık bulunduğunu

gösteren sonuçları ile benzerlik göstermektedir (Yu ve ark. 2010).

Her ne kadar yapılan genetik çalışmalar CLU geni varyantları ile GBAH

arasında bir ilişki olduğuna işaret etse de, CLU geni varyantlarının hastalık oluşumunu

nasıl etkilediği halen kesin olarak bilinmemektedir. Ancak clusterin’in çeşitli

çalışmalarla ortaya konan biyolojik özellikleri, onun AH patolojisi üzerinde koruyucu

etkileri olabileceğini göstermektedir.

ApoJ olarak da adlandırılan clusterin, beyinde daha fazla olmak üzere neredeyse

tüm memeli dokularında üretilen bir apolipoproteindir. Clusterin’in AH patolojisi ile

ilişkili olabilecek çeşitli özelliklere sahip olduğu gösterilmiştir. AH’da ekstraselüler

amiloid plakları ve nörofibril yumakları ile birlikte yer aldığı gösterilen clusterin’in,

esnek yapısı sayesinde AH patolojisine katılan A peptidine bağlanabildiği, böylece

amiloid plak oluşumu ve A’nın nöronlar üzerindeki toksik etkileri üzerinde önleyici

bir rol oynadığı in vitro ve in vivo çalışmalar ile gösterilmiştir (Nuutinen ve ark. 2009;

Yerbury ve ark. 2010; Charnay ve ark. 2012; Yu ve Tan 2012). Transgenik AH

modelleri, ApoE ve clusterin’in A temizlenmesine aracılık ettiğini göstermiştir. Bu

apolipoproteinlerin seviyesinde meydana gelen bir azalmanın, hem amiloid plaklarda

hem de BOS’ta A birikiminin artmasına yol açtığı bildirilmiştir (Cole ve Ard 2000;

DeMattos ve ark. 2004; Nilselid ve ark. 2006). Clusterin ayrıca, ApoE ile birlikte lipid

transportuna katılır (de Silva ve ark. 1990), nöron apoptozunu önler (Zhang ve ark.

2005) ve nöron koruyucu TGF- sinyalini güçlendirir (Nuutinen ve ark. 2009). Yapılan

çalışmalarda clusterin proteininin, Alzheimer hastalarının beyin-omurilik sıvısında

(BOS) önemli derecede arttığını gösterilmiştir (Nilselid ve ark. 2006; Sihlbom ve ark.

2008).

Türk toplumunda yapılmış olan çalışmamızda, CLU geni rs9331888 bölgesi G

allelinin hastalık riskini arttırdığı, C allelinin ise koruyucu özelliği olduğu saptanmıştır.

Ayrıca sonuçlarımız; sırasıyla rs2279590, rs11136000 ve rs9331888 bölgeleri için

“GCG” haplotipininin Alzheimer hastalığı riskini arttırabileceğini göstermiştir. CLU

geni rs9331888 G allelinin ApoE 4 alleli taşımayan hasta grubunda kontrollere kıyasla

anlamlı düzeyde daha fazla görülmesi, CLU geninin ApoE geninden bağımsız olarak

hastalık gelişiminde rolü olabileceğini veya hastalığa yatkınlık sağlayabileceğine işaret

etmektedir.
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Çalışmamız, Türk toplumunda CLU geni polimorfizmleri ile GBAH arasındaki

ilişkiyi araştıran ilk çalışma olmakla birlikte, çalışmamızda değerlendirilen hasta ve

kontrollere ait örnek sayısının kısıtlı oluşu nedeniyle örnek sayısının arttırılmasıyla

yapılacak olan çalışmalar CLU geni polimorfizmleri ile GBAH arasındaki ilişkiyi

aydınlatmada yararlı olacaktır. CLU polimorfizmleri ve GBAH arasındaki biyolojik

ilişkiyi belirlemek üzere bundan sonra yapılacak deneysel çalışmalara gerek vardır.
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FORMLAR

Bilgilendirilmiş Gönüllü Olur Formu

Bu çalışma bir moleküler genetik çalışmasıdır. Çalışmada Alzheimer Hastalığı

ile ilişkili olduğu bildirilen CLU (Clusterin) geninin polimorfizmleri araştırılacaktır. Bu

nedenle hastaya ve hasta yakınına genetik yapısının inceleneceği anlatılacaktır. Çalışma

için hastadan bir defaya mahsus olarak kan alınacaktır. Kan alma işlemi hasta açısından

bir risk taşımamaktadır. Çalışmada hastanın ismi gizli tutulacaktır. Çalışma aşamasında

ve çalışma sonlandırıldıktan sonra hasta bireyin tedavisi kesintisiz olarak devam

edecektir. Kabul edilmesi halinde hasta ve hasta yakınları bilgilendirilmiş ve onayları

alınmış olacaktır. Hastaya herhangi bir madde verilmeyecek ve ayrıca hastadan

herhangi bir maddi katkı talebi olmayacaktır.
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