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Oz

Amag: Alzheimer hastaligi (AH), diinya genelinde prevalansi gittik-
ce artis gosteren, geri donlislimsiiz, nérodejeneratif bir hastaliktir
ve patogenezinde genetik yatkinhigin yaninda ¢ok sayida farkl fak-
tor etken rol oynamaktadir. Hucre proliferasyonu, hiicre farklilas-
masi ve metabolizma gibi bir¢ok biyolojik stirecte gérev alan mikro
RNA'larin (miRNA), AH patogenezinde de rol oynadiklar disunal-
mektedir. miRNA'larin hedef gen yelpazelerinin ¢ok genis olmasi,
birbiri ile iliskisiz goriinen farkh hastaliklari molekuler diizeyde
iliskilendirmek ve farkli hastaliklarin ortak noktalarini tanimlamak
acisindan arastirmacilara yeni alanlar sunmaktadir. Bu nedenle ¢a-
lismamizda, belirli miRNA'larin periferik kandaki anlatim diizeyleri-
ni incelemeyi amagladik.

Gereg ve Yontem: Lipid ve kolesterol transportunun AH patoge-
nezinde oynadigi 6nemli rol ve miRNA'larin bu transport Uzerin-
deki etkisini g6z dnilinde bulundurarak, Alzheimer hasta grubu ve
kontrol grubunda, miR-155 ve miR-758'in periferik kandaki anlatim
diizeylerini gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile
incelemeyi amacladik.

Bulgular: Calismamizin sonucunda, miR-155 anlatiminin Alzhei-
mer hasta grubunda, kontrol grubuna gore anlaml diizeyde azal-
digi, ancak miR-758 anlatimi agisindan Alzheimer hasta grubu ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir farkliligin olmadigi belirlendi.

Sonug: Alzheimer hastalarinin periferik kanlarindaki azalmig miR-
155 anlatimi, bu miRNA'nin hedef genleri araciligiyla AH patoge-
nezine etki edebilecegini diistindirmektedir. Ancak miR-155 anla-
tim diizeyindeki degisim ile AH arasinda gosterdigimiz bu iliskinin
fonksiyonel calismalar ile desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastalig, kolesterol metabolizmasi,
mikro RNA

ABSTRACT

Objectives: Alzheimer’s disease (AD) is an irreversible, neuro-
degenerative disease with an increasing worldwide prevalence.
Several different factors are known to play a role in its pathogen-
esis and genetic predisposition. MicroRNAs (miRNAs), which are
involved in several biological processes such as cell proliferation,
cell differentiation, and metabolism, are also believed to play a
role in the pathogenesis of AD. These miRNAs present new areas
of interest to researchers in terms of their broad range of target
genes, the association with different diseases that appear to be un-
related to each other at the molecular level, and the identification
of commonalities between different diseases. Therefore, we aimed
at investigating the expression levels of specific miRNAs related to
cholesterol metabolism in peripheral blood.

Material and Method: Considering the important role of lipid and
cholesterol transport in the pathogenesis of AD and the effect of
miRNAs on this transport, we intended to investigate the expres-
sion levels of miR-155 and -758 in patients with AD and controls
using the real-time polymerase chain reaction method.

Results: Our results demonstrated that the expression of miR-155
was significantly decreased in patients with AD compared to that
in controls. However, there was no significant difference in the ex-
pression of miR-758 between patients with AD and controls.

Conclusion: A decreased miR-155 expression in the peripheral
blood of patients with AD suggests that this miRNA is involved
in the pathogenesis of AD through its target genes. However, this
relationship between the changes in miR-155 expression and AD
need to be reinforced by functional studies.
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GiRiS

