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ETiK BEYAN

Bu ¢alismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kuralar ¢ercevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifar yapmadigimi,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin
kaynak gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Dr. Ogr. Uyesi Ebru
ERZURUMLUOGLU GOKALP danismanliginda tarafimdan iiretildigini ve Eskisehir
Osmangazi Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Y&nergesine gore

yazildigini beyan ederim.

Aysegiil AKBAS



OZET

Bashk: Alzheimer ve Vaskiiler Demans Tanisinda miRNA-29a ve miRNA-
31’in Biyobelirte¢ Olarak Degerlendirilmesi

Amag: Alzheimer ve vaskiiler demans, en yaygin goriilen iki demans tlridir
ve ayirict tanisinda klinik olarak zorluk yasanmaktadir. Bu nedenle non-invaziv
biyobelirtec arayislar1 stirmektedir. Farkli dokularda ifade edilebilen mikroRNA’larin
sinaptik diizenin korunmasiyla nérodejenerasyon (zerindeki dizenleyici etkisinin
anlagilmast nodrodejeneratif hastaliklar icin potansiyel tani1 araclari olarak
gorilmektedir. miR-29a, sinaps olusumu ve ndrogenez tzerinde etki gostermektedir.
miR-31, inflamasyon ve ndronlarin 6liimiiyle nérodejenerasyona sebep olmaktadir. Bu
dogrultuda miR-29a ve miR-31’in vaskiiler demans, Alzheimer ve kontrol olgularinda
incelenmesi, farkliliklarinin belirlenerek tanisal olarak kullanilabilirliginin tespit

edilmesi amaclanmustir.

Yontem: Calismamizda, 30 Alzheimer Hastaligi, 30 vaskuler demans tanisi
almis ve yasla uyumlu 30 kontrol bireyinden alinan serum 6rneklerinde Real Time
PCR yontemi ile miR-29a ve miR-31’in ekspresyon seviyeleri incelenmis ve

biyobelirtec olarak kullanilabilirligi degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismamizda gruplar arasinda serum 6rnekleri karsilagtirildiginda
miR-29a ekspresyon seviyesinde anlamli farklilik gézlenmemistir (p>0,05). miR-31
ekspresyon seviyelerinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gozlenmistir (p=0,01). miR-31 ekspresyon seviyelerinin Alzheimer grubunda diger
gruplara gore anlamli derecede arttig1 gézlemlenmistir (p=0,017, p=0,046). Vaskiiler
demans ve kontrol grubu arasinda ise miR-31 ekspresyon seviyesi istatistiksel olarak

anlamli farklilik g6zlemlenmemistir (p=1).

Sonug: Hasta gruplari ve kontrol grubu bireyleri karsilastirildiginda miR-29a
ifadesi tek basina anlamli bulunmazken, miR-31’in ifadesi anlamli bulunmustur. Bu
iki miRNA’nin ifadeleri birlikte degerlendirildiginde miR-29a ve miR31’in Alzheimer
ve vaskiiler demans grubu ayn1 zamanda Alzheimer ve kontrol gruplar arasinda orta
tanisal dogrulukta ayirt edici bir parametre olarak kullanilabilecegi fakat bu
hastaliklarin tanisinda biyobelirtec olarak kullanilmak i¢in henliz yeterli olmadiklarini

diistindiirmektedir.



Anahtar kelimeler: Alzheimer, Vaskiler demans, miRNA, Biyobelirteg



SUMMARY

Title: Evaluation of miRNA-29a and miRNA-31 as Biomarkers in the Diagnosis of

Alzheimer’s and Vascular Dementia

Objective: Alzheimer's and vascular dementia are the two most common types
of dementia, and their differential diagnosis is clinically difficult. Therefore, the search
for non-invasive biomarkers continues. miR-29a has effects on synapse formation,
regulation and neurogenesis. miR-31 causes neurodegeneration with inflammation and
death of neurons. In this direction, it was aimed to study miR-29a and MIR-31 in
vascular dementia, Alzheimer's and control cases and to determine their differences
and to determine their diagnostic usability.

Method: In our study, expression levels of miR-29a and miR-31 were
examined by Real Time PCR method in serum samples taken from 30 Alzheimer's
Disease, 30 vascular dementia and 30 age-matched control individuals, and their
usability as biomarkers was evaluated.

Results: When the serum samples of the Alzheimer and vascular dementia
patient group and the control group were compared, no significant difference was
observed in the expression level of miR-29a (p>0.05). miR-31 expression levels were
examined and statistically significant difference was observed between the groups
(p=0.01). It was observed that miR-31 expression levels were significantly increased
in Alzheimer's patient group compared to vascular dementia and control groups
(p=0.017, p=0.046). No statistically significant difference was observed between the
vascular dementia and control groups in terms of miR-31 expression level (p=1).

Conclusion: Inthe comparison of Alzheimer's disease, vascular dementia, and
the control group, it was observed that the expression difference of miR-29a and miR-
31 was detected and their ability to differentiation between the patient and control
groups as biomarkers was low. This suggests that they are not sufficient to be used as

a potential non-invasive biomarker in the diagnosis of diseases.

Keywords: Alzheimer, Vascular dementia, miRNA, Biomarker
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer; bilissel bozukluk, bellek kaybi, dil sorunlar1 semptomlar1 ile
karakterize olan ileri yaslarda goriilen demanslarin en sik formudur. Tiim demans
vakalarinin % 50-70’ni olusturmaktadir. Hastaligin prevalansi 60 yas iizerinde % 6-
10, 80 yas iizerinde %30-47’dir. Hastaligin patolojisinde norofibriler yumaklar ve
amiloid plaklar rol oynamaktadir. Bu iki temel patolojik bulgu, sinaps ve noron
kaybmma yol acarak beyinde belirgin bir atrofi olusturmaktadir. Norofibriler
yumaklarin temel bileseni hiperfosforile tau proteinidir. Baglanma yetenegi bozulan
mikrotbdller zaman icerisinde ndorofibriler yumaklar halinde birikmeye
baslamaktadir ve hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Amiloid plaklar ise amiloid
prekursor protein (APP)’ nin proteolitik kesimi ile olusmaktadir. Erken baslangich
Alzheimer otozomal dominant olarak kalitilir ve iligkili genler APP, PSEN1 ve
PSEN2’dir. Geg baslangi¢li Alzheimer hastaliginda risk faktorleri etkilidir ve basta
APOE olmak tzere PICALM, CLU, CR1, BIN, ABCA7, MS4A, EPHA1, CD33,
CD2AP, SORL1 gibi bir ¢cok gen rol oynar. Alzheimer hastaliginin % 85-90 oraninda
klinik tanisin1 koymak miimkiindiir. Hentiiz kesin bir tedavisi yoktur, bunun i¢in etkin

ilaglar gelistirilmektedir (Ozpak vd., 2017).

Vaskiiler demans; beyinde kan dolasimi bozuklugundan dolay1r beyin
dokularinin hasar gérmesi ve dlmesiyle olusan demans tiiriidiir. Alzheimer’dan sonra
en sik goriilen demans tipidir. Genellikle 65-75 yas arasinda ortaya cikar fakat daha
gen¢ yasta da goriilebilmektedir. Hastaligin patolojisinde, vasoregilator
mekanizmalarda meydana gelen kan akis1 artis1 ve hemodinamik degisiklikler yer
almaktadir. Bu faktorler, bazal 6n beyini etkileyerek noral aktivasyonun degismesine
neden olmaktadir. Vaskiiler demansin genetik temeli ile ilgili yapilan ¢alismalar azdir.
Genetik temeli konusunda yapilan caligmalar tek gen islev bozukluklariin vaskiiler
demansin gelismesinde rol oynadigini bulmuslardir. Bu tek gen islev bozukluklar
NOTCHS3, GLA, COL4A1-A2, HTRAL, TREX1 genlerinde meydana gelmektedir.
Hasar gormiis beyin bolgelerinin onarilmasi miimkiin olmasa da hedefli bir tedavinin

hastalik siirecine olumlu etkileri vardir (Ikram vd., 2017).

MikroRNA (miRNA), gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan 19-23
niikleotid igeren kiiclik protein kodlamayan RNA’lardir. miRNA’larin hiicre

proliferasyonu, apoptoz ve hiicre farklilagsmasi gibi bir¢ok biyolojik siireci diizenleme



potansiyeli bulunmaktadir. Hiicre i¢inde ve serum, plazma, idrar, siit gibi diger viicut
stvilarinda bulunmaktadir (Gareev vd., 2021). miRNA'lar, beyinde bol miktarda
eksprese edilmekte ve noronal farklilasma, néronal plastisitede kilit rol oynamaktadir.
Bazi miRNA'lar daha ¢ok hipokampus ve kortekste eksprese edilir, bu da 6zellikle
sinaptik plastisite ve hafiza olusumunda rol oynayan diizenleyici aga dahil
olabilecegini diisiindiirmektedir (Viswambharan vd., 2017). Bu diizenlemelerde yer
alan miRNA’lar ve ifadelerindeki herhangi bir degisiklik demans patoloji iizerinde
onemli etkilere neden olabilmektedir. Ozellikle sinaptik fonksiyonlardaki bozukluklar
tim demans vakalarinda en yaygin etkendir ve belirli miRNA’larin bu fonksiyonlar
tizerinde etkili oldugu diistiniilmektedir (Ramakrishna vd., 2019). miR-29a’nin ifadesi
norit kok hiicreleri etkilemektedir ve sinaps olusumu, sinapslarin diizeni lizerinde etki
gostermektedir (Ma vd, 2020). miR-31 ifadesi, inflamasyon ile oksidatif stresin ortaya
cikmasinda ve ndrodejenerasyon sonucu noronlarin 6limi ile iligkilidir. miR-31’in
ifadesinin yliksek olmasi Af proteinlerinin hiicre ic¢i birikimi azalttigt boylece
noropatoloji tzerinde iyilestici etkisinin oldugu goriilmektedir (Barros- Viegas vd.,
2020).

Alzheimer hastalig1 ve vaskiiler demans ile ilgili ayr1 ¢alismalarda biyobelirteg
olarak kullanilabilecek ¢ok sayida miRNA tanimlanmis olsa da, bu iki hastalig1 tanisal
olarak ayirabilen bir biyobelirte¢ olabilecek miRNA arayis1 son donemlerde 6nem
kazanmistir. Literatlirde simdiye kadar yapilan ¢aligmalar tarandiginda miR-29a ve
miR-31’in Alzheimer ve vaskiiler demans ekspresyon farklilig1 gosterdigi sonucuna
vartlmistir. Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda miR-29a ve miR-31"in vaskiiler
demans, Alzheimer ve kontrol olgularinin serum Orneklerinde incelenmesi ve
ekspresyon farkliliklarinin belirlenerek tanisal olarak kullanilabilirliginin tespit

edilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Demans

Demans; Latince “’mens’’ kokinden gelen bellek kaybi, 6grenme gligliigii, akil
yiiriitme, yargilamada problemler ile karakterize olan ve zihinsel becerilerde giderek
artan bozulmayla birlikte kiginin giinliik hayatini1 bagimsiz yiiriitmede giigliik yasamasi
halidir (Gustafson vd.,1996). Yasa bagli ilerleyen demans, epidemiyolojik tahminlere
gore her gecen yil popiilasyonda katlanarak artmaktadir ve diinya ¢apinda 6nemli bir
halk saglig1 sorunu haline gelmektedir (Livingston vd., 2020). Demansa yol acabilecek

cok sayida ¢evresel ve genetik risk faktorii meveuttur (Kua vd., 2014).
2.2. Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastaligi, merkezi sinir sisteminin ¢esitli kisimlarinda ndéron ve
sinaps kayiplar1 nedeniyle ortaya ¢ikan, yiiksek entelektiiel islevin giderek bozulmasi,
0z bakim yetersizlikleri, ¢esitli ndropsikiyatrik ve davranigsal bozukluklar ile kendini

gosteren progresif nérodejeneratif bir hastaliktir (Khan vd., 2020).

Ik olarak; bilissel diizensizlik, haliisinasyonlar ve degisken davranislara sahip
Aguste Deter’in 1901 yilinda hastaneye basvurusu ve ardindan 1906 yilindaki
Olimiiyle birlikte Alois Alzheimer’in bu siirecte yapmis oldugu caligmalarla
tanimlanmistir.  Alois  Alzheimer, postmortem ¢aligmalarinin  ndropatolojik
degerlendirmesi sonucunda kortikal hiicre kiimelerinde belirli degisiklikler oldugunu
gozlemlemis ve ‘serebral korteksin kendine 6zgii bir hastalifi’ olarak bulgularini

bildirmistir (Lopez vd., 2019).

Alzheimer hastaligl demansin en yaygin tiirii olup tiim demans vakalariin
yaklasik % 60-70’ini olusturmaktadir. Alzheimer hastalig1 prevelansi diinya genelinde
oldukea yiiksektir ve mevcut tahminler yillar iginde niifusun yaslanmasiyla birlikte bu
oranlarin artacagi ve 2050’11 yillarda ii¢ katindan fazla olacag yoniindedir. Kadinlarda
erkeklere gore daha yaygin goriilmektedir ve yaklasik iki kati prevelansa sahiptir.
Hastalik ilk olarak sozel hafizada eksiklik ile ortaya ¢ikmaktadir. Ardindan gorsel-
uzamsal beceri, yiiriitiicii islev yeteneklerinde azalma ile ilerlemektedir. Bu biligsel
bozulma evreleri ve ilerleme sureleri bireylerde farklilik gostermektedir (Zhang vd.,
2021).



2.2.1. Alzheimer hastahg patolojisi/ patogenezi

Alzheimer hastalii, patogenezini pek ¢ok faktdriin etkileyebildigi
multifaktoriyel bir hastaliktir. Hastaligin patogenezinde rol oynayan en oénemli
etiyolojik faktdrler yas ve genetik yatkinliktir. inflamasyon, toksik maruziyet,
travmatik beyin hasar1 da bilinen diger etiyolojik faktorler arasinda yer almaktadir.
Bunun yani sira vaskiiler, psikolojik, psikososyal ve demografik risk faktorlerinin
hastaligin patogenezi ve sonuglarmin klinik yansimasi iizerinde etkili olduklari

bilinmektedir (Tiwari vd., 2019).

Alzheimer hastaligi patolojisini olusturan iki 6nemli mekanizma oldugu
diistiniilmektedir. Bunlar; intraseliiler alanda biriken AP plaklar1 ve ekstraseliiler
alanda biriken hiperfosforile Tau proteinidir (Sekil 2.1.). Normal yaslanma siirecinde
beynin neokorteks bolgesinde plaklar, limbik sistemde nérofibril yumaklarin olusumu
gozlenmektedir. Alzheimer hastaliginda ise bu yapilar amigdala, hipokampus ve
neokorteks basta olmak lizere beynin ¢esitli bolgelerine ilerlemektedir ve bdylece
normal yashilik siireci hafif biligsel bozukluk ve Alzheimer hastalig1 ile sonuglanmasi

beklenmektedir (Lane vd., 2018).

Norofibril yumaklar ve amiloid plaklar, sinapslar arasi baglantinin bozulmast,
noron kaybi ve Oliimiine sebep olmaktadir. 1992 yilinda Hardy-Higgins, ‘’amiloid
kaskad hipotezini’’ 6ne siirmiistiir. Bu hipoteze gore; Alzheimer hastaligi beyinde
amiloid birikimi ile baglamaktadir. Ap peptidler, ndrotoksik amiloid fibriller halinde
birikmektedirler ve amiloid plaklari olusturmaktadirlar. Ayrica tau proteini birikimi
gorulmektedir. Bu birikimler sinaptik kayip ve biligsel gerileme ile sonuglanmaktadir.

Bu hipotez hala giincelligini korumaktadir (Riscado vd., 2021).
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Sekil 2.1. Alzheimer Hastaligi Patogenezi (Riscado vd., 2021)

2.2.1.1. Amiloid plaklar

Ilk olarak 1984 yilinda tanimlanan amiloid plaklar, beynin farkli bolgelerinde
birikerek norodejenerasyon ve hiicre Oliimiine sebep olmaktadir (Long vd.,2019).
Amiloid plaklarin ana bileseni olan AP (amiloid beta protein), B-amiloid 6ncu
proteininin  (APP) proteolitik kesimi sonucu olusmaktadir. Amiloid 40-42
aminoasitten olusan AP, a, B ve y sekretaz olmak tlizere farkli proteolitik enzimlerle

kesime ugramaktadir (Oztiirk vd., 2009).

APP, normal bélinme slrecinde o-sekretaz ile kesilmektedir. o-sekretaz
APP’yi orta kismindan kesmektedir. Bu kesimden sonra ekstraseluler protein olan
sAPPa salinmaktadir. sAPPo’nin noral kok hiicre ¢ogalmasi, sinaptik plastisite,
ogrenme ve hafiza ile iliskili oldugu bilinmektedir. Alzheimer hastaliginda o- sekretaz
ile kesimin inhibe edildigi ve yoriingenin degiserek B ve y-sekretaz yollarina ayrildigi
diisiiniilmektedir (Sery vd., 2013).

Alzheimer hastaliginin olusumunda ise f-sekretaz ve y sekretaz ile kesim
gerceklesmektedir. APP, C terminaline yakin transmembran alana sahip B-sekretaz 1
(BACE1) tarafindan pargalanmaktir ve C99 fragmani serbest hale gelerek sAPPJ
fragmani olugmaktadir. B-sekretaz ile kesim Ap’nin N terminusunda gergeklesen hiz

siirlayici bir basamaktir (Tiwari vd., 2019).



