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OZET

Demansin en sik goriilen tiirii olan, Alzheimer hastalifi (AH) c¢ok etkenli
sebeplerle ortaya ¢ikan kompleks norodejeneratif bir hastaliktir. Erken teshisin
sporadik AH’nin ilerlemesini yavaslattiginin  ve semptomlarin1 azalttiginin
saptanmastyla sporadik AH i¢in genetik risk faktorii tarama calismalari hiz
kazanmigtir. Sporadik Alzheimer hastalarinin post-mortem beyin dokularinda,
Alzheimer fare modellerinde ve hiicre hatlarinda, spesifik bir baz eksizyon DNA
tamir (BER) geni olmayan fare modelleri ve hiicre hatlarinda yapilan biyokimyasal,
molekiiler, hiicresel ve davranis ¢alismalart sporadik AH nin etiyolojisi ve patolojisi
ile BER mekanimasinda meydana gelen hasarlar arasindaki iligkiyi ortaya
cikarmistir. BER yolaginda gorev alan proteinlerden biri olan POL [’nin ifade,
miktar ve aktivitesinin sporadik AH’da ¢ok diisiik diizeyde oldugu ve total BER
kapasitesinin POL p’ya bagli olarak dustiigii gosterilmistir. Bu nedenle, bu
calismada, sporadik Alzheimer hastalarinin post-mortem beyin dokularinda POL f
geni lokusu hedefe yonelik yeni nesil sekanslama yontemiyle taranmistir. POL f
geninin 12. ekzonunda yerlesik rs3136797 (pro242arg) polimorfizmi ve 63 adet
intronik polimorfizm saptanmistir. Yaptigimiz calismada elde ettigimiz genetik
degisimler arasinda sadece Alzheimer hastalarinda goriillen polimorfizmlerden
bazilar1 ilk kez bu calismada tespit edilmistir ve toplumdaki siklig1 bilinmemektedir.
AH disindaki hastaliklar ile iligskilendirilmis ve maf degeri %1’in altinda olan bazi
polimorfizmler Alzheimer hastalarinda ilk kez bu c¢alismada gosterilmistir.
Alzheimer hasta grubunun ¢ogunlugunda belirgin bir sekilde One c¢ikan bir
polimorfizm olmasa da ayn1 kiside birden fazla POL S geni polimorfizmi saptanmis
olup, bu ek (additive) bir etki yaratabilir. Bu ¢aligmada saptanan polimorfizmlerin,
sporadik AH tanisinda bir biyobelirte¢ olup olamayacagimi gostermek igin,
popiilasyon c¢aligsmalar1 ile 6rnek sayisi artirilip, onemli olabilecegi diisiiniilen
genetik  varyantlarin  toplumdaki  siklig1  arastirilarak, sporadik ~ Alzheimer
hastalarindaki siklig1 ile karsilagtirilmalidir. Yeni bulunan genetik degisimlerin

hastaligin etiyopatolojisindeki rolleri islevsel olarak aragtirilmalidir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, baz eksizyon tamiri, biyobelirtec,

polimorfizm, yeni nesil dizileme
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SUMMARY

Alzheimer’s disease (AD) is a multifactorial complex neurodegenerative
disorder and it is the most frequent type of dementia. By discovering that, an early
diagnosis slows down the progression of sporadic AD and reducing its symptoms,
research studies about genetic risk factors of sporadic AD has been accelerated. The
relationship between base excision repair (BER) damages and AD etiology and
pathology has come to light by biochemical, molecular, cellular and behavioral
researches on post-mortem brain tissues of sporadic Alzheimer patients, mouse
models, cell lines and also knockout mouse models for specific BER genes. Research
studies have shown that, in sporadic AD, BER protein POL [ expression, activity
and amount is at low levels and total BER capacity has decreased depending on low
levels of POL B. Therefore during this research post-mortem brain tissues from AD
patients has scanned for POL f gene locus with next-generation sequencing.
Rs3136797 (pro242arg) polymorphism located in exon 12 of POL S gene and 63
intronic polymorphisms have been detected. Among the genetic variatons found in
this study, some of the polymorphisms detected only in Alzheiemer patients and are
discovered for the first time with this study and their frequency in the population is
not known. Polymorphisms related with other than AD and with minor allele
frequency (maf) lower than 1% has been shown in Alzheimer patients for the first
time in this study. Although there is no significantly dominating polymorphism in
majority of the AD patients, more than one POL f gene polymorphism has found in
one patient which can cause an additive effect. To find out whether these
polymorphisms could be considered as a biomarker for sporadic AD, sample
numbers should be increased with population studies, frequency of the variants
which are considered to be important in the population should be investigated and
compared with the frequency in sporadic AD patients. The roles of newly discovered

genetic variant on AD etiology should be studied functionally in future researches.