Alzheimer hastaligi (AH) ise cagimizin hastaligi olarak gorilen ve
tim diinyada 6zellikle gelismekte ve gelismis tlkelerde insidansi
ve prevelansi son yillarda biiylik oranda artis gosteren kritik dne-
me sahip kompleks bir hastaliktir. AH, guinliik yasamsal aktivite-
lerde azalma ve bilissel yeteneklerde bozulma ile karakterize geri
doniisiimsiz ve ilerleyici norodejeneratif bir hastaliktir. Hastali-
gin semptomlari arasinda bellek kaybi, yargilamada problemler,
kisilik degisiklikleri, oryantasyon bozukluklari ve dil yeteneklerin-
de kayiplar bulunmaktadir. AH demansin en yaygin formu olup
tim demans vakalarinin %50-70'ini olusturmaktadir. AH>nin diin-
yada gorilme sikligi 65 yas lizerinde %6-10, 85 yasin lizerinde
% 30-70 olarak ifade edilmektedir (1). Hastaligin temel patolojik
ozelligi B-amiloid plak (AB) olarak adlandirilan hiicre disi protein
birikimleri ve tau proteininin asir fosforilasyonu sonucu olusan
hucre ici norofibriller yumaklardir. Hastaligin patogenezini ¢cok
sayida farkli faktorin etkiledigi ortaya konulmustur. Son yillarda
yapilan calismalar, kolesteroliin AH patogenizinde rolu oldugu-
nu gostermistir. Kolestroliin hiicre icindeki diizeyi ve dagiliminin
APP metabolimasi Uzerine etkisi blyuktir. Kolesteroliin hiicre
membraninin akigskan ve kati olma gibi 6zelliklerini ve sekretaz
enzimlerinin aktivitelerini etkileyerek amyloid beta klirensi ve
norofibriller yumak olusumunu tetikledigi distintlmektedir (2).

MiRNA'lar yaklasik olarak 22 nikleotid uzunlugunda, protein
kodlayan genlerin post transkiprisyonel diizenlemelerinde rol
olan kii¢lik RNA parcalarndir. Bu kiiciik molekiiller pek ¢ok biyolo-
jik stirecte 6Gnemli rollere sahiptirler. miRNA'lar enflamasyon gibi
bircok 6nemli hiicresel yolakta diizenleyici rol oynamaktadirlar
ve ekspresyon diizeylerindeki degisimler cok sayida hastalik ile
direkt iliskilidir. Giderek artan sayida calisma, AH patogenezinde
rol oynayan proteinlerin anlatimlarinin diizenlenmesine katilan
miRNA'larin varligini ve AHdeki rollerini ortaya koymaktadir (3-
5). Diger 6nemli bir nokta, miRNA'larin ekspresyon diizeylerinde-
ki degisimlerin sadece hastalik ile iliskili beyin bolgelerinde degil
periferal kan hiicrelerinde de gorilmis olmasidir (6).

Lipid ve kolesterol transportunun AH patogenezinde oynadig
onemli rol ve miRNA'larin bu transport lizerindeki etkisini g6z
ontinde bulundurarak ¢alismamizda, Alzheimer hasta grubu ve
kontrol grubunda, miR-155 ve miR-758'in periferik kandaki an-
latim diizeylerini incelemeyi amacladik.

GEREC VE YONTEM

Calisma Grubu

Calismaya norolojik muayene, néropsikolojik testler, goriin-
tileme yontemleri, laboratuvar incelemeleri dikkate alinarak
belirlenen ve NINCDS-ADRDA ve DSM-IV tani kriterlerine gore
Alzheimer tanisi alan 24 hasta katildi. Saglikli kontrol grubu
muayene sirasinda herhangi bir norolojik bulguya rastlanma-
yan 16 bireyden olusturuldu. Hastalar ve kontroller calisma
hakkinda bilgilendirildikten ve yazili olarak génullii olur onayi
alindiktan sonra calismaya dahil edildi. Calisma icin istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul
onayi alinmistir. Kan 6rnekleri pihtilasmayi engellemek icin eti-
lendiamintetraasetik asitli (EDTA) tlplere alind.
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Kantitatif Gercek-Zamanli PZR (qRT-PZR)