Bir sonraki basamakta y sekretaz kompleksi C99 fragmanina baglanmakta ve
kesimi gergeklesmektedir. y sekretaz kesimi ile C terminalde degisiklikler
olusmaktadir. Bu degisiklikler sonucu normal form AB-40 ve izol6sin ile alaninin dahil
edildigi AB-42 olusmaktadir. Bu polimerler plak olusumu ve norotoksiteye sebep
olmaktadirlar. AB-40, 40. pozisyondaki bolinmeye denk gelmektedir ve en cok
bulunan formdur. AB-42, 42. pozisyondaki boliinmeye denk gelmektedir ve AB-40’a
gore daha uzun, hidrofobik ve daha az miktarda bulunmaktadir. Bu nedenle daha
norotoksik ozellik gdstermektedir ve Alzheimer hastaligina sahip bireylerde daha sik

g6zlenmektedir (Tiwari vd., 2019).
2.2.1.2. Norofibril yumaklar

Norofibril yumaklar, Tau proteinin hiperfosforilasyonu sonucu olusan
yapilardir. Tau, mikrotiibiil iliskili protein (MAP) ailesindendir ve MAPT geni
tarafindan kodlanir. Mikrotiibiil polimerizasyonu ve stabilizasyonu, hiicre iskeletinin
korunmasi ve aksonal transportu diizenlemektedir. Tau proteini mikrotiibiil olusumu
amactyla sahip oldugu mikrotiibiil baglayic1 alana tiibilin baglamaktadir ve

mikrotiibiiller arasinda koprii gérevi gorerek bir ag olusturmaktadir (Sery vd., 2013).

Tau proteini; fosforilasyon, asetilasyon, glikolizasyon vb. pek cok post-
translasyonel siiregten gecmektedir. Normal beyin isleyisinde Tau proteinin
fosforilasyonu ve defosforilasyonu bir denge i¢inde gerceklesmektedir. Bu denge
hiperaktif kinazlar veya hipoaktif fosfatazlarin aktivitelerinin degismesiyle

bozulmakta ve artmis fosforilasyonla sonu¢lanmaktadir (Harrington vd., 2012).

Hiperfosforilasyon sonucu mikrotiibiillerin baglanma yetenekleri bozulmaya
baslamaktadir. Normalde oligomerler ve fibriller halinde toplanan Tau proteini
cozillemeyen ¢ift sarmalli filamentlere polimerize olarak norofibril yumaklar
olusturmaktadirlar. Olusan bu yumaklar sitozolde birikmekte ve sinaptik iletisim,
aksonal transport, noral plastisiteyi etkileyerek hicrenin kademeli olarak
dejenerasyonuna neden olmaktadir. Tau patolojisinin uzun siireli birikimi tek bir
bolgeye sinirli kalmadan entorinal kortekse yayilmis halde gozlenmektedir. Braak

evrelemesinin temelini olusturmaktadir (Khan vd., 2020).
2.2.1.3. Alzheimer hastaliginin patogenezinde rol oynayan diger mekanizmalar

Amiloid plak ve nérofibril yumaklarin olusumunda veya progresyonunda etkili

oldugu diisiiniilen pek cok mekanizma mevcuttur.
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Sinaptik plastisitenin korunmasinda norotransmitterler kilit rol oynamaktadir
ve bunlarin basinda da glutamat gelmektedir. Glutamat/glutamin metabolizmasinda
meydana  gelebilecek  bir  diizensizlik, noronlarin  depolarizasyonuyla
sonuclanmaktadir. Astrositlerde yer alan noradrenerjik reseptorler Ogrenme ve
hafizay1 gelistirmektedir. Alzheimer hastalig1 olan bireylerde serotonerjik néron kaybi
gozlenmektedir. Ayrica GABAerjik ndronlarin  diizensizligi sinaptik hasarla
sonuglanarak Alzheimer hastaliginin olusumunda etkinlik géstermektedir (Khan vd.,

2020).

Cogu hormonun bu siireglerin olusumunda etkili oldugu goriilmektedir.
Ornegin, diisiik kortikotrofin salgilayan hormon (CRH) seviyelerinin degisikligi ve
buna bagl iliskili oldugu Anjiyotensin II seviyelerinin yiiksekligi APP’nin etkinligini
bozarak diizensiz bolinmeye sebep olabilmektedir. Dilizensiz bélinmeler sonucu
biriken AP ve tau proteinleri sinaptik plastisitenin bozulmasi ve néronlarm 6liminde

rol oynamaktadirlar (Rehman vd., 2002).

Mikroglialar, noéronal plastisitenin kurulmasi ve sinapslarin yeniden
sekillenmesinden sorumludurlar. Etkinlikleri immiin yanit olusturan proteinlerin
birikimiyle gerceklesmektedir. inflamatuar sinyalizasyonun diizenlenmesinde rol
almaktadirlar. Mikroglial aracili fagositozun azalmasiyla, amiloid proteinlerin
etkinliginin arttigi ve birikerek plaklar olusturdugu gozlenmektedir. Akut
inflamasyonun ise koruyucu etkisi gozlenmektedir. Mikroglialarin olgunlagmasi gibi
diizenlemelerden sorumlu olan mikrobiyomun da bagirsak ve beyin arasindaki
etkilesimlerin Alzheimer hastalig1 patogenezinde yer aldigi bildirilmektedir (Abdel-
Hag vd., 2019). Bagirsak mikroflorasi kan beyin bariyerini gecebilmekte ve serotonin,
GABA olusumlarinda rol almaktadir. Ayn1 zamanda beyinde birikerek inflamatuar
kaskatin baglamasina sebep olmaktadir. Inflamatuar kaskadin baslamasiyla amiloid

birikimi ve Alzheimer hastalig1 olusumu goriilmektedir (Heneka vd., 2015).

Metal iyonlarmin AP plaklarina baglanmasi, oksidatif strese yol agmaktadir.
Bunun sonucunda ROS (reaktif oksijen tiirleri) asir1 ifade edilmektedir. Mitokondrinin
gecirgenligi degisiklige ugrayarak inflamasyon ve dejenerasyon sonucu Alzheimer

hastalig1 gézlenmektedir (Armstrong, 2019).

DNA metilasyonu, histon asetilasyonu, kodlamayan RNA’larin olusturdugu

epigenetik mekanizmalar da hafiza olusumu ve korunmasinda rol oynamaktadirlar. Bu



mekanizmalarda meydana gelen ifade degisiklikleri noronal plastisitenin bozulmasina

sebep olmaktadir (Landgrave-Gomez vd., 2015).

Uyku bozuklugunda, beyin omurilik sivisinda artmis AP42 ifadesi ve artmis
amiloid plak birikimi goézlenmektedir. Uyku bozuklugu sonucunda olusan dikkat
eksikligi, bellek bozulmasi gibi semptomlarin varligi da Alzheimer hastalig

patolojisinde etkili oldugunu gostermektedir (Ju vd., 2014).

Serebrovaskiiler hastaliklar, beyaz cevherde protein birikimiyle biligsel
bozukluga sebep olabildiginden 6nemli bir vaskiiler risk faktoriidir (de Bruijin vd.,
2014).

2.2.2. Alzheimer hastah risk faktorleri

Alzheimer hastalig1 patolojisi lizerine pek ¢ok risk faktorii etki etmektedir.
Risk faktorlerini bilmek ve anlamak hastalarin klinik takibi ve tedavinin belirlenmesi

bakimindan 6nemlidir (Armstrong, 2019).

Vaskauler risk faktorleri: Sigara ve alkol tiikketimi, Alzheimer hastalig riskini
artirmaktadir. Ozellikle fazla alkol tiiketiminin hastalik riskini ii¢ kat artirdig
bilinmektedir (Eratne vd., 2018). Kilo kontrolii ve obezite, ge¢ baslangi¢li Alzheimer
hastalig1 i¢in yiiksek risk tasimaktadir. Antioksidanlar bakimindan zengin olan
Akdeniz diyeti uygulamanin hastalik {izerinde koruyucu etkisinin oldugu
gozlenmektedir (Alford vd., 2018). Hipertansiyon ve yiksek kolesterol, Alzheimer
hastalig1 riskini oldukca arttirmaktadir ve antihipertansif tedavi sonucunda AD
noropatolojisi Gzerinde olumlu etkiler gortlmektedir (Girouard vd., 2006). Diyabet,
glukoz toleransinin bozulmasi sonucu noérodejeneratif farkliliklar gozlenmekte ve
Alzheimer hastaligi ile iligkili oldugu disiintilmektedir (Alford vd., 2018). Serebral ve
kardiyovaskiiler hastaliklar, beyinde meydana gelen enfarktisler ve beyaz cevher
diizensizliginin sonucudur ve Alzheimer hastalik riskini 6nemli 6lgiide artirmaktadir
(de Bruijin vd., 2014).

Psikososyal risk faktorleri: Yiiksek egitim diizeyi ve sosyoekonomik stati,
sosyal g¢evre ile etkilesim, diizenli fiziksel ve zihinsel aktivite gibi faktorlerin
Alzheimer hastaligi iizerinde olumlu etkisi bulunmaktadir (Eratne vd., 2018).
Depresyon, Alzheimer hastaligi gelistirme de oldukga risk tasiyan bir faktordiir
(Armstrong, 2019)



Genetik faktorler: Yas ile iliskili olarak pek ¢ok genetik faktoriin Alzheimer
hastaliginin patolojisinde etkili oldugu bilinmektedir (Reitz vd., 2011).

2.2.3. Alzheimer hastah@inda rol alan genetik faktorler

Alzheimer hastalig1 yasa bagli olarak iki sinifa ayrilmaktadir. 65 yasindan 6nce
goriilen tiirii ‘erken baslangiclt Alzheimer hastalig1’, 65 yasindan sonra goriilen tiirii

‘gec baslangigli Alzheimer hastaligi’ olarak adlandirilmaktadir (Reitz vd., 2011).
2.2.3.1. Erken baslangich Alzheimer hastalig

Erken baslangicli Alzheimer hastaligt (EBAH) tim Alzheimer hastaligi
vakalarinin yaklagik %5-10unu olusturmaktadir. EBAH da ilk semptomlar 30-40’11
yaslarda hafiza bozukluguna eslik eden afazi, apraksi, motor disfonksiyon gibi klinik
ozelliklerle ortaya ¢ikmaktadir. Gorsel ve dil disfonksiyon fenotipleri EBAH’da daha
yaygin goriilmektedir. EBAH 1n genetik formu mendel kalitim paterniyle uyumludur
ve otozomal dominant olarak kalitilmaktadir. EBAH temelde APP (‘amiloid prekursor
protein), PSEN1 (presenilin 1), PSEN2 (presenilin 2)’ de meydana gelen
mutasyonlarla ortaya ¢ikmaktadir (Ayodele vd., 2021). EBAH’da rol oynayan genler
Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. EBAH’da rol oynayan genler

Gen Sembolu Kromozom Lokusu | Kalitim Tipi Baslangi¢
Yas1
APP (Amiloid | 21g21.1- 21921.3 Otozomal Dominant 45- 60

Prekirsor Protein)

PSENL1 (Presenilinl) 14924.3 Otozomal Dominant 30-50

PSEN2 (Presenilin2) 1931- g42 Otozomal Dominant 35-70

APP (Amiloid Prekursor Protein): Alzheimer hastaligi ile iliskisi tanimlanan
ilk gen olan APP geni, kromozom 21q21.1- 21g21.3 bolgelerine lokalize 18 ekzon
iceren tip I transmembran bir proteindir. Ekson 16 ve 17 tarafindan A proteini
kodlanmaktadir. AP, farkli sekretazlar (a-, B- ve y-Sekretazlar) tarafindan sirayla
boliinme iglemlerinin ardindan olusturulmaktadir (Giri vd., 2016; Konig vd., 2021).



APP geninde meydana gelen mutasyonlar, APP’nin farkli sekretazlar tarafindan
kesimine sebep olarak AP proteinin hatali islenmesine neden olmaktadir. Hatali
islenme, 40 ya da 42 aminoaside sahip AP proteinlerinin hiicre disinda birikimine
neden olmakta ve Alzheimer hastaliginin temel patolojisini olusturmaktadir (Ayodele
vd., 2021). Cogunlugunu yanlig anlamli mutasyonlarin olusturdugu 120°den fazla APP
mutasyonu tanimlanmaktadir. Bu mutasyonlar genel olarak AP dizisinde veya
cevresindeki boliinme bolgelerinde gergeklesmektedir ve sinapslara zarar vermektedir.
APP mutasyonuna sahip bireyler ¢ogunlukla 45-60 yaslarinda klinik semptom
gostermektedir (Cacace vd., 2016).

PSENL1 (Presenilin 1): Alzheimer hastaligi ile iligkisi tanimlanan diger bir gen
olan PSEN1, kromozom 14q24.3’¢ lokalize 467 aminoasitten olusan transmembran bir
protein olan PSENI’i kodlamaktadir. y-sekretaz kompleksinin kilit (yesi olan
PSEN1‘in N-terminal bolgesi hidrofiliktir ve C-terminal bolgesi hiicre disi alandadir.
APP’nin kesimi ve A fragmanlarinin olusumunda gorevlidir. APP’nin islenmesinde
B-sekretaza eslik eden y-sekretaz ile AB40 ve AB42’nin birikmesine neden olmaktadir.
PSEN1 fonksiyonu, mutasyonlar sonucunda degiserek farkli amiloid peptid
olusumuna ve birikimine neden olmaktadir. Normalde AP40/42 belirli bir oranda
uretilirken meydana gelen mutasyonlarla bu oran degismektedir. AP42 seviyesi
normalden fazla iretilirken AB40 seviyesi normalden daha az uretilmekte ve denge
bozulmaktadir (Bagaria vd., 2022; Giri vd., 2022). Simdiye kadar 200’den fazla
patojenik mutasyon tanimlanmaktadir. Bu mutasyonlarin birkagi1 delesyon-insersiyon
olmak tizere biiylik ¢ogunlugu yanlis anlamli mutasyonlardir ve yarisindan fazlasi 5,
6, 7 ve 8. ekzonlarda meydana gelmektedir (Cruts vd., 2012). PSEN1 mutasyonlarina
sahip bireylerde Kklinik semptomlar 30-50 yaslarinda kendilerini gostermeye
baslamaktadir ve normal Alzheimer hastaliginda goriilen semptomlara ek olarak
konusma bozuklugu, sanri, ilgisizlik, davranigsal semptomlar daha sik goriilmektedir

(Cacace vd.,2016; Bagaria vd., 2022).

PSEN2 (Presenilin 2): Presenilin 2 (PSEN2) geni, kromozom 1q31- g42
uzerine lokalize 448 aminoasitten olusan bir transmembran protein olan PSEN2’yi
kodlamaktadir. y-sekretaz kompleksinin 6nemli bir diger komponentidir. PSEN1
geniyle % 66 oraninda homolojiye sahiptir. PSEN2 mutasyonu da PSENI
mutasyonlart gibi APB40/42 arasindaki dengenin bozulmasina neden olmaktadir.

PSEN2 tarafindan daha az amiloid peptid iretildigi gozlenmektedir. PSEN2
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mutasyonlart daha nadir gorulmektedir, simdiye kadar 80’den fazla patolojik
mutasyon tanimlanmaktadir. PSEN2 ayrica ekstraseliiler sinyalleri dlzenleyen
kinazlara baglanarak ROS aracigiyla B-sekretaz aktivitesini artirmaktadir. PSEN2
mutasyonuna sahip bireylerin klinik semptom gésterme yas1 35-70 arasinda genis bir
yelpazeye sahiptir, bu nedenle spektrumu belirlemek zorlagsmaktadir (Cacace vd.,
2016; Giri vd., 2022).

2.2.3.2. Geg baslangich Alzheimer hastaligi

Geg baslangicli Alzheimer hastaligi (GBAH) Alzheimer hastaligina sahip
vakalarin yaklagik % 95’ini olusturmaktadir. GBAH 1n klinik 6zelliklerinde en sik
epizodik hafizada belirgin bir zayiflama goriilmektedir. Bununla birlikte akil ylritme
islevinde bozukluk, dil ve gorsel uzamsal yeteneklerin kayb1 da diger belirgin klinik
Ozellikleri arasinda yer almaktadir. Hastaliga ayrica sinirlilik hali, depresyon,
anksiyete gibi duygu durum bozukluklari da eslik edebilmektedir (Rabinovici, 2019).
GBAH genetik ve gevresel faktorlerin etkisinin goriildiigii multifaktoriyel bir
hastaliktir. Aile 6ykiisii bu bireylerde ¢ogunlukla negatiftir ve olgular sporadiktir.
Coklu genlerin etkisi heterojenlik gostermektedir bu nedenle EBAH’dan daha
karmasik bir yapiya sahip oldugu bilinmektedir (Ridge vd., 2016). GBAH nin major
genetik risk faktoru olarak tanimlanan ilk gen APOE genidir. APOE geninin yani sira
genomiks teknolojilerin gelismesi ile GBAH ile iliskisi kesfedilen ¢ok sayida gen
tanimlanmaktadir (Van Cauwenberghe vd., 2016). TREM2, BIN1, PICALM, ABCA?7,
CLU, SORL1 basta olmak iizere CD33, CR1,EPHAL, DSG2, CD2AP, MEF2C, MS4A,
HLA-DRB5/HLA-DRB1, INPP5D genlerinde goézlenen bazi varyantlarin hastalik
yatkinlig1 olusturduguna dair ¢aligmalar mevcuttur. Son yillarda yapilan bir GWAS
calismasinda Alzheimer hastaligi ile iliskili 40 lokus tanimlanmistir ve APOE, CR1,
BIN1, TREM2, CLU, SORL1, ADAM10, ABCA7, CD33, SPI1, PILRA hastalikla iligkili
daha olas1 nedensel genler olarak diistiniilmektedir. Alzheimer hastalig: riski yaklasik
%70 genetik faktorlere baglidir bu da multifaktoriyel hastaliklar arasinda en yiiksek
kalitimsallik oranina sahip oldugunu gostermektedir (Karch vd., 2015; Bellenguez vd.,
2020; Andrews vd., 2020).