Key words: Alzheimer disease, base excision repair, biomarker, next-generation

sequencing, polymorphism
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1. GIRIS ve AMAC

Alzheimer hastaligt (AH) c¢ok etkenli sebeplerle ortaya c¢ikan kompleks
norodejeneratif bir hastaliktir. Yapilan aragtirmalar Diinya genelinde 36 milyonun
tizerinde Azlheimer hastasi oldugunu ve 2050 yilina gelindiginde bu saymnin
katlanarak artacagimi ortaya koymaktadir (www.who.int). Tiirkiye’de ise AH’ye
sahip 400 bin civarinda insan oldugu bildirilmistir. Serebral korteks ve
hipokampiisiin genis alanlarina etki eden ve demansin en sik goriilen tipi olan
Alzheimer hastada Oncelikle hafiza ve muhakeme yetenegini kaybetme ve idrak
sorunlart gelistirme olarak kendini gostermektedir (1,2). Histopatolojik olarak ise
AH’nin iki belirgin imzas1 bulunmaktadir; amiloid betanin hiicre dis1 ortamda ve
damarlarin duvarlarinda birikmesiyle olusan amiloid plaklar ve tau proteininin
noronlarda birikmesiyle olusan norofibriler yumaklar (3,4). Alzheimer hastalarinin
%901, kalitsal olmayan ge¢ baslangicli (>65 yas) sporadik Alzheimer hastalaridir.
Sporadik AH’nin etiyolojisi tam olarak anlagilamamakla birlikte hastaligin bu
formunun olusmasinda yaslanmanin ve cevresel faktorler onemli bir rol oynadigi
bilinmektedir (1). Sporadik AH’nin erken teshisi sayesinde, tedaviye kisa siirede
baslayarak hastalik seyrinin yavaslatilabilmesi ve boylece semptomlarin azaldiginin
saptanmasi, sporadik AH erken teshisinde kullanilacak aday genetik risk
faktorlerinin taranmasi yoniinde yapilan ¢aligmalarin 6nemini ortaya koymaktadir.
Sporadik AH’ye yatkinlikta bugiine kadar sadece APOE gen varyantlar1 bilinmekte
ancak bu varyantlar sporadik AH ile ¢cok kuvvetli bir baglant1 gostermedikleri i¢in

hastaligin tanisinda yaygin olarak kullanilmamaktadir (2).

Noronlarin yasam siiresi ve kendilerinin kopyalama yeteneklerinden yoksun
olmalar1 goz Oniinde bulunduruldugunda, DNA tamir mekanizmalar1 genom
biitiinliiglinlin saglanmasi, néron kayiplarinin oniine gegilmesi ve canlilarda noral
fonksiyonlarin yasamlar1 boyunca diizgiin isleyebilmesi acisindan énemli rol oynar
(4). Alzheimer hastalarinin  beyin dokularindan almman &rneklerle yapilan
calismalarda bu dokulara ait DNA iizerinde oksidatif DNA baz lezyonlarinin yiiksek
seviyelerde bulundugu ve BER yolaginda gorev alan bazi enzimlerin aktivitelerinde
diisiis oldugu gosterilmistir (5-8). Polimeraz  (POL f) BER mekanizmasinda DNA

sentezinden sorumlu polimerazdir. Pol f ile fare embriyolarinda yapilan



calismalarda, Pol f geninde meydana gelecek hasarlarin noronal gelisim
bozukluguna yol agabilecegi gosterilmistir (9). Noron hiicreleri iizerinde yapilan
deneylerde POL f bozuklugunun ndéron, hiicrelerinin oksidatif strese daha duyarl
hale gelmesine ve merkezi sinir sistem gelisiminin bozulmasina neden oldugu

goriilmiustiir (9,10).

Projenin amaci, giiniimiizde ve gelecekte dnemi giderek artan ve toplum sagligi
sorunu olan sporadik AHmnin erken tanisim1 saglayarak risk altindaki popiilasyonu
belirleyebilmek i¢in hastaligin genetik risk faktorii olan gen veya gen varyantlarini
saptamak ve AH patogenezinde BER yolagi molekiiler mekanizmasin
aydinlatabilecek yeni yollar agmaktir. Erken tani ile uygulanmaya baslayacak tedavi,
hastaligin ilerlemesini yavaslatarak ve semptomlarin1 azaltarak sporadik Alzheimer
hastalarinin sagkalim siirelerini, hastalarin ve hasta yakinlarinin yagam kalitelerini ve

calisabilme kapasitelerini artirarak tedavinin ekonomik yiikiinii azaltacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi (AH)