Periferik kandan ayristirlan 16kositlerden total RNA izolasyo-
nu Trizol ydontemi ile gerceklestirildi. Lokositlerden elde edilen
total RNA'lardan ‘stem loop' ters transkriptaz ile cDNA sentezi
‘Bioline EPIK miRNA Lo-Rox Kit' ile kit protokoliine uygun sekilde
gergceklestirildi. miRNA'larin anlatim diizeyleri SYBR Green bo-
yas! kullanilarak ‘Light Cycler 480’ cihazinda gqRT-PZR yontemi
kullanilarak belirlendi. qRT-PZR, ‘Bioline EPIK miRNA Select Lo-
Rox Kit’ kullanilarak gerceklestirildi. miR-155 ve miR-758'den
elde edilen verilerin normalizasyonda referans olarak RNU6
kullanildi ve her bir cDNA 6rnegi duplike olarak calisildi. Eks-
presyon diizeyini rolatif olarak hesaplamada Delta Delta Ct me-
todu kullanilmistir.

istatistiksel Analiz

Kategorik degiskenler Pearson x2 testi ile, stirekli degiskenler
ise Student’s t-test ile karsilastirildi. Alzheimer hastalari ve kont-
rol gruplar arasindaki miRNA ansatim diizeylerinin karsilasti-
rimasinda non parametrik ‘Mann-Whitney’ testi kullanildi. iki
degisken arasindaki iliskinin yoni ve derecesinin belirlenme-
sinde ‘Spearman’s korelasyon’analizinden yararlanild. istatiksel
anlamlilik icin p<0,05 dizeyinde kabul edildi. Tim istatistiksel
hesaplamalar SPSS 21.0 (IBM Corp.; Armonk, NY, ABD) programi
kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Calisma Grubunun Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrollerin karsilastirmali tanimlayici 6zellikleri Tablo
1'de verilmistir. Hasta ve saglikli kontrol secimlerinde, koleste-
rol metabolizmasi Gzerinde ve AH riskini arttirmasinda dnemli
rolli bulunan ApoE €4 allel tasiyiciligi olan kisiler dislanmistir.

miRNA Anlatim Diizeylerinin Degerlendirilmesi
Calismamizda Alzheimer hasta grubunda miR-155 anlatim
diizeyinin kontrollere gore anlamli derecede (p=0,022) diisiik
oldugu belirlendi (Sekil 1). Ancak Alzheimer hasta grubu ve
kontroller arasinda miR-758 anlatim duzeyi bakimindan ista-
tiksel olarak anlamli (p=0,064) bir farklilik bulunamadi (Sekil 2).
Bazi miRNA'larin anlatim dizeylerinin yasa ve MMSE (Mini men-
tal state examination, Mini mental durum degerlendirme testi)
skoruna bagl olarak degisiklik gosterdigi bilindigi icin, hasta ve
kontrol grubunda yas, hasta grubunda baslangi¢ yasi ve MMSE
skoru ile ¢alisilan miRNA'larin anlatim diizeyleri arasindaki iliski
korelasyon analizi ile incelendi. Ancak ¢alisilan miRNA'larin an-
latim diizeyleri ile yas, baslangi¢ yasi ve MMSE skoru arasinda
istatiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi. Ayrica miR-
NA anlatim dizeyleri ve biyokimyasal parametreler arasindaki
iliski korelasyon analiziile degerlendirildiginde miR-758 ve HDL
diizeyi arasinda istatiksel olarak anlamli negatif bir korelasyon
oldugu gorildi (r=-0,392 p=0,016).

TARTISMA

Calismamizda, kolesterol metabolizmasi ile iliskili miRNA'la-
rin anlatim diizeylerini Alzheimer hasta grubunda incelemeyi
amacladik ve dikkat ¢ekici olarak miR-155 ve miR-758 anlatim
diizeylerinin, kontrol grubuna gére AH grubunda dusuk oldu-
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gunu belirledik. miR-155, iltihabi ve allerjik hastaliklar, kanser
ve hipertansiyon gibi bircok patolojik durum ile iliskilendirilmis
bir miRNAdIr. Alzheimer hastaligi ile de iliskilendirilmis olan
miR-155'in, amiloid beta birikimini néro-inflamasyon (zerin-
den etkiledigi disiinlilmekte, bu nedenle de AH tedavisi icin
uygun bir hedef olarak kabul edilmektedir (7-9). Bizim calis-
mamizda da Alzheimer hastalarinin miR-155 duizeyinin dusiik
bulunmasi, bu hastaligin patogenezinde kolesterol transportu-
nun 6nemli rol oynadigi varsayimini desteklemektedir. Ancak,
periferik kandaki dusik ekspresyon diizeyinin AH riskini nasil
arttirdigini agiklayabilmek igin, miR-155'in ve hedef genlerinin
incelenmesi gerekmektedir.