APOE (Apolipoprotein E): 1993 yilinda GBAH ile iliskisi tanimlanan ilk risk
faktori olan APOE geni kromozom 19qg13.2 iizerinde lokalize 299 aminoaside sahip
bir lipoproteindir. Kolestrol metabolizmasinda kilit rol oynayan APOE ayni zamanda
beyinde astrositler ve mikroglialar tarafindan ifade edilmekte ve APP’nin iglenmesi,
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sinaptik fonksiyon, ndrogenez gibi sureclerde etki gosterdigi bilinmektedir. APOE’nin
€2, €3, €4 olmak iizere ii¢ alleli bulunmaktadir (Van Cauwenberghe vd., 2016).
APOE’nin 4. ekzonunda iki niikleotid polimorfizmiyle ortaya ¢ikan bu ti¢ allel (€2, €3,
e4), uc farkli (E2, E3, E4) izoform olusturmaktadir. En sik bulunan APOE3
izoformudur (Ozpak vd., 2017).

APOE ‘nin izoformlarmin AP olusumu ve birikimi {izerinde farkli etkileri
bulunmaktadir. Alzheimer hastalig1 patolojisiyle iligkisi tanimlanmis olan bu
izoformlardan €4’tin varligi hastalik riskini 3 kat arttirmaktadir. Homozigot APOE &4
aleli i¢in ise bu risk 12 kat artmaktadir. APOE4 daha fazla AP birikimine neden
olmaktadir ve sinaptik plastisite, norovaskiiler fonksiyonlar, noéroinflamasyon
Uzerinde etki gostermektedir. APOE4’Un varligi hastaligin baslangi¢ yasini da
etkiledigi ve APOE4 varliginda hastaligin yaklasik 10 y1l daha erken basladig tespit
edilmistir (St GeorgeHyslop, 2000).

Ge¢ baslangich Alzheimer hastahg ile iliskili diger genler: Geg baslangich
Alzheimer hastaligiin olusumunda rol oynadigi bilinen genler Tablo 2.2.°de

gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Geg baslangich Alzheimer hastalig ile iliskili olan genler

AD patogenezinde rol oynayan

genlerin potansiyel yollari

AD patogenezinde rol oynayan genler

AP Metabolizmasi APOE, CD33, CLU, CR1, SORL1,
PICALM, BIN1, ABCA7, CASS4
Lipid Metabolizmasi APOE, CLU, ABCA7

Inflamatuar Yanit

CLU, CRI, BIN1, ABCA7, CD33,
CD2AP, EPHAL, MS4A6A-MAS4A4E,
TREM2, HLA-DRB5-CDRD1, INPPSD,
MECF2C

Hicre sinyalizasyonu

PICALM, BIN1, CD2AP, CD33, SORL1,
CLU, EPHAL, MS4A6A-MAS4A4E

Hipokampal sinaptik fonksiyon

MECF2C, PTK2B

Hiicre iskeleti islevi ve aksonal transport

CELF1, NMES8, CASS4

Gen ekspresyonu, post-translasyonel

diizenleme ve mikroglial islev

INPP5D

2.3. Vaskuler Demans

Vaskiler demans, ilk olarak 1672

giden kan akisinin bozulmasi ve inme

yilinda Thomas Willis tarafindan beyne

sonrasinda yasanan kognitif kayip ile

tanimlanmistir. Demans kavraminin anlasilmasiyla birlikte 1894 yilinda Otto

Binswanger calismalariyla ‘’Binswanger rahatsizligi’” olarak bilinen hastalig

tanimlamistir. Bu hastalik subkortikal vaskiiler demans olarak bilinmektedir ve

subkortikal bolgelerdeki vaskiiler hasar ile beyaz madde hasar1 ile iligkisi

bulunmaktadir (Sullivan vd., 2015). Binswanger ve Alzheimer’in ¢aligmalariyla

demans formlarinin birbirinden ayrilmasi, demansta modern tarihin baslangici olarak

kabul edilmektedir (Yang vd., 2016)

Guntmuzde ise vaskiler demans (VaD) beyinde meydana gelen vaskiler

bir¢ok hasarla dogrudan iliskili, ¢coklu biiyiik alanlar ya da lakiiner infarktlara bagh
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serabral kan akiminda azalma ile karakterize olan ilerleyici ve klinik olarak anlamli
bilissel bozuklugu kapsayan noérodejeneratif bir bozukluktur (Kumral vd., 2017).
Beyinde meydana gelen vaskuler hasarlar; inme, ateroskleroz, beyin enfarktis,
iskemi olarak goriilmektedir ve kiside unutkanlik, yavas diisiinme, akil yiirtitme ve
yargilamada yavaslik, gorev planlanmasi ve yiirlitmenin kaybi, depresyon ve anksiyete

gibi belirtilerle kendini gostermektedir (Plassman vd.,2007).

Vaskiiler demans, tiim demans vakalarmin yaklasik % 20’sini olusturan en
yaygin ikinci demans tlridar (Plassman vd.,2007). Diger demans tiirlerinde de oldugu
gibi vaskiiler demans da yasla birlikte ilerlemektedir ve tahmini prevelansinin 65 yasin
uzerinde % 1.5 oldugu bilinmektedir (Sullivan vd., 2015). Vaskuler demans i¢in yasa
bagli serebrovaskiiler faktorler ayirt edici ozellikler arasindadir ve gelismekte olan
tilkelerde yash niifusun artmasiyla birlikte oranin % 30’larda olmasi tahmin

edilmektedir (Zhai vd., 2022).

Vaskiiler demansin pek ¢ok alt tipi bulunmaktadir. Bunlar; orta vaskiler
biligsel bozukluk, ¢oklu enfarktiis demans, stratejik tek enfarktiis ile olusan vaskiiler
demans, lakiiner lezyonlarla olusan vaskiiler demans, hemorajik lezyonlarla olusan
vaskiiler demans, Binswanger hastaligi, subkortikal vaskiiler demans, miks demans
(Alzheimer ve vaskiiler demansin kombinasyonu) olarak siralanmaktadir (Vijayan vd.,

2020).
2.3.1. Vaskuler demansin patolojisi

Vaskiiler demansin patolojisi, diger vaskiiler iliskili noropatolojilerle iligkilidir
(Sekil 2.2.). Serebral kan damarlarinda meydana gelen degisiklikler ve lezyonlar,
biligsel kayip ve vaskiiler demans patolojisini olusturmaktadir. Serebral kiigiik damar
hastalig1 (SVD), ateroskleroz (AS) ve serebral amiloid anjiyopati (SAA) en yaygin
gorilen vaskiler demans patolojileridir. Vaskiler demans, ilerleyen yaslarda ortaya

¢ikmaktadir ve yasla birlikte siddeti artmaktadir (Jellinger, 2013).

Serebral kii¢iik damar hastaligt (SVD), beyinde yer alan kiigiik arter
lezyonlariyla iliskilidir. Lakunar infarktlar, mikrokanamalar vb. goézlenmektedir.
Bazal gangliyonlara hasar veren bu lezyonlar sonucunda beyaz cevher etkilenerek

vaskiiler demans patolojisini olusturmaktadir (Hachinski vd., 2006).

Ateroskleroz, yag birikimi sonucu damarlarin kalinlasmasi ve aterosklerotik

plaklarin olusumu ile karakterize bir hastaliktir. Bu plaklar oksidatif stres ile birlikte
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kan-beyin bariyeri (KBB) biitiinliigiiniin bozulmasina neden olmaktadirlar ve vaskdler

demans ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Grinberg vd., 2010).

Serebral amiloid anjiyopati, beyinde yer alan kan damarlarinda amiloid f
proteinin birikmesiyle karakterizedir. Amiloid p’nin biligsel islevi bozdugu
bilinmektedir. Bu nedenle vaskiiler demansin patolojisinde serebral amiloid

anjiyopatinin 6nemli roli oldugu diistiniilmektedir (ladecola, 2013).

Vaskiiler Sebepler: & | gerehral Mikronfarktlar |
Ana faktorler: izl
a -Mikrovaskiler t
E";';t' hastaliklar
-cgrium -Serebral kan akisinin -Lakiiner Bo!
] sluklar
-Genetik > azalmasi > -Beyaz Madde Lezyonlarnt 4y, SRS
-Vaskiiler risk -Endotel hastaliklar -kogniti
faktérleri -Oksidatif stres 3 bozukluk
Diyabet -kan-beyin bariyerinin -demans
bozulmas: ¢—>| Coklu Mikroinfarktlar
y A
4 l
Ek patolojiler: ¢—>»| Noronal, sinaps kaybi
-Amiloid birikimi
-Serebral amiloid
anjiyopati A4
-Yaglanma - Serebral Atrofi

Sekil 2.2. Vaskiler demans patolojisinde yer alan faktorler (Jellinger, 2013)

2.3.2. Vaskuler demansin risk faktorleri

Vaskuler demans igin ileri yas, diisiik egitim, cinsiyet, vaskiiler risk faktorleri,
inme varlifi ve inmenin nerede meydana geldigi gibi pek c¢ok risk faktori
bulunmaktadir (T O’Brien vd., 2015). Bunlar arasinda vaskiiler yaslanmayi
hizlandiran ve sonucunda serebral kan damarlarinin aginmasina yol acan risk faktorleri

vaskiler demans igin 6nem tasimaktadir (Bir vd., 2021).

Diyabet: Dolasimda yer alan glikozda meydana gelen degisiklikler, oksidatif
stres olusumunda yer alan reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini etkilemektedir (Bir
vd., 2021). Genel olarak 65 yas ve altinda ortaya ¢ikan diyabet, néroinflamasyon
karakteristigine etki ederek inme riskini artirmaktadir ve lakiner enfarktus, inme
sonras1 genis vaskiiler hasarlara yol agmaktadir. Bunlarin sonucunda da vaskiiler

demans riski 6nemli dlcude artmaktadir (Xu vd., 2009).
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Hipertansiyon: Inme, vaskiiler demans i¢in énemli bir risk faktdriidiir ve 60’11
yaslarda ger¢eklesen inmenin yaklasik % 40’1 hipertansiyona bagli olarak meydana
gelmektedir (Rénnemaa vd., 2011). Anjiyotensin Il (Angll) hipertansiyonda 6nemli
bir role sahiptir. Angll, ROS duzeylerini arttirmaktadir ve sonucunda endotel hasari,

disfonksiyon gibi durumlar meydana gelmektedir (Romay vd., 2019).

Metabolik  Sendromlar (MetS): Obezite, ylksek tansiyon gibi
kardiyovaskdlerite icin risk faktorl olan etkenlerden en az ti¢linlin bir araya gelmesiyle
etki olusturan metabolik sendromlarin, bilissel bozulma {iizerinde etkisi oldugu
bilinmektedir. 60’11 yaslarda metabolik sendromlara sahip bireylerdeki serebral kan
akigindaki azalma, artmis inflamasyon ile iligkili olarak vaskiiler demans riskini

arttirmaktadir (Rouch vd., 2014).

Genetik Faktorler: Pek ¢ok monogenik hastaligin vaskiler demansla iliskili
oldugu bilinmektedir. Bunlar arasinda en iyi tanimlanan monogenik nedenler olarak
CADASIL (NOTCH3), CARASIL (HTRAL), kuguk damar arteriyopatisi ve beyin
kanamas1 (COL4A1/ COL4A2), Serebro- Retinal vaskilopati (TREX1) ve Fabry
hastaligi (GLA) sayilabilir (Romay vd., 2019). Bu monogenik hastaliklar ve iliskili

genler Tablo 2.3.’de yer 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. Vaskiiler demansin monogenik nedenleri

Hastahk Gen Bilinen Fonksiyonlar:

CADASIL NOTCH3 Vaskiiler yumusak kas hiicrelerinde reseptor
CARASIL HTRA1 Hiicre dis1 matriksi degrede eden serin peptidaz
SVACH COL4Al Bazal membranin yapisal bileseni

RVCL TREX1 DNA’y1 degrede eden ekzon(kleaz

Fabry GLA Glikosfingolipidlerin degredasyonu
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2.3.3. Vaskiler demansta rol alan genetik faktorler

2.3.3.1. CADASIL (subkortikal enfarktisler ve lokoensefalopati ile serebral
otozomal dominant arteriyopati)

Subkortikal enfarktlsler ve l6koensefalopati ile serebral otozomal dominant
arteriyopatiyi tanimlayan CADASIL; 19. kromozomda lokalize NOTCH3 geninde
meydana gelen mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir. Otozomal dominant gegisli
olan CADASIL, bes ana semptom ile iliskilidir. Bunlar; aurali migren, subkortikal
iskemik olaylar, ilgisizlik gibi duygudurum bozukluklari, biligsel bozukluk ve diger
klinik bulgular seklindedir. Aurali migren 30’lu yaslarda baslar ve goriilen ilk
semptomdur. Aurali migren, CADASIL’e sahip olgularin %20-40’inda genel
populasyondan bes kat daha fazla goriillmektedir. Subkortikal iskemik olaylar oldukca
sik gozlenir ve ortalama 45 yaslarinda baslamaktadir. iskemik olaylar, ¢ogunlukla
subkortikaldir ve hastalarin yaklagik %65’inde lakunar sendromlar olarak
gorilmektedir. Bu hastalikla iliskili yaklasik 150°den fazla mutasyon tanimlanmistir
ve tim CADASIL mutasyonlari, EGFR 2-5’i kodlayan ekzon 3-4’de glcli
kiimelenmeler seklinde gergeklesmektedir (Chabriat vd., 2009).

2.3.3.2. CARASIL (subkortikal enfarktisler ve lokoensefalopati ile serebral

otozomal resesif arteriyopati)

Subkortikal enfarktlar ve l6koensefalopati ile serebral otozomal resesif
arteriyopati (CARASIL); kromozom 10g26°’da lokalize HTRAL geninde meydana
gelen biallellik mutasyonlarin sebep oldugu otozomal resesif bir hastaliktir. Klinik
olarak inme, demans, alopesi ile karakterizedir. HTRAL’in islevinin azalmasi ya da
tamamen ortadan kalkmasi ile HTRAL enzimi TGF-f ailesine ait sinyalleri inhibe
edememektedir, bunun sonucunda olusan TGF-Bf’nin asir1 sinyalizasyonu ile
beyindeki kiiciik kan damarlar yapisal degisiklige ugramaktadir. Beyinde meydana
gelen bu kan- damar anormallikleri néronlarin 6limiine neden olmakta, inme ve
demans riskini artirmaktadir. CADASIL’e gore daha nadir goriilmektedir ve
CARASIL’ e sahip olan hastalarin ¢ogunlugu lakunar tipte tekrarlayan iskemik
inmeler yasamaktadirlar. Beyin fonksiyonlarinin progresif bozulmalari ile 30-40
yaslar1 arasinda demans ortaya ¢ikabilmektedir. Biligsel bozulmalar CADASIL’den
daha siddetli goriilmektedir (Tikka vd., 2014; Fukutake, 2011).
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2.3.3.3. SVACH (hemorajik inme iligkili kiguk damar hastalig)

Tip-1V kollajenler bazal membran proteinleridir ve tim dokularda eksprese
halde bulunmaktadirlar. COL4A1 ve COL4A2 genleri tarafindan kollajen tip IV alfal
ve 2 zincirleri kodlanir. COL4A1 52, COL4A2 48 ekzona sahiptir ve kromozom 13’iin
13934 bolgesinde lokalizedirler. COL4A1’de meydana gelen heterozigot mutasyonlar
prenatal serebral kanama, konjenital pronsefali, hemorajik inme iliskili serebral kuiguk
damar hastaligi ile iliskili olup ¢ogunlukla otozomal dominant olarak kalitilmaktadir.
COL4A2 de COL4A1 ile yuksek homoloji gostermektedir. Hastalikta gozlenen
patojenik mutasyonlar genellikle glisin kalintilarini igeren missense mutasyonlardir.
Klinik olarak bu genlerde meydana gelen mutasyonlar 6zellikle serebral anevrizmalar,
kiglk damar beyin hastaligi, inme agisindan 6nemlidir. Bunun yaninda katarakt,
Axenfeld-Rieger sendromu, bébrek tutulumu, kramplar, kardiyak aritmi olmak (izere

genis bir anomali yelpazesine sahiptir (Kuo vd., 2012; Guey vd., 2022).
2.3.3.4. RVCL (serebral I6koensafalopati iligkili retinal vaskulopati )

TREX1, kromozom 3p21 {izerinde lokalize tek ekzon tarafindan kodlanan, 314
aminoaside sahip bir gendir. Bu genin C-terminal boélgesinde meydana gelen
frameshift mutasyonlar sonucu RVCL (serebroretinal vaskilopati (CRV), kalitsal
vaskiiler retinopati (HVR) ve kalitsal endotelopati, retinopati, nefropati ve inme
(HERNS)) olugmaktadir. Frameshift varyantlar, islev disfonksiyonu ve toksik etki
olusturmaktadir. RVCL, yetigkin baslangi¢li, belirli immiinolojik bulgular1 olmayan
norolojik bir hastaliktir. Serebral beyaz cevher lezyonlari yaygin olarak goriilmektedir
(Saito vd., 2019; Weerasekare vd., 2021).