Norodejeneratif hastaliklar biitiin diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de énemli bir
saglik problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diinya saghk orgiitiiniin (DSO)
verilerine gore ndrodejeneratif bir hastalik olan AH tiim diinyada 36 milyonun
tizerinde insani etkilemektedir (www.who.int, erisim tarihi: 10 Mart 2016). Diinya
poplilasyonunun yaglanmasi ile bu sayinin 2050 yilinda 4 katina ¢ikacagi dolayisiyla
diinya genelinde 85 kisiden 1'inde AH goriilecegi tahmin edilmektedir. Tiirkiye’de
ise Alzheimer hasta sayisinin 400 bin civarinda oldugu bildirilmistir. Niifusun
yaslanmasina paralel olarak artis gosteren AH, diinyada goriillen 6liim nedenleri
arasinda 6. Siradadir. DSO verilerine gore Tiirkiye 2050 yilinda diinyada en fazla
Alzheimer hastas1 olacak 4 iilkeden biridir. Toplumda AH'min 60-65 yas arasi
goriilme siklig1 yaklasik olarak %0,1 iken 85 yasin lizerinde goriilme siklig1 %47'ye
kadar ¢ikmaktadir. AH’ nin, hastalar1 ve ailelerini de hesaba katildiginda cok genis
bir kitleyi ilgilendiren bir hastalik olmasinin yanisira bir halk sagligi sorunu oldugu

da agikca goriilmektedir. (http://alzheimerdernegi.org.tr, erisim tarihi: 10 Mart 2016).

Demansin en yaygin formu olan AH cok etkenli sebeplerle ortaya c¢ikan
kompleks ve progresif norodejeneratif bir hastaliktir. AH, hafiza kaybi, biligsel
fonksiyon bozuklugu, hareket ve koordinasyon yetenegi kaybi ve g¢esitli
noropsikiyatrik semptomlarla karakterize edilir. Erken safhalarda hafiza ve
muhakeme yetenegini kaybetme ve idrak sorunlar1 kendini gosterirken daha sonraki
sathalarda, hafiza kaybinin boyutlar1 artar ve hastalarda paranoya ve sanri gibi
semptomlar gelisir. Son safhalara dogru hastalar iletisim kurma yeteneklerini
tamamen kaybederler ve disa muhtag hale gelirler (1,2). AH’ye sahip olan hastalarda
fizyolojik olarak oncelikle frontal ve temporal lob etkilenirken hastalik neokorteksin

diger bolgelerine dogru hastadan hastaya degisen hizda ilerler (1).

Histopatolojik olarak AH’nin iki belirgin imzas1 bulunmaktadir; amiloid plaklar
(AP) ve norofibriller yuamak (NFY) olusumu. Bunlarin yaninda sinaps-noron kaybu,
gliozis, inflamasyon, diger norotransmitter sistemlerinde kayiplar ve beyinde belirgin

bir atrofi de saptanir. Amiloid plaklarin temel bileseni amiloid B (AB) peptididir. AP
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peptidi, bir transmembran proteini olan amiloid oncii proteininden (APP) degisen
uzunluklara sahip (38-43 aminoasit uzunlugunda) peptidler halinde proteolitik yolla
olusan APP’nin metabolizma iirliniidiir.  sekretaz enzimi APP’yi amino ucundan
keserek 40 veya 42 aminoasitlik AB’y1 meydana getirir. 42 aminoasit uzunlugunda
olan AP izoformu diffiiz plaklar halinde ¢okerek amiloid plaklart olusturur. AH ile
iliskilendirilmis biitiin genetik mekanizmalarda, gamma sekretaz kompleksinin,
yapisinda bulunan proteinleri kodlayan genlerde ve AP peptidini uzaklastirmakta
sorumlu olan genlerde mutasyonlar meydana geldigi saptanmistir. Bu mutasyonlarin
AP42’nin normalden ¢ok daha fazla eksprese edilmesine ve bunun sonucunda
AP42°’nin birikiminin B-yapraklariin olugsmasina sebep oldugu gosterilmistir
(11,12). Norofibriler yumaklarin temel bileseni olan TAU proteini mikrotiibiil
asosiye proteinler ailesinde bulunur. TAU proteini aksonal mikrotiibiillerin
stabilizasyonundan, hiicre iskelet biitliinliigiiniin saglanmasindan sorumludur ve
aksonal transportta gorev alir. TAU hiperaktif kinazlar ve hipoaktif fosfatazlar
tarafindan hiperfosforile hale getirildiginde mikrotiibiillere baglanma yetenegini
kaybeder ve ¢oziilemeyen cift sarmalli filamanlar polimerize olur. AH’lerin beyin
dokular1 ve omurilik sivilari ile yapilan incelemelerde toplam TAU ve fosforillenmis
TAU seviyelerinin arttig1, 3 ve 4 tekrarli izoformlarinin yer aldig1 gézlemlenmistir.
TAU proteininin artmasina neden olan mekanizma agikliga kavusturulabilmis
degildir. Amiloid plaklarin ve norofibriler yumaklarin AH evrelerinde bulunma

siddeti sekil.1’de gosterilmistir (13).
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Sekil.1 AH'nin patolojik gelisimi A) Beilcshowsky yontemi ile boyanmis amiloid
plak ve norofibriler yumak B) Amiloid plaklarin ve norofibriler yumaklarin Braak
evrelerine gore dagilimi (1)