Calistigimiz diger miRNA miR-758, hastaliklarla iliskisi yeterince
arastirlmamis olmasina ragmen, kolesterol metabolizmasin-
daki rolii nedeniyle &zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar icin
onemli bir miRNA adayi olarak kabul edilmektedir. miR-758'in,
tanimlanmis hedef genleri arasinda yer alan ABCA1in ekspres-
yonunu baskilayarak, makrofajlardan kolesterol uzaklastiriima-
sini kontrol ettigi bilinmektedir (10). Bizim ¢alismamizda da
istatiksel olarak anlamli olmasa da Alzheimer hastalarinin miR-
758 diizeyinin disuk bulunmasi, bu hastaligin patogenezinde
kolesterol transportunun énemli rol oynadigi varsayimini des-
tekleyebilir. Bununla birlikte, miR758'in hedef genleri arasinda
olan TLR3 ve TLR7'nin AH ile de iliskili olmasi, bu hastaligin

Tablo 1. Alzheimer hastalari ve kontrol grubunun 6zellikleri

Alzheimer
) Hastalan Kontrol
Ozellikler (n=24) (n=16) P
Cinsiyet 13E 11K 8E 8K 0,796
Yas 77+5,0 75+7 0,306
Baslangic yasi 72,2+4,9 -
MMSE skoru 18,7£6,2 29+1,2 <0,001
Kilo (kg) 734£11,7 78+13,8 0,293
Boy (cm) 163,4+7,5 162,3+10,2 0,718
Bel cevresi (cm) 102,1+£10,4 100,5+15,7 0,709
Glukoz (mg/dL) 111,5£52,5 99,4+24.6 0,409
Trigliserid (mg/dL) 166,8+63,7 150,977 0,484
HDL (mg/dL) 65,3+18 57,5£18,6 0,158
LDL (mg/dL) 117,2+36,8 118+48,8 0,953
Kolesterol (mg/dL) 2158456  205,7+519 0,472
SKB (mmHg) 120,6+6,8 116,4+7,1 0,099
DKB (mmHg) 77,3%6,8 77,7+6,8 0,861

MMSE: Mini mental state examination, HDL: high density lipoprotein, LDL: low
density lipoprotein, SKB. Sistolik kan basinci, DKB: diyastolik kan basinci
Degerler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir.

Ozer et al.
Alzheimer Hastaliginda miRNA'lar

patogenezinde, kolesterol ile birlikte iltihabi yanitin da kilit rol
oynayabilecegini gostermektedir (11).

APOE €4 allel varliginin AH icin bir risk faktéri olusturmasi (12),
beyindeki glia hiicrelerindeki kolesterol tasinmasini etkileyen
bir bozuklugun AH'ye yol acabilecegini dustindirmektedir.
Calismamizda APOE &4 allel tasiyicilarinin dislanmis olmasina
ragmen APOE ile birlikte kolesterol transportunda gorev alan
ABCAT1'in duizenleyici miRNA'sinin da AH ile iliskili olabilecegini
gosterdik.

Calismamizin sonuclari, kolesterol transportu, metaboliz-
masi ve bu sireclerde gorev alan miRNA'larin, AH patoge-
nezinde rol oynayabilecegini akla getirmektedir. Ancak,
hastaligin patogenezinde etkili oldugu bilinen baska yolak-
larin da varligi gozardi edilmemelidir. Calismamiz sonucun-
da elde ettigimiz bulgularin daha genis hasta gruplarinda
test edilmesi ve fonksiyonel calismalar ile desteklenmesi
gerekmektedir.

miR155 rolatif anlatim dizeyi

AH

Sekil 1. Alzheimer hasta grubu ve kontrollerin rélatif miR-155
anlatim diizeyi
* kontrol grubuna gore istatistiksel anlamliligr ifade etmektedir.

i

miRT5E ralatil anlatm dizeyi
i

L1
Reatral AH

Sekil 2. Alzheimer hasta grubu ve kontrollerin rolatif miR-758
anlatim duzeyi
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