2.3.3.5. Fabry hastalig:

Fabry hastaligi; globotriaosilseramid (Gb3) katabolizmasinda rol alan
lizozomal galaktosidaz A’nin (GLA) azalmis aktivitesi ile iliskili X’e bagli bir
hastaliktir. Lizozomal galaktosidaz A, Xq22’de lokalize yedi ekzona sahip GLA geni
tarafindan kodlanmaktadir ve insersiyon, delesyon, missense, nonsense mutasyonlar
gibi ¢esitli mutasyonlarin meydana gelmesiyle Fabry hastali1 olugsmaktadir. Hastalik
ile iliskili 900°den fazla mutasyon bilinmektedir. Prevelans1 1/3100 ile 1/117.000
arasinda degismektedir. X’e bagl kalitima sahip oldugundan erkek hastalar ciddi

sekilde etkilenir, kadinlar ise asemptomatiktir. Noropatik agri, gastrointestinal
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anormallikler, bobrek ve kardiyak fonksiyonlarin bozulmasi, serebrovaskiiler tutulum

gibi belirgin klinik 6zelliklere sahiptir (Li vd., 2019; Amodio vd., 2022)).
2.3.3.6. Polimorfizmler

Monogenik nedenlerine ek olarak yapilan pek cok GWAS ¢alismasi ile ¢oklu
risk allelleri de tanimlanmistir. CLDN1’in polimorfizmleri kiiciik damar vaskiiler
demanst ile iligkili bulunmustur. Kan-beyin bariyerini olusturmaya katkida bulunan
CLDN1, aym1 zamanda endotel hiicreler arasindaki akisin diizenlenmesinde de gorev
almaktadir. Lipid metabolizmasinda yer alan APOE, PON1, CLU, ABCA7 gibi bazi
genler de vaskiiler demans igin risk olusturmaktadir. FOXF2 varyantinin beyaz cevher
hiperintensitesi ile iligkili oldugu bilinmektedir ve inme riskini onemli o&lgiide
artirmaktadir. inflamasyonla iliskili diizenleyici gorevleri bulunan TNF-alfa ve TGF-
betal polimorfizmleri ile vaskiler demans arasinda Yyuksek oranda iligkili
bulunmaktadir. Bunlara ek olarak; TSPAN2, PITX2, ZFHX3, ADAMTS2, RIM29,
LSLR, SMARCA4, PTPRF, FGA, ALDH2, CDK6, TWIST1, MMP12, WNT2B,
NEDD4, ZFHX3, CLDN17, ATG7, KNG1, CACNB2, HDAC9 polimorfizmlerinin
blylk arter ateroskleroz inme ve ALDH2 polimorfizmlerinin kicuk arter inme ile
iliskili oldugu bildirilmistir. Vaskiiler biitiinliige etki etmedeki rolleri diisiiniildiigiinde
yapisal bileske proteinlerinde daha fazla polimorfizm veya mutasyonun genetik risk

faktorii olarak ortaya ¢ikmasi muhtemeldir (Romay vd., 2019).
2.4. Alzheimer Hastahigi ve Vaskuler Demansin Tanisi

Guniimlzde demans tiplerinin tanisinda klinik semptomlar ve beyin
lezyonlarinin korelasyonuna bakilmaktadir. Bunun i¢in de yaygin olarak gdriintiileme
yontemleri ve biyobelirtecler kullanilmaktadir. Farkli demans tiirleri arasinda yalnizca
Alzheimer hastalig1 i¢in biyobelirteclerden yararlanilmaktadir. Alzheimer hastalig
i¢in beyin omurilik sivist kullanilarak B-amiloid ve tau proteinleri biyobelirte¢ olarak
degerlendirilmektedir. Bu biyobelirteglerin ~ degismis seviyeleri ~ Alzheimer
hastaliginda ayirici tanisinda yararl olmaktadir (Idda vd., 2018). Vaskuler demansta
ise daha ¢ok goriintiileme yontemleriyle vaskiileriteye bakilarak tan1 konulmaktadir
(Bir vd., 2021). Tanida, demanslarin monogenik formlar1 i¢in yeni nesil sekans

teknolojileri son yillarda yaygin olarak kullanilmaya baglamistir.

Demans tirlerinin tanisinda invaziv yontemlerin kullanilmasi hasta igin agrilt

ve zor olabilmektedir ve demans tirlerinin kesin tanist postmortem incelemeler ile
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miimkiin olmaktadir. Bunun i¢in farkli demans tipleri arasinda ayirici giicii yiiksek,
spesifik non-invaziv biyobelirteglerin - kullanimi1  giindeme gelmistir. Tanida
kullanilabilir olmas1 i¢in biyobelirteclerin; hastaliklarin patolojisiyle direkt iliskili
olmasi, erken evrelerde pozitif olmasi, tan1 ve tedavi i¢in aydinlatici, Klinik bulgularla
korele, non invaziv, ucuz ve tekrar drnek alimina uygun olmasi gerekmektedir. Bu
ozelliklere en iyi uyum saglayan kaynak serum ve plazmadir. Dolasimda yer alan
miRNA’larin kararli yapilar1 ve farkli patolojilerde etkin rol oynamalar ile
biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi son yillarda ivme kazanan arastirma konularindan

biridir. (Wu vd., 2016).
2.5. MikroRNA

MikroRNA’lar; 19-23 niikleotid uzunlugunda fonksiyonel, kiigiik, kodlamayan
RNA molekiilleridir. ilk olarak, 1990’1 yillarda Lee. ve ark. tarafindan C. elegans
lizerinde yapilan c¢aligmalarla kesfedilmistir. MikroRNA’lar memeli genomunun
yaklasik %1-3’ilinli olusturmaktadir. miRNA dizileri ¢esitli organizmalarda giiclii
bicimde korunmaktadir. miRNA’lar belli bir substrati hedef almak yerine bir dizi
MRNA’nin translasyonunu diizenlemektedirler. mRNA’nin 3’-UTR bdlgesine
baglanarak, translasyonu baskilama ya da degredasyonu diizenlemeyi kontrol ederek
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde gorevlidirler. Tim doku ve hiicrelerde ifade
edilirler ve ¢cok sayida hiicresel siirecin epigenetik diizenleyicileridir. Hiicresel gelisim,
¢ogalma, farklilasma, homeostaz, apoptoz gibi biyolojik siireglerde énemli bir rol
oynamaktadir (Huang vd., 2017; Wang vd., 2021; Boccardi vd., 2023).

2.5.1. MikroRNA biyogenezi

Nukleusta, miRNA genlerinden RNA polimeraz II enzimleri araciligiyla 3-4
kb uzunlugunda, 5’cap ve poliA igeren karmasik yapili primer mikroRNA (pri-
mIiRNA) sentezlenmektedir. pri-miRNA bir sonraki adimda, RNAz Il Uyesi olan
Drosha ve DGCRS8 proteinlerinin olusturdugu kompleks ile 5’ucunda monofostat,
3’ucunda hidroksil uzantis1 bulunan pre-miRNA’ya donlismektedir. DGCR8 RNA
yapisin1 tanimaktadir. Drosha cift iplikli sa¢ tokasi yapisindaki molekiilii keserek
katalitik birim olarak gorev almaktadir. Pre-miRNA’lar exportin-5 araciligiyla
yikimdan korunarak sitoplazmaya taginir. Tasinma igleminin ardindan baska bir RNaz
I11 enzimi olan Dicer ile 22 niikleotidlik matiir miRNA doniisiimi ger¢eklesmektedir

ve dubleks halde bulunan miRNA agilarak komplementer zincir agiga ¢ikmaktadir. Bir
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sonraki agsamada termodinamik 6zelliklerine gore bu ipliklerden biri degrede olurken
digeri, transaktivasyondan sorumlu RNA baglanma proteini (TRBP), PKR aktive edici
protein (PACT) ve Argonaute-2 (Ago-2) proteinlerinden olusan bir riboniikleoprotein
(RNP) kompleksine katilarak RISC kompleksini olusturmaktadir. Olusan miRISC
kompleksi hedef mRNA’nin 3’UTR bolgesine baglanarak mMRNA  kesimi,
translasyonel baskilama ve hedef genin aktivasyonu, kromatin yapisinin diizenlenmesi

gibi fonksiyonlar1 yonlendirmektedir (Bushati vd., 2007) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. miRNA biyogenezi (Bushati vd., 2007)

2.5.2. MikroRNA’larin nérodejeneratif hastaliklar ile iliskisi

MikroRNA’larin biiytlik bir kism1 néronlara 6zgii olup 6zellikle aksonlarda ve
sinapslarda zengindir. miRNA’larin yaklasik %70’1 beyinde ifade edilmektedir.
MikroRNA’larin ifadelerinde degisikliklerin meydana gelmesi ile noronlarin

farklilagmasi, sinapslarin biitliinliigi bozulmasi, noéronlarin 6liimii ve nihayetinde
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anormal beyin gelisimi ve farkli nérodejeneratif hastaliklarin olusumu gézlenmektedir

(Silvestro vd., 2019).

Yapilan ¢alismalarin pek gogunda nérogenez ile iliskili olarak miR-9, miR-132
ve miR-134’e rastlanilmis ve ifadelerindeki degisimlerin bilissel bozukluk ile iligkili
oldugu gozlenmistir (Ma vd., 2020; Van der Berf vd., 2020; Siedlecki- Wullich vd.,
2021). miR-155’in immiinite i¢in 6nemli oldugu bilinmekte ve ekspresyon dizeyinin
artistyla miyeloid hiicre c¢ogalmasi baskilanarak oksidatif stres ve kan beyin
bariyerinin bozulmasina yol agmaktadir (Silvestro vd., 2019). miR-124 ifadesi néron
olusumu, noron farklilagmasi, akson olusumu ve apoptozu etkilemektedir (Siedlecki-
Waullich vd., 2021). miR-223’iin glutamat eksitotoksitesi ve akson gelisimi {izerinde

etkili oldugu diistiniilmektedir (Nguyen vd., 2022).

MikroRNA’lar, sinaptik diizenin korunmasi ve nérodejenerasyon tizerindeki
dizenleyici rolleri nedeniyle karmasik yapiya sahip ve mekanizmalari heniiz tam
olarak ¢oziimlenememis pek ¢cok ndrodejeneratif hastalik i¢in potansiyel tani araglari
olarak goriilmiistiir. Mevcut tanilarin invaziv bir yontem olan BOS biyobelirtegleri ya
da pahal1 ve zor ulagilabilir yontemler olan niikleer tip yontemleri ile konmasi non-
invaziv, kolay ulasilabilir ve daha ucuz yontem arayisina yonlenilmesine sebep
olmustur. Dolagimda yer alan ve kararli olan mikroRNA’larin ifadelerindeki degisikler
demans tiirleri arasinda farklilik gostermektedir ve ayirici tani i¢in 6nemli hale
gelmektedir. Spesifik mikroRNA’larin tanimlanmasi; demans turlerinin erken
evrelerde tespitininin saglanmasi, prognostik siirecinin takibi, potansiyel tedaviler
gelistirilmesi ve daha 1iy1 terapotik sonuglar elde etme olasiliklar bakimindan 6nem

tasimaktadir (Siedlecki- Wullich vd., 2021; Nguyen vd., 2022).

Farkli dokularda ifade edilebilen mikroRNA’larin hipokampus, serebellum ve
orta frontal girustaki degisimlerinin Alzheimer hastaliginin olusumunda etkisi
bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda miRNA’larin Alzheimer hastaliginin
olusumundaki roliine yonelik pek cok miRNA tanimlanmistir. Alzheimer hastaliginin
patolojisinde rol oynayan ve farkli molekiiler patolojileri hedef alan miRNA’lara
yonelik c¢alismalarda, AP dizenlenmesinde; miR-149, miR-128, miR-126, tau
proteinlerinin hiperfosforilasyonu ve birikiminde; miR-483, miR-15, miR-101’in
artan ifadeleriyle birlikte, miR-29, miR-206, miR-299, miR-10 ifadelerindeki azalma
sonucu sinaptik  diizenlemenin bozulmasi, néroinflamasyon ve otofajinin
bozulmasinda 6nemli rolleri oldugu tespit edilmistir (Patel vd., 2008, Kou vd., 2020;
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Nguyen vd., 2022). miR-125 ve miR-146 ifadesinin artmas1 inflamatuar transkripsiyon
faktori olan NF-kB’yi artirarak noroinflamasyonda etkili olmaktadir. miR-26, mir-34,
miR-107 ifadelerinin néronlarda hiicre dongiisii ve apoptoz da degisiklik gostererek

bellekte bozulmaya yol agmaktadir (Swarbrick vd., 2019).

Kronik serebral hipoperfuzyon, vaskiler demans igin 6nemli bir risk
faktoradir (Vijayan vd., 2020). miR-195’in baskilanmasi amiloid olusumu ve
duzenlenmesini bozarak kronik serebral hipoperfiizyon (KKH) kaynakli bilissel kayba
yol agabilecegi bildirilmistir. miR-9’unda KKH patogenezinde yer aldigi tespit
edilmisgtir. MiR-9’un hipokampus ve serebral kortekste artisiyla BACE1’in
ekspresyonunu baskilayarak vaskiiler demansa yatkinlik olusturdugu rapor edilmistir.
mMiR-9’un antogomirleri  kullanilarak  yapilan ¢alismada, kolinerjik noral
fonksiyonlarin iyilestirilebildigi, oksidatif stresin azaltilabilecegi ve bdylece noral
kayiplarin onlenebilecegi bildirilmistir (Wei vd., 2017; Xie vd., 2017). miR-96’nin
mTOR’un diizenlenmesine katkisiyla birlikte KKH’1n otofajisi iizerinde de iyilestirici
etkisi bulunmustur. Vaskiiler demansin patolojisinde yer alan beyaz cevher lezyonlari
ve bilis bozulmalarinda miR-501"in yliksek ifadesine rastlanilmis ve siki baglanti
noktalarinin hasar almasi ile birlikte kan beyin bariyerinin bozulmasinda énemli bir
rol oynadigi bildirilmistir. Bununla birlikte antagomiR-21’in kan beyin bariyeri
tizerinde onarict etkisi oldugu tespit edilmistir. miR-126 ifadesi mikroglial/astrosit
aktivasyonunu artirarak noroinflamasyonu tesvik etmekte, miR-181’in ise sinaptik
baglarin olusumunu baskilayarak vaskiiler demansa yatkinlik olusturdugu
distintilmektedir (Vijayan vd., 2020; Zhang vd., 2020). Literatiirde farkli
mekanizmalar yoluyla hastalikla iligkili olabilecek diger bazt miRNA’lar Tablo 2.4.”de

Ozetlenmistir.
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Tablo 2.4. Alzheimer ve vaskiiler demans ile iligkili olan miRNA’lar

miRNAlar Hedef Tliskili Fonksiyonlar Referans
miR-9, miR-107,| BACEl | TNF-a, ephrin-A2 ve | Hebert vd., 2008,
miR29a/b APP’nin kesimi Schonrock vd., 2012,

Wang vd., 2008
miR-23a, miR- [ ADAM10 | Amiloidojenik  olmayan | Sarkar vd., 2019,
34a, miR-107, APP sureci Cohen wvd., 2011,
miR-451 Wang vd., 2008
miR-26b, miR- IGF1 Sinaps olgunlagsmasinda rol | Liu vd., 2016
206 oynayan biyime faktor
miR-132, miR-| BDNF [ Sinaptik plastisitede rol | Lee vd., 2012
206 oynayan norotrofik faktér
miR-31 APP, APP  ve  BACELl’in | Barros-Viegas vd.,

BACEL | aktivitesi 2020
miR-200b/c APP AP salgilanmast ve AP | Liuvd.,2014
kaynakl biligsel
bozuklukta azalma

miR-124 BACE1 | AB olusumunu engeller. Zhang vd., 2017
miR-93 TLR4 Inflamatuar yanit1 artirir. Shang vd., 2019, Liu

vd., 2018
miR-181c TRIM2, | Uzun sireli  iskemiye | Fang vd., 2017

NR1 adaptasyonu artirir.