AH’yi erken baglangich ve ge¢ baslangiglt veya sporadik AH olarak iki ana
grupta inceleyebiliriz. Erken baslangigli AH (<65 yas) grubunda yer alan, ailesel AH
otozomal dominant olarak kalitilir ve ender goriiliir (%5-10). Ailesel AH igin
otozomal dominant gecisten sorumlu 3 gen tanimlanmistir: amiloid prekiirsor protein
(APP) geni, presenilin 1 (PSNI) geni ve presenilin 2 (PSN2) geni. Bu genlerde
bulunan mutasyonlarin AP42 iiretiminin artmasinda rol aldi§i gosterilmistir.
Alzheimer hastalarinin biiytik bir kismi, %90°1, kalitsal olmayan ge¢ baslangi¢li (>65
yas) sporadik Alzheimer hastalaridir ve goriilme sikliginin her bes yilda bir iki katina
¢iktig1 bildirilmistir. Sporadik AH’nin etiyolojisi tam olarak anlagilamamakla birlikte
hastaligin bu formunun olusmasinda yaslanma ve cevresel faktorler, risk faktorleri
olarak kabul edilmektedir (14). Erken teshisin AH’ nin ilerlemesini yavaslattiginin ve
semptomlarini azalttifinin saptanmasiyla hiz kazanan sporadik AH i¢in genetik risk
faktorii tarama c¢alismalar1 sonucunda hastalarin %20'sinde goriilen APOE4 geninde
bulunan polimorfizmler genetik risk faktorii olarak kabul edilmistir. Normal
popiilasyonda APOE’nin en sik goriilen alleli E3 (%70) iken E4 alleli %20 siklikla
goriilmektedir. Yapilan caligmalar AH’ye sahip toplumda E4allelinin goriilme
sikliginin iki katina ¢iktigini géstermistir (15). Ancak bu varyantlar sporadik AH ile

cok kuvvetli bir baglanti gdstermedikleri i¢in hastaligin tanisinda yaygin olarak



kullanilmamaktadir. Son yillarda DNA tamir mekanizmalari, 6zellikle baz eksizyon
tamir (BER) yolag1 genleri bu arastirmalarin odag: haline gelmis fakat sporadik AH

ile baglantili bir gen/gen varyant1 henliz saptanamamuistir.

Asemptomatik AH, bilme yetisini korumasina ve AH klinigine dair bir belirti
gostermemesine ragmen, [-amiloid plaklar, norofibriler yumaklar ve nérofil
iplikcikler gibi AH patolojisine ait olusumlara neden olan bir hastaliktir. Bu
olusumlar siddeti ve lokasyonu agisindan, hafif biligsel bozukluk ve AH ile benzerlik
gostermektedir. Asemptomatik AH anterior singulat girus ve CAl hipokampiiste
bulunan kortikal noronlarin asir1 biiylimesiyle iliskilendirilmistir. Noronlarin asir
biiylimesi noronal somay etkiledigi gibi ¢ekirdek ve c¢ekirdekeikleri de etkilemistir

ve AH lezyonlarinin anatomik degisimi ile benzerlik gosterdigi saptanmistir (43).
2.2. DNA Hasar ve Baz Eksizyon Tamir (BER) Yolag:

Cevresel ve endojen ajanlarin DNA’da olusturdugu oksidatif baz hasarlari,
monofonksiyonel baz modifikasyonlar1 ve tek zincir kiriklari, temel olarak BER
yolagi ile tamir edilir. BER yolag1 cok basamakli bir yolaktir; hem ¢ekirdekte hem de
mitokondride bulunur. Cekirdek ve mitokondrideki BER yolaginin mekanizmasi
benzerdir (sekil.2) fakat bu mekanizmanin bazi basamaklarinda farkli proteinler rol
oynar. BER yolunun ilk basamaginda DNA hasarina 6zgii DNA glikozilaz enzimleri
gorev alir. DNA glikozilazlar modifiye olmus veya uygun olmayan DNA bazlarim
tanir ve baz ile seker arasindaki N-glikozidik bagi keserek DNA zincirinde abazik
bolgeyi olusturur. Insanda farkli oksidatif DNA hasarmi taniyarak substrat olarak
kullanan farkli DNA glikozilaz enzimleri bulunur; 6rnegin, 8-okzoguanin DNA
glikozilaz’in (OGGI) temel substrati 8-OHGua; endoniikleaz VIII-benzeri 1 DNA
glikozilaz’in (NEILI) ana substratlar1 FapyGua, FapyAde ve 5-OHU, urasil DNA
glikozilaz’in (UDG) temel substrati ise urasildir (32). DNA glikozilazlar farkl
subsratlara 6zgii olmalariyla birlikte ayn1t DNA hasar1 i¢in de aktivite gosterebilirler.
DNA glikozilazlar ile hasarli baz kesildikten sonra olusan abazik boélgenin AP
endoniikleaz 1 (APEI) ile kesilmesiyle DNA zincirinde tek niikleotidlik bogluk
meydana gelir. BER yolag1 ya tek niikleotid sentezi (kisa-yama BER; SP-BER) ya da
oligodeoksiniikleotid zincirinin yerinden kaydirilmasina neden olan birka¢ niikleotid

sentezi (uzun-yama BER; LP-BER) yapar. SP-BER yolaginin sentez basamaginda



cekirdekte polimeraz  (POL ), mitokondride ise DNA polimeraz y (POL y) gorev
alir. Proliferatif hiicrelerin LP-BER yolaginda ise ¢ekirdekte POL p ile birlikte
PCNA-bagh (proliferatif hiicre cekirdek antijeni) polimerazlar (polimeraz o ve
polimeraz &) gorev alir. Son yillarda yapilan aragtirmalar, post-mitotik sinir
hiicrelerinde LP-BER yolaginda sadece POL [ enziminin sentezden sorumlu
oldugunu gostermistir. Bu durum, beyinde sinir hiicrelerinin canliliginin
korunmasinda POL B'min 6nemli bir rol oynadigni gostermektedir. LP-BER
yolaginda DNA zincirinin kaydirilmasindan sonra flap endoniikleaz 1 (FEN1)
proteini kaydirilmis zinciri keser ve polimeraz ve ligaz enzimi ile DNA zinciri
birlestirilirck BER yolagi tamamlanir. Hiicrelerin hangi kosullarda LP-BER’a

yoneldigi heniiz tam olarak agiklanamamustir (32,33).

Hasarh Baz

1. Bazin kesilmesi
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Sekil.2 Baz eksizyon tamir yolagi



2.3. Sporadik AH ve Baz Eksizyon Tamir (BER) Yolag:

Noronlarin yasam siiresi ve kendilerini kopyalama yeteneklerinden yoksun
olmalart goz Oniinde bulunduruldugunda, DNA tamir mekanizmalari genom
biitlinliigiinlin saglanmasi, néron kayiplarinin 6niine gecilmesi ve canlilarda noral
fonksiyonlarin yasamlar1 boyunca diizgiin isleyebilmesi acisindan dnemli rol oynar.
Beyin, kan-beyin bariyeri sayesinde kandan gelebilecek DNA hasar faktorlerinden
korunsa da hiicresel solunum sirasinda ortaya ¢ikan radikal tiirler nedeniyle olusan
spontane bozulmalara ve reaksiyonlara karsi koruma saglamaz. Beyin yiiksek
metabolizma hizi nedeniyle, oksidatif strese diger organlara gore daha ¢ok maruz
kalir ve bu nedenle BER mekanizmasi beyinde hiicre biitiinliigiiniin saglanmasinda

oncelikli 6nem tagir.

Oksidatif hasar ile AH arasindaki iliskiyi incelemek i¢in yapilan calismalarda
AH’ye sahip kisilerden alinan Orneklerde ve post-mortem beyin dokularinda
oksidatif hasarmm arttifi gosterilmistir (19-21). Alzheimer hastalarindan ve
kontrollerden alinan kan Orneklerinde oksidize piirin ve primidinlerin
karsilagtiritlmast sonucu AH Orneklerinde anlamli artis oldugu saptanmistir. Ayni
sekilde, AH ve kontrol post-mortem beyinlerinin 6n, temporal, parietal loblarindan
ve beyinciklerinden alinan kesitlerde niikleer DNA’da oksidize piirin  ve
primidinlerin arttig1 goriilmiistiir (19,20). Sporadik AH ve kontrollerin post-mortem
beyin dokularinda 8-oxodG ve urasil insizyon aktivitelerine bakildiginda AH’lerde
kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu dokularda
UDG ve POL B protein miktarlar1 karsilastirildiginda AH dokularinda daha az
miktarda bulundugu saptanmustir (21). Preklinik AH beyin dokulari ve kontrol
dokularinda 8-OHG seviyeleri karsilastirildiginda preklinik AH dokularinda artis
oldugu gozlemlenmistir (20). AH doku ve kan 6rneklerinde yapilan bu arastirmalar
AH patogenezi ve oksidatif stres arasinda anlamli bir iliski oldugunu ortaya
koymaktadir. Preklinik AH o6rneklerinde yapilan ¢aligmalar ise oksidatif stresin AH
patogenezinin erken evrelerinde etkili olmaya basladiginin gostergesidir. Alzheimer
hastalarinin ve kontrollerin omurilik sivilarindan alinan 6rnekler de niikleer DNA’da
8-OHdG seviyeleri karsilastirildiginda Alzheimer hastalarinda daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ayn1 6rneklerde serbest 8-OHdAG seviyelerine bakildiginda Alzheimer



hastalarindan alinan orneklerin seviyelerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (7).
Serbest 8-OHdG’ ninAlzheimer hastalarinda daha yiliksek olmasi AH patolojisinde
oksidatif stresin tek basina etkili olmadigini, oksidatif stresi tamir etmekle sorumlu
olan baz eksizyon tamir yolaginda olusan hasarlarin da bir etken oldugunu ortaya

koymustur.