Vaskiiler demanslar ve Alzheimer hastaligi ile ilgili ayr1 calismalarda
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek ¢ok sayida miRNA tanimlanmis olsa da, bu iki
hastalig1 tanisal olarak ayirabilen bir biyobelirte¢ olabilecek miRNA arayis1 son
donemlerde 6nem kazanmustir. Literatiir verileri degerlendirildiginde bu demans
tipleri arasinda miR-29a, miR-31 ve hedefledikleri genlerde farkli ekspresyon
seviyeleri bildirilmistir (Dong vd., 2015; Ragusa vd., 2016).
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2.5.3. miRNA-29a

miR-29 ailesi, merkezi sinir sisteminde bulunan, nérodejenerasyon ve ndronal
sag kalimla iliskisi iyi tanimlanan bir miRNA kimesidir. Bu aile, miR-29a, miR-29b
ve miR-29¢’den olusmaktadir. Beynin hipokampus bélimiinde yiksek oranda ifade
edilmektedirler. Hiicre dis1 matriksde gorev alan genlerin bazilarini baskilayarak hiicre

dis1 matriksin diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadirlar (Ma vd., 2020).

miR-29a, tiim hiicre dongiilerinde yapisal olarak ifade edilmektedir. Yapilan
caligmalar sonucunda miR-29a’nin normal dokularda ytliksek oranda eksprese edildigi
fakat bunun yaninda néroblastom, sarkomlar, beyin tiimdrleri ve tiimor hiicre dizileri
de dahil olmak uzere timor spektrumunda ekspresyonlarinin azaldigi tespit edilmistir.
miR-29a- p53 iliskisi apoptozu baskilamaktadir, pek ¢ok kanser tiiriinde antitimor
ozellikleri gostermektedir. Kalp, karaciger gibi organlarin fibrozunda yer almaktadir.
Inflamasyon, proliferasyon ve apoptoz gibi biyolojik siireclerde de etkin rol

oynamaktadir (Hebert vd., 2008).

miR-29a ifadesi, noral kdk hucreleri etkilemektedir. Kendilerini yenileme ve
farklilasma 6zelliklerine sahip olan noral kok hiicreler, ndrogenez i¢in ¢ok dnemlidir.
miR-29a’nin ifadesinin artmasi ile noral kok hiicrelerin norit biiyiimesini baskiladigi
tespit edilmistir. Hedefledigi genlerle sinaps olusumu ve regulasyonu uzerinde etki
g6steren miR-29a’nin, aktinlerin iskelet yapilarinin olusumu ve hipokampal néronal

hiicre 6liimii tizerinde etkileri bulunmaktadir (Roshan vd., 2014).

miR-29a’nin ifadesinin degismesi, BACE1 genini module ederek APP
ekspresyonu (zerinde etki godstermektedir. Sporadik AH olgularmin %30’unda
BACEl protein ekspresyonunun arttigi gozlenmektedir. miR-29a’nin  azalan
ifadesinin, beyinde BACEI’in ifadesinin artmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir
(Kiko vd., 2014)

2.5.4. miRNA-31

miR-31 evrimsel siiregte yliksek oranda korunmustur. Embriyonik gelisim,
inflamasyon, hiicre apoptozisi, fibroz gibi pek c¢ok farkli siiregte yer almaktadir
(Makhas vd., 2010).

miR-31 testislerde ifade edilirken, yumurtaliklarda eksprese edilmemektedir.

Bu nedenle spermatogenez siireci lizerinde Onemli bir etkisi bulunmaktadir.
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Embriyogenezin dizenlenmesi ve ozellikle vaskiiler gelisimde hedefledikleri genler
tizerinde ifade degisimlerinin dogrudan etkileri bulunmaktadir. miR-31 ayrica kemik
olusumu ve gelisiminde mezenkimal hicrelerde ifade edilmektedir. Hucrelerin
¢ogalmast ve apoptoz arasinda rol alan miR-31’in ekspresyon paternindeki
degisiklikler pek cok kanser tiiriinde gézlenmektedir. Ozellikle glioblastoma iizerinde
timor baskilayici 6zellikte oldugu bildirilmistir (Stepicheva vd., 2016).

Inflamasyon, oksidatif stresin ortaya c¢ikmasiyla gerceklesmekte ve
ndrodejenerasyona sebep olmaktadir. mir-31’in asir1 ifade edilmesi hedef geni olan
BACE]1 ve APP’nin aktivitesine dogrudan etki ederek baskilamaktadir. Hipokampuste
gerceklesen bu olayda hem BACE1 hem APP ifadelerini ayn1 anda azaltabilme
ozelligindedir. Bu nadir 6zellik ile miR-31’in, AP proteinlerinin hiicre ici birikimini
azalttig1 gozlenmektedir. Boylece noropatolojiyi hafifleterek hafiza ve bilis lizerinde
tyilestirici ve koruyucu rolii bulunmaktadir. Alzheimer hastalarinin serumunda
azaldig1 bildirilen miR-31, hastaligin ilerlemesini Onlemek agisindan Onemlidir.
Vaskiler demansta ise miR-31’in artmis ifadelerine rastlanmaktadir. miR-31 hem
biyobelirtec hem de terapotik hedef olabilecek bir nitelikte oldugu diisiiniilmektedir
(Barros- Viegas vd., 2020).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Alzheimer hastalig1 ve vaskiiler demans tanis1 almis olgulardaki miR-29a ve
miR-31’in ekspresyon profillerinin degerlendirildigi ¢alismamiz, Tip Fakiiltesi
Noéroloji Anabilim Dali isbirliginde gergeklestirilmistir. Calismamiz ESOGU BAP
2372 nolu proje kodu ile desteklenmistir.

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma icin ESOGU Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun, 31.03.2021 tarih ve

41 numarali karariyla onay alinmistir.

Calismamizin gii¢ analizleri ile yliksek gilivenirligi olan verilere ulasabilecek
hasta ve kontrol gruplarinin sayilarini belirlemek i¢in Dong ve ark. ile Ragusa ve ark.
calisma verileri temel alinmistir (Dong vd., 2015; Ragusa vd., 2016). Hasta ve kontrol
gruplar i¢in etki biiyiikliigli yaklagimi ile yapilan gii¢ analizinde tip I hata oran1 % 5,
yiiksek diizeyde etki biiytikliigli (EB=0.40) ve gii¢ oran1 %80 kabul edilerek yapilan
hesaplamalar sonucunda ¢aligmaya grup bagina 22 kisi olmak {izere toplamda en az 66
kisinin dahil edilmesi Onerilmistir. Gii¢ analizinde G Power 3.1.9.2 programi

kullanilmuastir.

Hasta grubu Eskisehir Osmangazi Universitesi Noroloji Anabilim Dali demans
poliklinigine basvuran ve Alzheimer hastaligi veya vaskiiler demans tanisi alan
bireylerden olusturulmustur. Saglikli kontrol grubuna ise kognitif yakinmasi olmayan,
yas-egitim-cinsiyete  gére  belirlenmis normlar araliginda ndropsikolojik
degerlendirme skorlar1 normal aralikta olan ndrolojik veya ciddi psikiyatrik hastalik
Oykiisli olmayan bireyler dahil edilmistir. Bu calismaya, hasta grubu olarak Alzheimer
hastaligi tanis1 almig 30 kisi, vaskuler demans tanist almis 30 kisi ve herhangi bir
norodejeneratif hastaligi bulunmayan 30 saglikli kontrol olmak (zere toplam 90
bireyin periferik kan 6rnekleri dahil edilmistir. Hem hasta hem de kontrol grubu olmak
tizere goniillii olan bireylerden aydinlatict onam formu alinmistir. Her bireyden 5 ml
periferik kan 6rnegi alinmistir. Hasta ve kontrol 6rneklerine ait molekiiler analizler
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali

Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

Calisma kapsaminda hasta ve kontrol gruplarinin olusturulmasinda dahil

edilme ve dislanma Kriterleri asagida verilmistir.
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Hasta gruplarina iligkin 6rneklerin dahil edime kriterleri:
Alzheimer hastalar1 i¢in;

-NINCDS-ARDRA (National Instute of Neurological and Communicative Disorders
and Stroke-Alzheimer Disease and Related Disorders Association) tani kriterlerine

gore olas1 Alzheimer tipi demans tanist almis olmasi

-Klinik Demans Derecelendirme Olgegi 1 (hafif evre Alzheimer hastaligi) ya da 2 (

orta evre Alzheimer hastaligi) puan almis olmasi
-Fazekas MR beyaz cevher lezyonlarini derecelendirme skorunun 0 veya 1 olmasi

-Kognitif degerlendirmeyi bozabilecek baska bir norolojik ve psikiyatrik hastaligi
olmamas: (iskemik ya da hemorajik serebrovaskiler olay, entelektiiel dizey
yetersizligi, epilepsi, Parkinson hastaligi, depresyon Alzheimer dis1 demans tipleri,
motor noron hastaligi, demiyelinizan hastaliklar, duygudurum bozukluklari, alkol ve

madde bagimlilig1 vb.)

Vaskiiler demans hastalari i¢in;

-National Institute of Neurological Disorders and Stroke an International Workshop
with support from the Association Internationale pour la Recherche et
I'Enseignement en Neurosciences (NINDS-AIREN) tani kriterlerine gore vaskiiler

demans tanisi almis olmast

-Fazekas MR beyaz cevher lezyonlarin1 derecelendirme skorunun > = 2 olmasi

-Kognitif degerlendirmeyi bozabilecek baska bir ndrolojik ve psikiyatrik hastaligi
olmamasi1 (entelektiiel diizey yetersizligi, epilepsi, Parkinson hastaligi, depresyon
Alzheimer ve diger norodejeneratif demans tipleri, motor ndron hastaligi,

demiyelinizan hastaliklar, duygudurum bozukluklari, alkol ve madde bagimliligi vb.)
Hasta grubu diglanma kriterleri:
Alzheimer hastalart igin;

-Fazekas MR beyaz cevher lezyonlarin1 derecelendirme skorunun 0 veya 1’den farkl

olmasi

-Kognitif degerlendirmeyi bozabilecek baska bir ndrolojik ve psikiyatrik hastaligi
olmasi (iskemik ya da hemorajik serebrovaskiiler olay, entelektiiel diizey yetersizligi,

28



epilepsi, Parkinson hastaligi, depresyon, Alzheimer dis1 demans tipleri, motor néron
hastaligl, demiyelinizan hastaliklar, duygudurum bozukluklari, alkol ve madde

bagimliligi vb.)
Vaskiiler demans hastalari igin;
-Fazekas MR beyaz cevher lezyonlarini derecelendirme skorunun <=2 olmasi

-Kognitif degerlendirmeyi bozabilecek baska bir norolojik ve psikiyatrik hastalig
olmas1 (entelektiiel diizey yetersizligi, epilepsi, Parkinson hastaligi, depresyon,
Alzheimer ve diger noérodejeneratif demans tipleri, motor noron hastaligi, demiyelizan

hastaliklar, duygudurum bozukluklari, alkol ve madde bagimlilig1 vb.)
Kontrol grubu dahil edilme kriterleri:

-Kognitif herhangi bir yakinmasi olmamasi

-Objektif testler ile kognitif bozuklugunun olmadiginin gdsterilmis olmasi

-Kognitif degerlendirmeyi bozabilecek bir ndrolojik ve psikiyatrik hastaligi olmamasi
(iskemik ya da hemorajik serebrovaskiler olay, entelektiiel diizey yetersizligi,
epilepsi, Parkinson hastaligi, depresyon Alzheimer dis1 demans tipleri, motor néron
hastaligi, demiyelinizan hastaliklar, duygudurum bozukluklari, alkol ve madde

bagimlilig1 vb.)
-Klinik Demans Derecelendirme Olgegi 0 (sifir) olmasi

Hasta ve kontrol gruplarinda miR-29a ve miR-31’in ekspresyonlarini

belirlemek amaciyla RT-PCR yontemi kullanilmistir.

3.2. Gerecler

3.2.1. Kullamilan sarf malzemeler

-Rna izolasyon Kiti (San Prep Column MicroRNA Mini-Prep Kit, cat no: SK8811)

-Beta Merkaptoetanol (M3148 Sigma-Aldrich 2-Mercaptoethanol, cat no: CAS
Number 60-24-2)

-Proteinaz K (Thermo Scientific™ Proteinase K, recombinant, PCR grade, cat no:

E00491)

-Kloroform izoamilalkol (Merck Isoamyl Alcohol, cat no: 516726)
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-Nikleaz Free, Ultra Distile Su (Biochrom AGUItra Pure Water, Sterile, Suitable for
HPLC, cat no: L0O015-BC)

-cDNA Kiti (MiRNA All-In-One Cdna Synthesis Kit, cat no: G898)
-Real Time PCR Master Mix (Blastag 2X gPCR Master Mix, cat no: G891)

-Distile su (Thermo Scientific™ Water, Nuclease-free, Molecular Biology Grade,
Ultrapure, cat no: 7732-18-5)

-MicroAmp™ Optical Adhesive Film

-MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, 0.1 Ml
-Spin kolonu filtreler ve toplama tipleri (2ml)

-Eppendorf tip 1,5 ml

-Vascusera EDTA’l1 tiip 9 ml (Disera)

-Steril mikropipet uglart (10-100-1000 pl)

3.2.2. Kullamilan cihazlar

- -80°C buzdolab1 (Panosonic MDF-U5386S-PE, Ultra- Low Tempature Freezer, -

Panosonic Healthcare Co, Ltd)

- -20°C buzdolab1 (Argelik)

- +4°C buzdolab: (Argelik)

-Sogutmali santrifiij (AllegraX-30R Centrifuge, Beckman Coulter)
-Mikrosantrifuj (ISOLAB/LW5E001778)

-Vorteks (Heidolph Reax Control)

-Thermal Block (Bio TDB-120 BIOSAN)

-Florometer (Denovix, cat no: D-11-FX)

-PCR (Applied Biosystems™ MiniAmp™ Thermal Cycler, cat no: A37834)

-Real Time PCR (Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System, cat no:
4376600)

-Sanriflj (Neofuge 13R-Refrigerated Centrifuge-Heal Force Bio)

-Mikropipet seti (10-100-1000 pl)
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3.2.3. Kullamlan primerler
-U6 (kontrol) CAT: MPHO00001 (Applied Biological Materials, ABM)
-hsa miR-29a CAT: MPHO01310 (Applied Biological Materials, ABM)

-hsa miR-31 CAT: MPH01329 ((Applied Biological Materials, ABM)
3.3. Yontem

3.3.1. Materyal alim

Alzheimer hastaligi, vaskiiler demans tanis1 alan ve kontrol grubunu
olusturacak Orneklerin se¢imi, alinmasi Noroloji Anabilim Dali Demans Poliklinigi
aragtirma ekibi igerisinde yer alan klinisyenler tarafindan yapilmistir. Biitiin ¢alisma
ve kontrol grubu bireyleri ile goriisiilmiis, calismanin amag¢ ve asamalar1 anlatilarak

goniillii olanlardan onam formu alinmistir.
3.3.2. Periferik kandan miRNA eldesi

Hasta ve kontrol gruplarindan 5 ml periferik kan 6rnegi, etilendiamintetraasetik
asit (EDTA) iceren tiiplere alinmistir. Kan ornekleri, 6°C 1400g’de 10dk santrifiij
edilmistir. Serum 1,5ml’lik ependorf tiipe aktarilmis ve RNA elde edilene kadar -
80°C’de saklanmistir. RNA izolasyonunda San Prep Column MicroRNA Mini-Prep
Kit kullamlmig ve asagidaki islemler takip edilerek RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir.

1- 2°1ik ependorf tiip igerisine 500 pl serum 6rnegi alinmistir, iizerine 500 pul miRNA

eksraktor eklenip vortekslenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir.

2- Uzerine 200 pl kloroform eklenip vortekslenmistir, 12x000x g 10dk 4° santrifiij

edilmistir.
3- Ust faz temiz bir tiipe alinarak {izerine 1/3 Ethanol eklenmistir. Pipetaj yapilmistir.

4- Spin Column TR iizerine 6rnek yiiklemesi yapilmistir. 12x000x g 2 dk santrifiij

edilmistir.

5- Alt stvi alinip lizerine 2/3 ethanol eklenmistir. Spin Column MR’a aktarilip 12x000x
g 2 dk santrifiij edilmistir.
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6- MikroRNA’larin bulundugu spin column fiizerine 500 pl yikama buffer1 RPE
soliisyonu eklenmistir. 12x000xg 30 sn santrifiij edilip alt s1v1 atilmistir. Bu islem iki

kez tekrarlanmistir.

7- Spin kolon iizerine ekleme yapmadan bos bir sekilde 12x000xg 30 sn santrifiij

edilmistir.

8- 1,5 ml tiip iizerine kolon yerlestirilip Kolon merkezine 20ul Rnase-Free su

eklenmistir. Oda sicakliginda 2dk beklenmistir.

9- 12x000xg 30 sn santrifij edilip elde edilen miRNA kullanilmak {izere -20
kaldirtlmistir.

3.3.3. miRNA o6lgtimi

1-Protein miktar1 6l¢iimii i¢in Qubit Buffer Mixi hazirlanmistir. (Qubit™ microRNA

Assay Kit Cat: Q32880)

2- 1 Ornek icin 199 pl Qubit microRNA Buffer + 1 pl Qubit microRNA Reagent

hazirlanmastir.

3-Olgiim igin 0,5 ‘lik Qubit dlgiim ependorfuna 198 pl Qubit Buffer Mixi + 2 ul

mMIRNA 6rnegi eklenmistir.
4- 2 dk inkiibasyon sonrasi 6l¢lim alinmustur.

5- Orneklerin, Qubit miRNA Assay kite uygun sekilde miRNA’ya &zgii daha hassas
Olglim yapabilen florometre 6l¢iim cihazinda (Denovix, Cat: D-11-FX) miktarlar

ng/ul cinsinden Sl¢iilmiistiir.
3.3.4. cDNA sentezi

Elde edilen RNA’larin cihazda dlgiilen degerleri ng/pl cinsinden oldugu igin
reaksiyon 5 ng’dan kurulmustur. Gerekli hesaplamalar yapilmistir ve Tablo 3.1.’de 1

ornek i¢in cDNA standart reaksiyon degerleri verilmistir.
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Tablo 3.1. cDNA Standart Reaksiyon (1 6rnek igin);

2X miRNA cDNA Sentez Super Miks | 10 ul

Enzim Miks 2 ul
RNA Tabakas1 5ng
dH20 20 ul

-Reaksiyon ka¢ Ornekse yukaridaki birim deger o sayiya ¢arpilmustir. 1.5 mL’lik

ependorf tiipe konulmustur.
-Hazirlanan miks esit bir sekilde kuyucuklara dagitilmustir.