Baz eksizyon tamir yolagi ile AH’yi iliskilendirmek i¢in bu yolakta gorev alan
genlerin hastalik patogenezine olan etkileri aragtirilmigtir (22-29). APE1 gen ifadesi
susturulmus noron kiiltiirleri oksidatif stresi arttiran sisplatin ile muamele
edildiklerinde, reaktif oksijen tiirlerinde ve apoptoza giden hiicre miktarinda artis
oldugu goriilmiistiir (22). Glutamat merkezi sinir sisteminde bulunan onemli bir
norotransmitterdir ve glutamat sinyalizasyonunun APE] ekspresyonunu arttirabildigi
gosterilmigtir  (23). Glutamat miktarinin bu duruma etkisi {izerine yapilan
calismalarda belirli bir seviyeye kadar glutamatin BER fonksiyonunu arttirict 6zellik
gosterdigi fakat artan miktarlarinin zehirleyici etkisi oldugu gosterilmistir (23).
Noron kiiltiiriinde APE1 ve Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARPI) genlerinin
inhibe edilmesiyle noronlarda sinaptik fonksiyonda gelisme oldugu saptanmistir (24).
Fare modellerinde yapilan ¢alismalarda PARP1 aktivasyonunun iltihaba neden olan
ara Urilinlerin iiretilmesini kontrol ettigi ve ekspresyonunun azalmasmin anormal
noron iltthaplanmasina yol actigi gorilmiistiir (25). AH ve kontrol gruplarindan
alman  post-mortem beyin dokusu Orneklerinde PARPI gen anlatimi
karsilagtirildiginda, AH grubunda gen anlatimimin diisiik oldugu saptanmistir (26).
Sporadik AH, hafif kognitif bozukluk ve kontrol gubundan alinan post-mortem beyin
dokusu orneklerinde OGGI gen anlatimi karsilagtirildiginda, AH ve hafif kognitif
bozukluk gruplarinda kontrol gruplarina gére anlamli diisiis oldugu gozlemlenmistir.
OGGI’in distikliginiin NFY’lar ile iliskilendirilmis ve noronlarda distrofik norit
olusumunda rol oynadig1 ortaya koyulmustir. Hafif kognitif bozukluk grubunda, AH
grubuna benzeri diisiiklik gozlemlenmesi OGGI1’de olusan hasarin hastaligin
patolojisinde erken donemde rol oynadigini gostermektedir (27). Urasil DNA
Glikosilaz (UDG) geninin AH ve kontrol grubu post-mortem beyin dokularinda
seviyesinin karsilagtirilmast sonucu AH grubunda diisiik ¢iktig1 ortaya koyulmustur.
Fare noron Kkiiltiiriinde UDG gen anlatiminin bastirilmast sonucunda néronlarda

apopotozun arttigi gosterilmistir (28). Pol [ heterozigot fareler ile yapilan



calismalarda farelerin AH benzeri fenotip gelistirdigi goriilmiistiir. Fareler de hafiza
gelisiminde ve hipokampal sinaptik esneklikte problemler oldugu goriilmiistiir.
Otofaji de sorunlar olmasi farelerin beyninde AP birikimine yol agmis ve amiloid
plaklar olusmustur. Farelerin transkriptom profillerinin insan Alzheimer hastalarinin
profilleriyle biiyiik ol¢iide benzerlik gosterdigi saptanmistir (29). BER yolaginda
gorev alan genler ile AH gelisimi arasinda ki iligkinin, bu genlerde ortaya ¢ikan

sorunlarin AH patogenezinde nasil bir rol oynadigi tablo.1’de 6zetlenmistir.

Tablo.1 BER yolaginda gorev alan genlerin AH patogenezinde ki rolleri

Fenotip DNA tamiri ve AH iliskisi Ref:ra“
Noron kaybi |DNA tamiri —| TAB —TAH 22
Glutamat sinyalizasyonu TDNA tamllrk—HlGlutamat a 23
Sinaptik fonksiyon TDNA tamiri — 1Sinaptik o4
bozuklugu fonksiyon —| AH
Sinaptik fonksiyon TDNA tamiri — 1Sinaptik 75
bozuklugu fonksiyon —| AH
Anormal noron |DNA tamiri —tIltihaplanma — 26
iltthaplanmasi TAH
o . |DNA tamiri — THiperfosforile
Norofibriler yumak olusumu TAU — 1AH 27
i |DNA tamiri — N6ron kayb11 —
Noron kaybi TAH 28
AP birikimi ve plak .
olusumu |DNA tamiri —| TAB — TAH 79
Noron kaybi TDNA hasar1 — |[AB— |AH