-1 6rnek bagma miks karisimi totalde 10 pl oldugundan her bir 6rnegin RNA‘s1
eklenerek total hacim 20 upl’den cikarilmistir. Su miktarlari bulunup miktarlari

esitlenen tiim 6rneklerle cDNA kiitiiphanesi olusturulmustur.

- Tablo 3.1.’de belirtilen kosullara gore sicaklik ve siire degerleri Thermocycle
cihazina (Applied Biosystems™ MiniAmp™ Thermal Cycler, cat: A37834)

girilmistir.
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Tablo 3.2. cDNA sentez PCR kosullari

Ayarlar |Adim 1 Adim 2 Adim 3 |Adim 4
Sicakhk |37°C 50°C 85°C 4°C
Sure 30 dakika |15 dakika |5 dakika |

Ornekler 4°C adimina geldiginde buz iizerine alinir.
3.3.5. Real time PCR

Kullanilacak her primer i¢in standart real time PCR reaksiyonu hazirlanmaistir.
Ornekler kuyucuklara dagitilmistir. Kuyucuklarin iizeri seffaf optik okuyucu ile
kapatilmigtir. Real Time PCR cihazina (Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR
System, cat: 4376600) yiikklenmistir.

3.3.6. Ekspresyon analizi

cDNA eldesi yapilan orneklerde ekpresyon analizleri RT-PCR (Applied
Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System) cihazinda gergeklestirilmistir.
Ekspresyon analizinde kullanilan primer dizileri Tablo 3.2.°de gosterilmistir.
Ekspresyon caligmasinda izlenen protokol Tablo 3.3.’da anlatildig1 gibi her bir 6rnek
icin 20 pl miks hazirlanmis ve 96 kuyucuklu plate konularak {izeri sealing ile
kapatilmistir. Sonrasinda Tablo 3.4.’te gosterildigi sekilde PCR kosullar1 cihaza
tanimlanarak reaksiyon baglatilmistir. RT-PCR c¢alismas1 40 dongii tekrari ile
yapilmistir. Her bir drnek, belirlenen iki mikroRNA (miR-29a, miR-31) ve U6
(kontrol) acisindan degerlendirilmeye alinmigtir. miRNA ekspresyon durumlart 2-

AACt hesaplama yontemine gore yapilmistir.
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Tablo 3.3. Ekspresyon analizinde kullanilan primerler

miRNA Adi

Forward Primer Dizisi | Reverse Primer Dizisi (5'—3')

(53"

hsa-mir-29a

ACUGAUUUCUUUUG
GUGUUCAG

UAGCACCAUCUGAAAUCG
GUUA

hsa-mir-31

AGGCAAGAUGCUGGC | UGCUAUGCCAACAUAUUG

AUAGCU

CCAU

Tablo 3.4. Real Time PCR kurulum bilesenleri

Reaktif Miktar (pl)
Blastag 2X qPCR Master Miks 10 pl
cDNA 2,5 ul
Primerler (forward+ reverse) 2 ul

dH20 55u
Toplam 20 ul
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Tablo 3.5. RT-PCR protokoli

Sicaklik Sure (dakika/saniye) Dongii Tekrari
95°C 4 dk 40
95°C 15sn 40
60°C 30sn 40
72°C 30sn 40

3.4. Istatiksel Analiz

Verilerin analizi IBM SPSS 21 paket programi ile yapilmistir. Nicel
degiskenler ortalama, standart sapma ve ortalama standart hata olarak gosterilmistir.
Nicel degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile
degerlendirilmistir. Normal dagilan degiskenlerde li¢ grup karsilastirmasi Oneway
ANOVA ile, dagilmayan durumlarda ise iki grup Mann Whitney U testi, li¢ grup
Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir. Siirekli degiskenlerin birbirleri arasindaki
iligkilerin belirlenmesinde Spearman’s Korelasyon analizi kullanilmistir. IBM SPSS
Statistics ver.25 programi ile Receiver operating characteristic (ROC) egrileri
olusturulmus ve her bir aday miRNA i¢in egri altinda kalan alan (AUC), hassaslik ve
0zgullik degerlendirilmistir. Analiz sonucu istatistiksel olarak p<0,05 olan durumlar

anlaml kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya ESOGU Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dalina basvuran
Alzheimer hastalig1 tanist almig 30 hasta, vaskiiler demans tanis1 almig 30 hasta ve 30
kontrol dahil edilmistir. Hasta ve kontrol olmak tizere toplamda 90 bireyde serum miR-

29a ve miR-31’in ekspresyon profilleri degerlendirilmistir.

4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Demografik ve Klinik Verilerinin

Degerlendirilmesi

Calismamiza tan1 almis 30 Alzheimer hastasi (%33,3), 30 vaskiler demans
hastas1 (%33,3) ve 30 saglikli kontrol grubu (%33,3) olmak iizere toplam 90 birey
dahil edilmistir. Alzheimer hastalig1 tanili 30 hastanin 15’1 kadin (%50), 15’1 erkek
(%50); vaskiiler demans tanili 30 hastanin 10°u kadin (%33,3), 20’si erkek (%66,6);
saglikli 30 kontrollerin ise 21’i kadin (%70), 9’u erkektir (%30). Hasta ve kontrol

bireylerinin gruplara ve cinsiyetlere gére dagilimlar Sekil 4.1°de verilmistir.

CALISMA GRUBU

50— )

I KADIN

40— I ERKEK
B
= 30~
§ 201

10+

0 1 | 1
ALZ VASKONT
GRUPLAR

Sekil 4.1. Alzheimer hasta, vaskiiler demans hasta ve saglikli kontrol bireylerinin

cinsiyete gore dagilimi
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Alzheimer hasta grubunun yas ortalamast 72,4 + 7,56, vaskiiler demans hasta
grubunun yas ortalamasi 69,6 + 10,45 ve saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi
65,26 = 8,01 olarak belirlenmistir. Calismamiza dahil edilen Alzheimer hastalar,
vaskiiler demans hastalar1 ve saglikli kontrol gruplarinin demografik verileri Tablo

4.1.°de verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplara gore cinsiyet ve yas gruplari dagilimi

Ozellik Alzheimer Vaskuler Demans | Saghklh Kontrol | Toplam
Hastalar1 Hastalar1 Grubu

Say1 (n) 30 30 30 90

Yas (en diisiik- en | 58-84 41-89 50-82 41-89

yiksek)

Yas (Ort. + SS) 72,4 +756 69,6 = 10,45 65,26 £8,01 69,08
49,15

Cinsiyet

Kadin 15 10 21 46

Erkek 15 20 9 44

4.2. Alzheimer Hastalari, Vaskiiller Demans Hastalar1 ve Saghkh
Kontrol Gruplarinda miR-29a ve miR-31’in Ekspresyon

Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Tiim olgularda EDTA’1 tiiplere alinan periferik kan drneklerinden serum elde
edilmis ve miRNA izolasyonu gerceklestirilmis. Orneklerden elde edilen cDNA’lar
araciligiyla miRNA-29a ve miRNA-31’in ekspresyon profilleri 7500 Real-Time PCR
cihazi kullanilarak analiz edilmistir. miR-29a ve miR-31’in ekspresyon seviyeleri
belirlenirken RT-PCR’da elde edilen Ct degerleri 2*-AACt olarak hesaplanmistir. 2"-
AACt hesaplanmasinda U6 kontrol geni ile kiyaslanarak miR-29a ve miR-31’in

ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. U6, miR-29a ve miR-31 ekspresyonlarini
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gosteren amplifikasyon egrileri sirastyla Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.’de yer

almaktadir.
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Sekil 4.2. U6 (kontrol) genine ait amplifikasyon gorintusu
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Sekil 4.3. miR-29a ekpresyonuna ait amplifikasyon gorintasi
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Sekil 4.4. miR-31 ekspresyonuna ait amplifikasyon gorintisu
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4.2.1. Alzheimer hastalar, vaskiler demans hastalarn1 ve saghkh kontrol

gruplarinda miR-29a ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi

miR-29a’nin ekspresyon seviyelerinin ortalamasi Alzheimer hasta grubunda
2,51+4,1, vaskiiler demans hastalarinda 1,6+3,2, saglikli kontrol grubunda 6,7+15,38
olarak saptanmistir. Hasta gruplarimin ve kontrol grubunun miR-29a ekspresyon

seviyelerinin ortalamalarina ait grafik Sekil 4.5.’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Alzheimer Hastalari, vaskiiler demans hastalar1 ve saglikli kontrol
g
gruplarinin miR-29a ekspresyon seviyelerinin grafigi (ortalama+standart

sapma)

Hasta gruplart ve kontrol grubu karsilastirildiginda miR-29a ekspresyon
seviyesinin hasta gruplarinda kontrol grubuna kiyasla azaldigi saptanmistir fakat bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0,05). Hasta ve kontrol

gruplarinin miR-29a ekspresyon seviyeleri Tablo 4,2.’de verilmistir.
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Tablo 4.2.

Alzheimer hastasi, vaskuler demans hastasi ve saglikli kontrol gruplariin

miR-29a ekspresyon seviyeleri

miRNA | Gruplar Ornek Ortalama | Standart Standart min.max P
Sayisi Sapma Hata deger Degeri
Alzheimer 30 2,5100 4,19577 0,76604 0,19-22,74
miR-29a | Vaskiler 30 1,6710 3,28347 0,59948 0,03-15,17 | 0,105
Demans
Kontrol 30 6,7387 15,38356 2,80864 0,07-75,95

*[statiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edilmistir.

4.2.2. Alzheimer hastalari, vaskiler demans hastalar1 ve saghkh kontrol

gruplarinda miR-31 ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi

miR-31"in ekspresyon seviyelerinin ortalamasi Alzheimer hasta grubunda

5,1847,1, vaskiler demans hastalarinda 1,9942,67, saglikli kontrol grubunda

2,35+2,94 olarak saptanmistir. Hasta gruplarinin ve kontrol grubunun miR-31

ekspresyon seviyelerinin ortalamalarina ait grafik Sekil 4.6.’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Alzheimer hastalar1, vaskiiler demans hastalar1 ve saglikli kontrol grubunda

miR-31 ekspresyon seviyelerinin grafigi (ortalama+standart sapma)

Hasta ve kontrol gruplar karsilastirildiginda miR-31 seviyesinin istatistiksel

olarak anlamli farklilik gosterdigi tespit edilmistir (p=0,01). Hasta ve kontrol

gruplariin miR-31 ekspresyon seviyeleri Tablo 4.3.’de verilmistir.

Tablo 4.3. Alzheimer hastasi, vaskiller demans hastasi ve saglikli kontrol gruplarinin

miR-31 ekspresyon seviyeleri

miRNA | Gruplar Ornek Ortalama Standart Standart max. | P Degeri
Sayisi Sapma Hata min
deger
Alzheimer | 30 5,1893 7,10061 1,29639 0,13-
29,21
miR-31 Vaskiler 30 1,9920 2,67397 0,48820 0,04- 0,01*
Demans 12,53
Kontrol 30 2,3570 2,94322 0,53736 0,04-
12,0

*{statiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edildi.
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Farkin hangi gruplardan kaynaklandigini bulmak i¢in Dunn ¢oklu karsilagtirma
testi yapilmistir. Vaskiler demans grubu Alzheimer hasta grubuna gore
kiyaslandiginda miR-31 ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli derecede
azalma tespit edilmistir (p=0,017). Alzheimer hastalarinda ise kontrol grubuna goére
miR-31 ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede yiikseldigi
gozlenmistir (p=0,046). Vaskuler demans ve kontrol gruplari arasinda miR-31
ekspresyon seviyesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p> 0,05). Hasta gruplar1 ve kontrol grubunun miR-31 ekspresyon seviyelerinin

karsilastirilmasi Tablo 4.4°te verilmistir.

Tablo 4.4. Alzheimer hastas1, vaskiler demans hastasi ve saglikli kontrol gruplarinin

miR-31 ekspresyon seviyelerinin Karsilastirilmasi

Ornek1-Ornek2 p degeri | adj p degeri

Vaskiler Demans-Kontrol 0,728 1,000

Vaskiuler Demans- Alzheimer | 0,006 0,017*

Kontrol- Alzheimer 0,15 0,046*
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Hasta ve kontrol gruplarinda miR-29a ve miR-31’in ekspresyonlari heatmeap

tizerinde grafiklendirilmistir.
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Sekil 4.7. Alzheimer, vaskiler demans ve kontrol gruplarinda miR-29a ve miR-31

ekspresyonunun heatmap’i ve hiyerarsik kiimelenmesi. Heatmap’te koyu

mavi renk diisiik ekspresyonu, koyu kirmizi renk ylksek ekspresyonu

gostermektedir.
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4.3. Alzheimer Hastalari, Vaskiiller Demans Hastalar1 ve Saghkh

Kontrol Gruplarinda miR-29a ve miR-31’in Korelasyon Analizi

Hasta ve kontrol gruplarinda, miR-29a ve miR-31 icin korelasyon analizi
yapilmistir. Alzheimer hasta grubunda miR-29a ve miR-31 arasinda korelasyon
bulunmamustir (p= 0,112). Vaskuler demans hasta grubu ile kontrol grubunda miR-
29a ve miR-31 arasinda orta diizeyde pozitif yonli korelasyon saptanmistir (gruplar
icin sirasiyla; p= 0,006, p= 0,014).

4.4. Alzheimer Hastalar, Vaskiiler Demans Hastalar1 ve Saghkh
Kontrol Gruplarinda miR-29a ve miR-31’in Biyobelirte¢ Olarak

Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda miR-29a ve miR-31 agisindan ROC ve AUC
analizleri yapilmistir. Bu analizlere gére miR-29a ve miR-31’in bir biyobelirteg olarak
kullanilabilmesi i¢in testin 6zgiillik (spesivite) ve hassaslik (sensivite) degerleri
hesaplanmistir. Hasta ve kontrol gruplarina iliskin miR-29a ve miR-31"in
ekspresyonlari kendi aralarinda degerlendirilmis ve ekspresyonlarina gore esik (cutt-
off) noktalar1 belirlenerek her birinin 6zgiilliikk ve hassaslik degerleri hesaplanmistir ve
ROC egrisi ¢izilmistir. miR-29a ve miR31’in dogrulugunu belirlemek i¢in %95 giiven
sinirlartyla (%95 CI) egri altinda kalan alan (AUC) ve standart hata hesaplanmistir.
AUC, 0-1 arasinda degismektedir. AUC dogrulugu 1’e yaklastik¢a artmaktadir.

4.4.1. Alzheimer hastalar1 ve kontrol gruplarinda miR-29a ve miR-31’in

biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesi

Alzheimer hasta grubu ve saglikli kontrol grubunda miR-29a ve miR-31’in
ekspresyon seviyelerinin Alzheimer hasta ve kontrol gruplari arasindaki tanisal
dogruluk agisindan 6zgulliik ve hassaslik oranlarinin hesaplanabilmesi igin ROC egrisi
analizi yapilmis ve AUC degeri hesaplanmistir. Alzheimer hasta ve kontrol grubu
arasinda miR-29a i¢in yapilan ROC egrisi analizinde AUC degeri 0,591 olarak
bulunmustur ve miR-29a Alzheimer hastas1 ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda ayirt
edici bir parametre olarak degerlendirilememistir (p=0,2512). miR-31 i¢in yapilan
ROC egrisi analizinde AUC degeri 0,682 olarak bulunmus ve miR-31 Alzheimer hasta

grubu ve kontrol grubu arasinda orta tanisal dogrulukta ayirt edici bir parametre olarak
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degerlendirilmistir (p=0,0093). Elde edilen ROC ve AUC degerleri Tablo 4.5., Sekil

4.7.°de verilmistir.

Tablo 4.5. Alzheimer hastalar1 ve kontrol grubunda miR-29a ve miR-31’in ROC ve
AUC degerleri (*CI=Confidence interval, AUC=Area Under the Curve, p
Degeri=p<0,05.)

miRNA | Hassalik | Ozgilluk | AUC (%95 CI) Cutt-off Degeri | p Degeri

miR-29a | 83,33 50,00 0,591 (0,456-0,716) |>0,48 0,2512

miR-31 | 80,00 60,00 0,682 (0,549-0,796) |>1,24 0,0093*
hsa_miR_29a hsa_miR_31

100
80

60

Sensitivity
Sensitivity

40

20

0 PRI RPN EEEEN B R |
0 20 40 60 80 100
100-Specificity

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Sekil 4.8. Alzheimer hasta ve kontrol gruplarinda miR-29a ve miR-31’in ROC egrileri

4.4.2. Vaskuler demans ve kontrol gruplarinda miR-29a ve miR-31’in

biyobelirtec olarak degerlendirilmesi

Vaskiiler demans hasta grubu ve saglikli kontrol grubu arasinda miR-29a ve
miR-31’in ekspresyon seviyelerinin vaskiiler demans hasta ve kontrol gruplari
arasindaki tanisal dogruluk agisindan ozgiillik ve hassaslik oranlarinin
hesaplanabilmesi i¢cin ROC egrisi analizi yapilmis ve AUC degeri hesaplanmistir.
Vaskiiler demans ve kontrol gruplar1 arasinda miR-29a igin yapilan ROC egrisi
analizinde AUC degeri 0,549 olarak bulunmustur (p=0,5261). miR-31 i¢in yapilan
ROC egrisi analizinde ise AUC degeri 0,527 olarak bulunmustur (p=0,7261). Sonug

olarak her iki miRNA’ninda vaskiiler demans ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda
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tanisal olarak ayirt edici bir 6zelligi olmadig: tespit edilmistir. Elde edilen ROC ve

AUC degerleri Tablo 4.6., Sekil 4.8.’de verilmistir.

Tablo 4.6. Vaskiiler demans hastalari ve kontrol grubunda miR-29a ve miR-31’in
ROC ve AUC degerleri (*CI=Confidence interval, AUC=Area Under the

Curve, p Degeri=p<0,05.)

miRNA | Hassaslik | Ozgullik | AUC (%95 CI) Cutt-off Degeri | p
Degeri
miR-29a | 80,00 43,33 0,549 (0,415-0,678) | <=1,25 0,5261
miR-31 | 93,33 20,00 0,527 (0,394-0,657) | <=4,85 0,7261
hsa_miR_29a hsa_miR_31
ol | I20| ' I40I I |60| I IBOI ' I100 0 - ‘201 ‘ 140‘ l Ieol l l80. 100
100-Specificity 100-Specificity

Sekil 4.9. Vaskiiler demans hastalari ve kontrol grubunda miR-29a ve miR-31’in ROC

egrileri
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4.4.3. Alzheimer hastalar1 ve vaskiiler demans hastalarinda miR-29a ve miR-

31’in biyobelirtec olarak degerlendirilmesi

Alzheimer ve vaskiler demans hasta grubunda miR-29a ve miR-31’in
ekspresyon seviyelerinin gruplari arasindaki tanisal dogruluk agisindan 6zgulluk ve
hassaslik oranlarinin hesaplanabilmesi icin ROC egrisi analizi yapilmis ve AUC degeri
hesaplanmistir. Alzheimer ve vaskiiler demans hasta grubu arasinda miR-29a igin
yapilan ROC egrisi analizinde AUC degeri 0,666 olarak bulunmustur (p=0,0189).
miR-31 i¢in yapilan ROC egrisi analizinde ise AUC degeri 0,707 olarak bulunmustur
(p=0,0022). Bu iki hasta grubu arasinda miR-29a diisiik, miR-31 ise yiiksek tanisal
dogrulukta ayirt edici bir parametre olarak degerlendirilmistir. Elde edilen ROC ve
AUC degerleri Tablo 4.5., Sekil 4.7.”de verilmistir.

Tablo 4.7. Alzheimer hastalar1 ve vaskiiler demans hastalarinda miR-29a ve miR-
3I’in ROC ve AUC degerleri (*Cl=Confidence interval, AUC=Area
Under the Curve, p Degeri=p<0,05.)

miRNA | Hassaslik | Ozgiillik | AUC (%95 CI) Cutt-off Degeri | p Degeri
miR-29a | 83,33 50,00 0,666 (0,533-0,783) | >0,5 0,0189*
miR-31 | 86,67 50,00 0,707 (0,576-0,818) | >0,7 0,0022*
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Sekil 4.10. Alzheimer hastalar1 ve vaskiiler demans hastalarinda miR-29a ve miR-

31’in ROC egrileri

4.5. Alzheimer Hastalar, Vaskiiler Demans Hastalar1 ve Saghkh
Kontrol Gruplarinda miR-29a ve miR-31’in Biyobelirte¢ Olarak

Birlikte Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol gruplari arasinda miR-29a ve miR-31 agisindan ROC ve AUC
analizleri yapilmistir. Bu analizlere gére miR-29a ve miR-31’in bir biyobelirteg olarak
birlikte kullanilabilmesi i¢in testin Ozgiillilk (spesivite) ve hassaslik (sensivite)

degerleri hesaplanmistir. Elde edilen ROC ve AUC degerleri Tablo 4.8.’de verilmistir.

4.5.1. Alzheimer hastalar1 ve vasklUler demans hastalarinda miR-29a ve miR-

31’in biyobelirteg olarak birlikte degerlendirilmesi

Alzheimer ve vaskiiler demans hasta gruplart arasinda miR-29a ve miR-31’in
ekspresyon degisimleri birlikte degerlendirilerek tanisal dogruluk a¢isindan 6zgullik
ve hassaslik oranlarinin hesaplanabilmesi icin ROC egrisi analizi yapilmis ve AUC
degerleri hesaplanmistir. Alzheimer hasta ve vaskiiler demans hasta grubu arasinda
miR-29a ve miR-31 igin yapilan ROC egrisi analizinde AUC degeri 0,698 (0,566-
0,810 p=0,0334) bulunmustur. miR-29a ve miR-31’in birlikte degerlendirilmesi bu iki
grup arasinda orta tanisal dogrulukta ayirt edici bir parametre olarak

degerlendirilmistir.
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4.5.2. Alzheimer hastalar1 ve kontrol gruplarinda miR-29a ve miR-31’in

biyobelirtec olarak birlikte degerlendirilmesi

Alzheimer hasta ve kontrol gruplar1 arasinda miR-29a ve miR-31’in
ekspresyon degisimleri birlikte degerlendirilerek tanisal dogruluk a¢isindan 6zgullik
ve hassaslik oranlarinin hesaplanabilmesi icin ROC egrisi analizi yapilmis ve AUC
degerleri hesaplanmistir. Alzheimer hasta ve kontrol grubu arasinda miR-29a ve miR-
31 igin yapilan ROC egrisi analizinde AUC degeri 0,702 (0,570-0,813 p=0,0217)
bulunmustur. miR-29a ve miR-31’in birlikte degerlendirilmesi bu iki grup arasinda

orta tanisal dogrulukta ayirt edici bir parametre olarak degerlendirilmistir.

4.5.3. Vaskiler demans hastalar1 ve kontrol gruplarinda miR-29a ve miR-31’in

biyobelirtec olarak birlikte degerlendirilmesi

Vaskiiler demans hasta ve kontrol gruplari arasinda miR-29a ve miR-31’in
ekspresyon degisimleri birlikte degerlendirilerek tanisal dogruluk agisindan 6zgullik
ve hassaslik oranlarinin hesaplanabilmesi icin ROC egrisi analizi yapilmis ve AUC
degerleri hesaplanmistir. Vaskiiler demans hasta ve kontrol grubu arasinda miR-29a
ve miR-31 i¢in yapilan ROC egrisi analizinde AUC degeri 0,580 (0,446-0,706
p=0,1115) bulunmustur. miR-29a ve miR-31’in birlikte degerlendirilmesinin, bu iki

grup arasinda tanisal olarak ayirt edici bir 6zelligi olmadigi tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Demans; Latince ‘mens’ kokiinden gelen bilissel islevlerin giderek
bozulmasiyla karakterize yasa bagl ilerleyici norodejeneratif bir hastaliktir
(Gustafson, 1996). Epidemiyolojik tahminlere gore her gecen yil popiilasyonda
katlanarak artmakta ve diinya c¢apinda Onemli bir halk saghigi sorunu haline
gelmektedir (Livingston vd., 2020). Demansa yol agabilecek ¢ok sayida ¢evresel ve
genetik risk faktori mevcuttur. Risk faktorlerinin demans patolojisi Uzerine etki

etmesiyle farkli demans tiirleri olusmaktadir (Kua vd., 2014).

Alzheimer hastaligi, belirli noropatolojilerin etkiledigi yasla iliskili olarak
biligsel bozulma ile karakterize bir hastaliktir ve demansin en yaygin goriilen tiiriidiir
(Lopez vd., 2019). Alzheimer hastaliginin temelde amiloid plaklar ve norofibril
yumaklar olmak iizere iki patolojisi tanimlanmistir. Amiloid plaklar, APP’nin (amiloid
prekiirsor protein) yanlis kesimi sonucunda AP birikmesi ile olusur. Norofibril
yumaklar ise tau proteininin hiperfosforilasyonu sonucu olusur. Alzheimer
hastaliginda yas ile birlikte ¢evresel etkenler, yasam tarzi, genetik faktorler gibi bazi
risk faktorleri oldugu bilinmektedir (Monfared vd., 2022). Alzheimer hastaligina etki
eden genetik faktorler erken baslangigli Alzheimer hastaligina ve ge¢ baslangich
Alzheimer hastalifina gore farklilik gostermektedir. Erken baslangi¢li Alzheimer
hastaligt APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerinin otozomal dominant kalitimi ile ortaya
¢ikmaktadir. Geg baslangi¢li Alzheimer hastaligi ise daha ¢ok sporadik olarak ortaya
¢ikmaktadir (Bellenguez vd., 2020).

Vaskiiler demans, beyne giden kan akis1 dengesinin bozularak biligsel
yeteneklerde azalma, yavas diislinme, yiiriitiicii islev kaybiyla karakterize yasla
birlikte ilerleyici bir hastaliktir. Demansin en yaygin goriilen ikinci tiiriidiir (Venkat
vd., 2015). Vaskiiler demansin patolojisini ateroskleroz, kiiciik damar lezyonlari,
iskemi, mikroanjiyopatiler gibi serebral lezyonlar olugturmaktadir. Bu patolojiler kan-
beyin bariyeri dengesi bozulmasi, beyaz cevher lezyonlari, astroglial yanit ile noronal
kayip olusumuna sebep olur ve vaskiiler demans meydana gelir (lemolo vd., 2009).
Vaskiiler demansin olusumunda yasam tarzi, ¢evresel etkenler ve genetik faktorler
olmak uzere pek cok risk faktori belirlenmistir. VVaskiler demansa ait monogenik
faktorler tanimlanmis, bununla birlikte poligenik faktorlerin de hastalik Gzerinde etkisi
oldugu bildirilmistir. Monogenik faktorleri, NOTH3, HTRAL, GLA, COL4A1-A2,
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TREX1 genlerinde meydana gelen mutasyonlar olusturmaktadir. Bunun yaninda daha
az etkili olan sporadik formu, 6zellikle lipid metabolizmasinda rol alan genlerle ortaya
¢ikmaktadir (Ikram vd., 2017).

MikroRNA (miRNA), gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde
rol  oynayan  19-23  nikleotid iceren  kicuk protein  kodlamayan
RNA’lardir. miRNA’larin hiicre proliferasyonu, apoptoz ve hiicre farklilasmasi gibi
bircok biyolojik siireci diizenleme potansiyeli bulunmaktadir. Hiicre i¢inde ve serum,
plazma, idrar, siit gibi diger viicut sivilarinda bulunur. (Gareev vd., 2021).
MikroRNA’larin neredeyse yarisinin beyinde eksprese edilmesiyle ndrogenez ve
noroplastisite dizenlenmektedir, bu nedenle beyin gelisimi ve norodejeneratif

hastaliklarin patolojisinde kilit rol oynamaktadir (Kos vd., 2022).

MikroRNA’larin farkli viicut sivilarinda bulunma ve yiiksek stabilitesi, dokuya
Ozgii olmalar1 ve hastalik patogenezlerinde farkli ekspresyon seviyelerine sahip
olmalar1 sirkiile miRNA’larin ve non-invaziv potansiyel biyobelirtecler olarak
kullaniminin etkili olabilecegini diisindiirmektedir (Szelenberger vd., 2019).
Alzheimer hastalig1 ve vaskiiler demans ile ilgili ayr1 calismalarda biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecek ¢ok sayida miRNA tanimlanmis olsa da, bu iki hastalig1 tanisal olarak
ayirabilen bir biyobelirte¢ olabilecek miRNA arayis1 son donemlerde Onem
kazanmigtir. miR-29a’nin ifadesi norit kok hiicreleri etkilemektedir ve sinaps olusumu,
sinapslarin diizeni (zerinde etki gostermektedir (Ma et., 2020). miR-31 ifadesi,
inflamasyon ile birlikte oksidatif stresin ortaya ¢ikmasi ve nérodejenerasyon sonucu
noronlarin 6limi ile iligkilidir. miR-31’in ifadesinin yiiksek olmast Af proteinlerinin
hicre ici birikimi azalttigi boylece noropatoloji iizerinde iyilestirici etkisinin oldugu
gorulmektedir (Barros- Viegas vd., 2020). Bu ydnleriyle miR-29a ve miR-31’in
Alzheimer ve vaskiiler demanstaki ekspresyon farkliliklarinin belirlenmesi ve tanida

biyobelirtec olarak kullanilabilirligi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Calismamizda miR-29a ve miR-31’in Alzheimer ve vaskiiler demansta
biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligini degerlendirmek ve ayirici tamida etkisini
saptamak amaciyla, ESOGU Tip Fakiiltesi Noroloji Ana Bilim Dali tarafindan tani
alan 30 Alzheimer hastasi, 30 vaskiiler demans hastas1 ve 30 kontrol bireyinden alinan

serum orneklerinde miR-29a ve miR-31’in ekspresyonlart degerlendirilmistir.
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5.1. miR-29a Ekspresyon Profilinin Degerlendirilmesi

Hébert ve ark. sporadik Alzheimer tanis1 almis 34 hasta ve 21 kontrol ile hiicre
kaltur modeli kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, beyinde BACE1l ve APP protein
ekspresyonlarint degerlendirmislerdir. BACE1, AP peptidlerinin olusumunda f-
sekretaz kesimi ile APP’yi smirlamaktadir, APP’nin proteolitik kesimi ile AP
peptidlerini olusturmaktadir. Bu peptidlerin birikimi Alzheimer patolojisini olusturur.
Western blot sonuglarina goére kontrol gruplarinda APP seviyelerinin degiskenlik
gosterdigi buna karsin BACEL seviyelerinin Alzheimer hasta grubunda arttigini
gozlemlemisler ve miR-29a ile istatistiksel olarak anlamli bir iliskisini bulmuslardir
(p=0,0128). Alzheimer hastalarinda artan BACEL ekspresyonu ile birlikte miR-29a ve
-29b/1’in  azaldigr bildirilmis ve miR-29a/b-1 kimesini BACELl protein

ekspresyonunun potansiyel baskilayici olarak tanimlamiglardir (Hébert vd., 2008).

Shioya ve ark. norodejeneratif hastaliklarda farkli ekspresyon gosteren
miRNA’lar1 tanimlamak i¢in beyin dokusunda yaptiklar1 genisletilmis ¢alismaya 7
Alzheimer hastasi, 14 kontrol birey dahil etmislerdir. miRNA ekspresyonlarini
karsilastirmak i¢in bu gruplara ek olarak 4 Parkinson hastas1 ve 6 ALS hastas1 da dahil
etmiglerdir. Real Time-PCR sonuglarina gére miR-29a ekspresyonunun Alzheimer
hastalarinda kontrol grubuna ve diger hasta gruplarina kiyasla onemli olgiide
azaldigin1 saptamislar ve istatistiksel olarak anlamli bulmuslardir (p=0,041) (Shioya
vd., 2010).

Calismamizda Alzheimer grubunda kontrol grubuna kiyasla miR-29a
ekspresyonunun yaklasik 2.5 kat azaldigi gozlenmistir ancak bu sonug istatistiksel
verilere yansimamistir (p= 0,105). Hebert ve ark., Shioya ve ark. beyin dokusunda ve
hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1 ¢aligsmalar, elde ettigimiz verilere paralel olarak miR-29a
seviyelerinin Alzheimer vakalarinda azaldigini tespit etmislerdir. Ancak ¢alismamizda
bu kat farkinin istatistiksel olarak anlamli olmamasi muhtemelen serum miR-29a

ekspresyon seviyelerinin daha az olmasiyla agiklanabilir.

Kiko ve ark. Alzheimer hastaligi tanisinda potansiyel biyobelirteg olarak
kullanmak tizere plazma ve beyin omurilik sivisinda miRNA’larin ekspresyon seviyesi
farkliliklarint incelemislerdir. Calismaya 10 Alzheimer hastast ve 10 kontrol olgusu
dahil etmislerdir. Real Time-PCR sonuglarina gore; Alzheimer ve kontrol gruplari

arasinda plazmada miR-29a ekspresyon seviyelerinde anlamli bir fark bulunmamas,
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beyin omurilik sivisinda ise Alzheimer hastalarinda miR-29a ekspresyonunun daha
yiiksek oldugunu saptamislardir. Bunun sonucunda miR-29a’nin plazmada degisiklik
olmazken beyin omurilik sivisinda serbest kaldigini diisiinmiisler ve miR-29a
seviyelerinin beyin omurilik sivisinda nasil degistiginin mekanizmasi iizerine

calisilmasi gerektigini onermislerdir (Kiko vd., 2014).

Sorensen ve ark. Alzheimer ve diger demans tiirlerini karsilastirdiklari bir
calismada beyin omurilik sivis1 ve kandaki miRNA ekspresyon seviyelerini
degerlendirerek potansiyel biyobelirteg adaylarini belirlemeyi hedeflemislerdir. Bu
amag¢ dogrultusunda 10 Alzheimer hastasi, 4 vaskiiler demans, 4 frontotemporal
demans ve 2 Lewy cisimcikli demans olmak tizere farkli demans tiplerinden toplam
20 hastay1 ¢aligmaya dahil etmislerdir. Real Time-PCR sonuglarinda gore incelenen
beyin omurilik s1visi ve kan 6rneklerinde miR-29a ekspresyonunda istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark saptamamislardir (p>0,05) (Sorensen vd., 2016).

Alzheimer ve vaskiiler demans kiyaslandiginda verilerimiz Kiko ve ark. ile
Sorensen ve ark. verileri ile paralellik gostermektedir. Calismamizda her ne kadar
istatistiksel verilere yansimasa da miR-29a ekspresyon seviyeleri vaskiler demans
vakalarinda, kontrollere oranla 4 kat, Alzheimer hasta grubuna gore 1,5 kat azaldig1
gozlenmistir. Daha genis hasta serileri ile yapilacak ¢aligsmalarla birlikte daha net

sonugclar elde edilme potansiyeli bulunmaktadir.