BER yolaginda gorev alan genlerde bulunan polimorfizmlerin AH gelisimi ile
iliskisini meydana c¢ikarmak i¢in bu polimorfizmler, AH ve kontrol gruplarinda
calisilmistir (34-39). APE] geni ile yapilan calismalar, sigara i¢imine bagli gelisen
akciger ve meme kanseri gelismesinde Aspl48Glu polimorfizminin risk arttiric
faktor olabilecegini ortaya koymustur (44). APEI geninde bulunan {i¢ yanlig anlaml
polimorfizmden, Aspl48Glu %5’ten biiylik minor alel frekansina sahiptir. Bu

polimorfizmin APE] fonksiyonunda degisime sebep oldugu gosterilmesine ragmen,
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AH ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir frekans degisimi gostermemesi, AH
gelisiminde bir risk faktorii olmadiginin gostergesidir (34). OGGI geninde bulunan
Ser326Cys polimorfizmi bundan Once yapilan ¢alismalarda, meme, akciger,
yumurtalik, iist solunum yolu ve sindirim sistemi ve gastrointestinal kanserleri ile
Arg46GIn polimorfizmi ise akciger ve bobrek tiimorleri ile iliskilendirilmistir
(45,46). Ser326Cys polimorfizminin AH patogenezindeki iliskisine bakildiginda,
yapilan in vitro ¢aligmalarda, bu degisimin OGG]1 aktivitesinde diisiise neden oldugu
gosterilmistir. Cys/Cys homozigot varyantina sahip bireylerde 8-oxoG tamirinde
problem oldugu goriilmiistiir. AH ve kontrol grubu arasinda ise bu polimorfizm
frekansinda bir degisim bulunmamistir. Kontrol ve AH grubunda anormal homozigot
GG Ser326Cys degisiminin dagilimmin ise ayni oldugu gosterilmistir. (34-36).
Arg46GIn degisiminin OGGI {izerindeki etkisine bakildiginda ise OGGI-Serd6
fragmaninin  OGGI-GIn46 fragmanina gore daha aktif oldugu gosterilmistir.
Arg46GIn polimorfizmi ile AH arasinda bir korelasyon bulunamamistir, homozigot
GG Arg46GlIn polimorfizmine sahip bireylerin dagilimi hasta ve AH gruplarinda
paralellik gostermektedir (36). XRCCI genine ait Argl94Trp, Arg280His ve
Arg399GIn polimorfizmlerinin  AH ile iligkisi incelenmigtir. Argl94Trp
polimorfizmi, akciger, list solunum yolu ve sindirim sistemi, mide ve kalin bagirsak
ve deri kanserinde risk faktoriinii arttirict rol oynamaktadir. Kanser riski arttirici
roliiniin yan1 sira kemoterapi ve radyoterapi nedeni ile gelisebilecek akut miyeloid
l6semi de koruyucu bir etken olabilecegi gosterilmistir (46). Argl94Trp
polimorfizminin Xrccl fonksiyonuna etkisi ise fareler ile yapilan deneylerde
gozlemlenmistir. Bu polimorfizme sahip farelerde Xrcc/ fonksiyonunun tam olarak
gerceklesmedigi goriilmiistiir. Bu polimorfizmin frekanst AH ve kontrol gruplar
arasinda bir degisim gostermemektedir (37,38). Arg280His polimorfizminin {ist
akciger, solunum yolu ve sindirim sistemi, mesane, alkole bagli mide ve prostat
kanseri riskini arttirabilecegi, meme kanserinde hem risk arttirici rol oynadigi hem de
radyoterapiye kars1 olumsuz yanit olugsmasina sebep olabilecegi gosterilmistir (46).
Arg280His ile yapilan in vitro g¢alismalarda, bu polimorfizmi tasimanin, BER
aktivitesine etki ederek DNA hasarina daha yatkin hale getirdigi gosterilmistir. AH
ve kontrol gruplar1 arasinda Arg280His polimorfizmine bakildiginda ise bu

polimorfizmin AH riski ile bir iligkisi olmadigi goriilmiistiir (34). Arg399GIn
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polimorfizmi yapilan ¢aligmalar sonucu, akciger, iist solunum yolu ve sindirim
sistemi, mesane, mide, karaciger ve pankreas kanseri ile iligkilendirilmistir (46).
polimorfizmine sahip G/A genotipine sahip bireylerin G/G genotipine sahip bireylere
gore AH’ye daha duyarli oldugu gosterilmistir. Diger bilinmeyen alelik varyantlar ile
arasinda baglanti dengesizligi olmasinin bu ters etkiyi yarattigi diisiiniilmektedir
(37). PARPI genine ait Val762Ala polimorfizmi servikal, akciger ve mide kanseriyle
ve gliyoma ile iliskilendirilmistir ve bu kanserlerin riskini arttirdigi gosterilmistir
(47). Asp81Asp polimorfizminin ise hodgkin disi lenfoma riskini azalttig
gosterilmistir  (48). Val762Ala polimorfizmlerinin  fonksiyona olan etkisi
incelendiginde, C/C varyantinin PARP1 enzimininin katalitik bolgesinde yer alan bir
degisim oldugu ve enzim aktivitesini diislirdiigii bulunmugtur. Val762Ala
polimorfizminde C alelinin AH riskini arttirdigi, T alelinin ise bu riski azalttig
gosterilmigtir (37, 39).  Val762Ala ve Asp8lAsp polimorfizmleri beraber
incelendiginde AH grubu ve kontroller arasinda anlamli bir fark gozlemlenmemistir.
Fakat Asp8lAsp T, Val762Ala T (Ht3) ve Asp8lAsp C, Val762Ala C (Ht4)
genotipleri ayr1 ayri incelendiginde AH riskini arttirdigt goézlemlenmistir (39).
MUTYH geninde bulunan GIn324His polimorfizmi yapilan c¢aligmalarda kalin
bagirsak kanseri ve akciger kanseri ile iligkilendirilmis ve risk arttirici rol oynadigi
ortaya koyulmustur (49, 50). AH patogenezi ile arasindaki iligki incelendiginde bu
polimorfizmin AH patogenezine etki etmedigi goriilmiistiir (37). Ber yolaginda gorev
alan genlerde bulunan polimorfizmler ile AH arasindaki iligki tablo.2’de