Miiller ve ark. Alzheimer hastalarinda anormal seviyelere sahip miRNA’lar1
beyin omurilik sivisinda incelemislerdir. Potansiyel biyobelirtecler olarak kullanimim
degerlendirdikleri bu c¢aligmaya 18 Alzheimer hastast ve 20 saglikli birey dahil
etmislerdir. Real Time-PCR sonuglarina gore kontrol grubuyla kiyaslandiginda miR-
29a ekspresyon seviyesinin yaklasik 2 kat arttigi gozlenmis ve istatistiksel olarak
anlamli bulmuslardir (p=0,0001). Biyobelirte¢ olarak kullanimi degerlendirildiginde
%389 hassaslik %70 6zgiillik oranina sahip olup ayirt etme giicii AUC degeri 0,87
olarak saptamiglar ve tanida 1iyi bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini

diistinmiislerdir (Miiller vd., 2016).

Barbagallo ve ark. norodejeneratif hastaliklarin ortak 6zellikler paylastiklar: ve
bu nedenle tan1 koymanin zor olduguna deginerek bu hastaliklar i¢in ayiric1 tanida
kullanilabilecek potansiyel biyobelirtecler olarak farkli miRNA ekspresyonlarini
hedeflemislerdir. Calismaya 30 Alzheimer, 30 Parkinson, 24 vaskiiler demans, 25
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vaskiiler parkinsonizme sahip birey ve 30 saglikli kontrol dahil edilmis ve serum
eksozom oOrnekleri incelenmistir. Real Time-PCR sonuglarina goére miR-29a
ekspresyonlarinin Alzheimer, vaskiiler demans ve kontrol gruplar1 arasinda farklilik
gosterdigini saptamislardir. Alzheimer grubunda miR-29a ekspresyonunun vaskiler
demans ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda daha yiiksek oldugunu, vaskiiler demans
grubunda ise kontrol grubuna kiyasla daha diisik oldugunu saptamislardir.
Biyobelirteg olarak degerlendirmek i¢in yapilan ROC egrisi analizine gére Alzheimer-
kontrol grubu AUC degeri 0,71, vaskiiler demans-kontrol grubu AUC degeri 0,671 ve
Alzheimer-vaskiiler demans AUC degeri 0,832 olarak bulunmus ve bu gruplar
arasinda potansiyel biyobelirte¢ olarak kullaniminin uygun oldugunu diistinmiislerdir

(Barbagallo vd., 2020).

Calismamizda miR-29a ekspresyonunun tanisal dogrulugunu belirlemek i¢in
yapilan ROC analizi sonucunda; Alzheimer ve kontrol grubu arasinda miR-29’un
hassasligi %83,33, ozgilligi %50 ve AUC degeri 0,591 (%95 CI: 0,456-0,716;
p=0,2512); vaskiiler demans ve kontrol grubu arasinda miR-29’un hassasligi %80,
ozgilligi %43,33 ve AUC degeri 0,549 (%95 CI: 0,415-0,678; p=0,5261); Alzheimer
ve vaskiiler demans gruplar1 arasinda miR-29’un hassaslig1 %83,33, ozgilliigi %50
ve AUC degeri 0,666 (%95 CI: 0,533-0,783; p=0,0189) olarak saptanmustir. Elde
ettigimiz veriler Barbagallo ve ark ile Miiller ve ark. verileri ile uyusmamaktadir. Her
iki caligmaya kiyasla ¢alismamamizda Alzheimer vakalarinda kontrollere oranla
ekspresyonda azalma tespit edilmis, calismamizda incelenen serum drneklerindeki bu
azalma istatistiksel verilere yansimamustir. Bu farkliligin temel nedeni Barbagallo ve
ark. yaptiklar ¢aligmada serumdan izole edilen eksozomlar iizerinde inceleme yapmis
olmalarindan kaynaklanabilir. Eksozomal miRNA’lar bilindigi lizere kanda olduk¢a
kararli bir sekilde bulunabilmektedir. Bu nedenle sirkiile ve serum eksozomal mi-
RNA’lar arasinda ekspresyon diizeyinde farkli sonuglar elde edilmis olabilir. Miiller
ve ark ise yaptiklar1 ¢alismada BOS materyali kullanmiglardir. BOS biyobelirtegleri
direkt beyin dokusu ile iliskili oldugu i¢in ekspresyon paternindeki farklilik beklenen

bir durumdur.

Ragusa ve ark. heterojen bir nérodejeneratif hastalik olan vaskiiler demansi
tanida ayirt edebilmek i¢in 38 vaskiiler demans, 40 Alzheimer hastasi ve 40 saglikli
kontrol bireyi c¢aligmaya dahil etmisler ve plazmada miRNA profillerini

incelemislerdir. Tagman analizlerine gore kontrol gruplarina kiyasla vaskiiler demans
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hastalarinda miR-29a’nin ekpresyonunun diisiik oldugunu saptamiglar ve istatistiksel
olarak anlamli bulmuslardir (p=0,015). Alzheimer hasta grubunda kontrol grubuna
kiyasla miR-29a ekspresyonlarinin daha diisiik oldugunu saptamislar ve istatistiksel
olarak anlamli bulmuslardir (p=0,041). Vaskiiler demans ve Alzheimer grubu arasinda
ise istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edememislerdir. Biyobelirte¢ olarak
kullantmini degerlendirirken ROC egrileri kullanmislar ve miR-29a’nin vaskdiler
demans grubunda AUC degeri 0,63, %76 hassashik, %41 0Ozgiilliikk degerlerine,
Alzheimer grubunda ise AUC degeri 0,64, %75 hassaslik, %41 6zgiilliik degerlerine
sahip oldugunu saptamislardir. Vaskiiler demans ve miR-29a arasinda bilissel
bozukluk arttikca ekspresyon seviyesinin azaldigi negatif bir korelasyon oldugunu
gbzlemlemisler ve vaskiiler demans ile Alzheimer tanist i¢in iyi bir biyobelirteg

oldugunu diisiinmiislerdir (Ragusa vd., 2016).

Calisma verilerimiz Ragusa et al.’un verileri ile paralellik gostermektedir
ancak sonuglarimiz miR-29a’nin yalnizca Alzheimer ve vaskiiler demans arasinda orta
tanisal dogrulukta potansiyel biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Ancak genis kohort calismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
5.2. miR-31 Ekspresyon Profilinin Degerlendirilmesi

Barros- Viegas ve ark. fareler iizerinde yaptiklar1 bir ¢caligmada Alzheimer
hastalig1 patolojisinde rol oynayan miRNA ekspresyonlarini degerlendirmislerdir.
Calismada APP ve BACEI proteinlerinin azalan ekspresyonu ve bunun sonucunda Ap
peptid birikimin artmasinda rol alan miRNA’lar1 hedeflemislerdir. Fareler lizerinde
yaptiklar1 bir dizi analiz sonucunda hipokampiiste miR-31’in yiiksek ekspresyon
gostermesi ile plak yiikiinii azalttigin1 ve biligsel kayb1 6nledigini gézlemlemislerdir
(Barros- Viegas vd., 2020). Calisma verilerimiz Barros- Viegas ve ark. verileri ile
uyusmamaktadir. Bu farkliligin temel nedeni model organizma tizerinde incelenmesi

ve incelenen 6rnegin farklilik gostermesi olabilir.

Dong ve ark. Alzheimer hastaligini erken evrelerde tanimlamak igin spesifik
bir biyobelirtec eksikligini vurgulayarak miRNA’larin Alzheimer hastaliginda
biyobelirteg olarak potansiyelini degerlendirmislerdir. Calismaya 127 Alzheimer
hastas1 ve 123 saglikli kontrol bireyi ile birlikte 30 hafif kognitif bozukluk, 30 vaskuler
demans hastas1 dahil edilmis ve serum ornekleri incelenmistir. Boylece demans tiirleri

arasindaki biyobelirte¢ potansiyeli de degerlendirilmistir. Real Time-PCR sonuglarina
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gore miR-31 ekspresyonlarinin Alzheimer hastalarinda kontrol grubuna goére daha
diisiik oldugu gozlenmis ve her iki set i¢in de istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Tanisal degerini degerlendirmek icin yapilan ROC egrisi analizinde egitim
seti igin AUC degeri 0,717, dogrulama seti AUC degeri 0,720 bulunmus ve diger
miRNA'larla birlikte degerlendirildiginde daha spesifik non invaziv bir biyobelirteg
olarak Alzheimer tanisinda kullanilabilecegini diisiinmuslerdir. Hafif kognitif
bozukluk ve kontrol grubu kiyaslandiginda miR-31 ekspresyonlarinda belirgin bir fark
tespit edememislerdir. Vaskiiler demans ve kontrol grubu kiyaslandiginda miR-31
ekspresyon seviyelerinin vaskiiler demans hastalarinda daha yiiksek oldugunu
saptamislar ve istatistiksel olarak anlamli bulmuslardir (p<0,05). miR-31"in Alzheimer
ve vaskiiler demanstaki bu farkli ekspresyon seviyelerinin demans tiirlerinin tanisinda

spesifik biyobelirteg olarak kullanilabilir oldugunu diistinmiislerdir (Dong vd., 2015).

Calismamizda Alzheimer, vaskiiler demans ve kontrol gruplarinin serum
karsilastirildiginda miR-31’in ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmustur (p= 0,010). Alzheimer ve kontrol grubu karsilastirilmasinda
miR-31’in Alzheimer grubunda daha yiiksek ekspresyona sahip oldugu saptanmistir
(p=0,046). Alzheimer ve vaskiiler demans grubu karsilastirilmasinda miR-31’in
Alzheimer grubunda daha yiiksek ekspresyona sahip oldugu saptanmistir (p=0,017).
Vaskiiler demans ve kontrol grubu karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark

tespit edilememistir (p>0.05).

Calismamizda miR-31 ekspresyonunun tanisal dogrulugunu belirlemek icin
yapilan ROC analizi sonucunda; Alzheimer ve kontrol grubu arasinda miR-31’in
hassasligr %80, ozgilligii %60 ve AUC degeri 0,682 (%95 CI: 0,549-0,796;
p=0,0093); vaskiiler demans ve kontrol grubu arasinda miR-31’in hassaslig1 %93,33,
ozgilligi %20 ve AUC degeri 0,527 (%95 CI: 0,394-0,657; p= 0,7261); Alzheimer
ve vaskiiler demans gruplari arasinda miR-31’1n hassaslig1 %86,67, 6zgiilligii %50 ve
AUC degeri 0,707 (%95 CI: 0,576-0,818; p=0,0022) olarak saptanmistir ve miR-31
Alzheimer hastaliginin tanisinda potansiyel biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
diistintilmiistiir. Calisma verilerimiz Dong ve ark.’nin Alzheimer ve vaskuler demans
hastalar1 ile yaptiklar1 calisma ile uyumlu bulunmamistir. Bu farkliligin temel
sebeplerinden birisi olgularin klinik 6zellikleri arasindaki farklar olabilir. Dong ve
arkadaslar1 ayni1 calismada hafif biligsel bozukluk vakalarinda mir-31’in artmis

ekspresyonunu tespit etmislerdir. Temel mekanizma hala belirsizligini korumakla
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birlikte muhtemelen olgularda biligsel diizeyin azalmasiyla birlikte ekspresyon
diizeyleri arasindaki fark belirgin hale gelmektedir. Her ne kadar tam mekanizma
belirlenenemis olsa da hastaligin baslangicindan itibaren ortaya ¢ikan farkli
mekanizmalarin etkisiyle miR-31’in ekspresyon seviyesinde farkli siireglerde artis ya
da azaliglar gozlenebilir. Calismamizda Alzheimer vakalarimizin  biiyiik
cogunlugunun erken evre olmasi sebebiyle ekspresyon seviyelerinde dramatik bir
diisiis yasanmamus olabilir. Bu konuda daha kesin sonuglar almak adina hem erken
evre hem ileri evre Alzheimer vakalarinin birlikte c¢alisilmasi ayni zamanda diger

genetik faktorlerin de degerlendirilmesi gerekmektedir.

Calismamizda ayrica miR-29a ve miR-31’in ekspresyon seviyelerini
Alzheimer ve vaskiiler demans hastalarinda birlikte degerlendirerek tanida daha
spesifik potansiyel biyobelirtecler olarak kullanimlari degerlendirilmistir. ROC analizi
sonuglarina gore; Alzheimer ve vaskiiler demans arasinda miR-29a ve miR-31’in AUC
degeri 0,698 (% 95 CI: 0,566- 0,810; p=0,0334); Alzheimer ve kontrol grubu arasinda
miR-29a ve miR-31’in AUC degeri 0,702 (% 95 CI: 0,570- 0,813; p= 0,0217);
vaskiler demans ve kontrol grubu arasinda miR-29a ve miR-31’in AUC degeri 0,580
(% 95 CI: 0,446- 0,706; p= 0,1115) olarak bulunmustur. Bu veriler dogrultusunda
gruplar arasinda miR-29a ve miR-31’in birlikte degerlendirilmesinin ayirt etme
gliciinii artirdigi gozlenmis. Bununla birlikte, miR-29a ve miR-31’in Alzheimer
hastaligin1 vaskiiler demans ve kontrol gruplarindan ayirt etme giicii nedeniyle

potansiyel biyobelirtecler olarak kullanilabilirligi diistiniilmiistiir.

Bu bulgular esliginde ¢alismamizda Alzheimer ve vaskiiler demans tanisinda
miR-29a ve miR-31’in potansiyel biyobelirte¢ olarak kullanimmin ytksek yeterlilige
sahip olmadig1 saptanmuistir. Ancak elde edilen sonuclarla birlikte demans turleri
arasinda biyobelirte¢ olarak daha gii¢lii miRNA kombinasyonlar1 kullanarak daha
genis olgu gruplartyla dogrulama g¢aligmasi yapilmasi ile daha net sonuclar elde
edilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda tan1 almis 30 Alzheimer hastasi, 30 vaskiiler demans hastasi ve
30 saglikli kontrol bireyi olmak {izere toplam 90 bireyden alinan serum ornekleri
incelenmistir. Real-Time PCR yontemi kullanilarak miR-29a ve miR-31’in
ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Hasta gruplar1 ve kontrol grubu bireylerinde miR-
29a ve miR-31 ekspresyon seviyesi agisindan analiz edilmis, Alzheimer ve vaskiiler
demans tanisinda biyobelirte¢ olarak  kullanilabilirligi  degerlendirilmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar;

Alzheimer, vaskuler demans ve kontrol grubu bireylerinin serum 6rneklerinin
karsilastirilmasinda miR-29a’nin ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlaml

bir fark gézlenmemistir (p=0,105).

Alzheimer, vaskuler demans ve kontrol grubu bireylerinin serum 6rneklerinin
karsilagtirilmasinda miR-31’in ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur (p=0,01). Bu farkin Alzheimer- vaskiler demans ve Alzheimer-
kontrol gruplar1 arasinda oldugu tespit edilmistir. miR-31 ekspresyon profilinin

Alzheimer hastalarinda ekspresyon seviyesinin yuksek oldugu gézlenmistir.

miR-29a ve miR-31’in  tamida  biyobelirteg  olarak  kullanilabilirligi

degerlendirildiginde,

Alzheimer ve kontrol gruplari arasinda miR-29a ayirt edici bir parametre olarak
degerlendirilememis, miR-31 ise orta tanisal dogrulukta ayirt edici bir parametre

olarak degerlendirilmistir (sirasiyla AUC: 0,591(p=0,2512), 0,682 (p= 0,0093)).

Vaskiiler demans ve kontrol gruplari arasinda her iki miRNA’nin da tanisal olarak
ayirt edici bir parametre olarak degerlendirilememistir (sirasiyla AUC: 0,549
(p=0,5261), 0,527 (p=0,7261))

Alzheimer ve vaskiiler demans hasta gruplari arasinda miR-29a diisiik, miR-31 yliksek

tanisal dogrulukta ayirt edici bir parametre olarak degerlendirilmistir (sirastyla AUC:

0,666 (p=0,0189), 0,707 (p=0,0022)).
miR-29a ve mIiR-31’in tanida biyobelirteg olarak kullanilabilirligi  birlikte
degerlendirildiginde,

Alzheimer ve vaskiiler demans hasta gruplari arasinda orta tanisal dogrulukta (AUC:

0,566 (p=0,0334)) bir parametre olarak degerlendirilmistir.
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Alzheimer hasta ve kontrol gruplart arasinda orta tanisal dogrulukta (AUC: 0,702
(p=0,0217)) bir parametre olarak degerlendirilmistir.

Vaskiiler demans hasta ve kontrol gruplari arasinda tanisal olarak ayirt edici bir

ozelligi olmadig tespit edilmistir (AUC: 0,580 (p=0,1115)).

Bu veriler dogrultusunda, miR-29a ve miR-31’in ekspresyon farkliliklarinin
Alzheimer ve vaskiiler demansin tanisinda orta diizey guvenilirlikte biyobelirteg
olarak kullanilabilecekleri ancak daha genis orneklem gruplar ile ileri ¢alismalara
gereksinim oldugu diistiniilmektedir. Bunun yan1 sira demans tlrlerinde miR-29a ve
miR-31"in molekiiler diizeydeki etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in

hedef genlerin de ¢caligmalara dahil edilmesi gerekmektedir.
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