Ozetlenmistir.
2.4. DNA Polimeraz Beta (POL f)

DNA’nin niikleik asit formunda yeni kopyalarinin olugmasindan sorumlu
polimerazlar sekans homolojileri ve kristal yapi analizlerine gore 7 aile altinda
incelenmektedirler (A, B, C, D, X, Y ve RT). Tiim omurgali tiirlerinde 39-kDA’lik
bir peptid halinde bulunan POL p, X ailesine aittir. Farklt memeli tiirleri arasinda
sekansinin yliksek oranda korunmus olmasi, sag kalim i¢in POL f’nin 6nemli bir role
sahip olma ihtimalini ortaya koymaktadir. POL f geninin yapisinda 14 adet boyutlar
50 ve 233 bg uzunluk arasinda degisen ekzon ve 13 adet boyutlar1 96 b¢ ve 6,5 kb
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arasinda degisen intron bulunmaktadir. POL f polimeraz aktivitesinin yani sira AP

liyaz ve 5’-dRP liyaz aktivitesine de sahiptir. Liyaz aktivitesi ile 5’-seker-fosfat

Tablo.2 BER yolag1 genlerinde bulunan polimorfizmler ve AH iliskisi

Gen

APEI

Polimorfizm de%:gm ] patoétfezi ile Ref
. Odds Ratio S
i iliskisi
rs3136820 ToG 91/93 Anlaml bir 34
(Asp148Glu) 1.08 (0.70-1.68) iligki yok
91/93 34
1.32 (0.83-2.11)
rs1052133 C=G 178/146 Anlaml bir 35
(Ser326Cys) 1.04 (0.70-1.55) iliski yok
41/51 36
1.60 (0.81-3.14)
rs104893751 41/51 Anlaml bir
(Argd6Gln) | G74 i iliski yok | 0
120/110 37
rs1799782 CoT 0.680 (0.208-2.223) Anlaml bir
(Argl194Trp) 98/95 iligki yok 13
2.06 (0.97-4.37)
rs25489 GoA 91/93 Anlaml bir 34
(Arg280His) 0.53 (0.24-1.14) iliski yok
1s25487 GoA 120/110 +A/A genotipi 37
(Arg399Giln) 0.485(0.271-0.870) JAH riski
120/110
1136410 - 4817535()1 o +1}/§}%e{1(£.ipi 37
rs riski
(Val762Ala) | 1€ | 02300141 pp o hotipi
0.556) JAH riski
120/111 39
0.75 (0.52-1.09)
81805404 | 120/111 gﬁi;e TIX‘}‘I %
(Asp81Asp) 0.76 (0.53-1.11) riski
rs3219489 GoC 120/110 Anlaml bir 37
(GIn324His) 0.827 (0.470-1.455) iligki yok

+ Anlaml bir iligki var - Anlamli bir iligki yok | Riski diistiriiyor 1 Riski arttiriyor
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kalintistn1 uzaklastirarak akis asagt DNA dizisinde 5’-fosfat birakir. Liyaz ve
polimeraz sirasiyla, 8 kDA’lik ve 31 kDA’lik iki farkli domainde yer almaktadirlar.
Polimeraz domaini 3 alt domaine sahiptir: ¢ift zincir DNA baglanmasi, niikleotidil
transferaz, dNTP secimi. Sekil.3’te POL f iizerinde bulunan a-sarmali (¢izgili

kutular), B-yapraklari (dolu kutular) ve ekzon sinirlandirmalari gosterilmistir (16).

Liyaz Polimeraz Domain
D C N Subdomain
=sDNA Baglanmal dsDNA Niikleotidil dNTP e
dRF Liysz Baglanma Transferaz Segimi Aktivite
Proteolitik domain
8 kDa 6 kDa : 0 kO 12 kDa
I nom w LTI TRV % X Xm n
Rl R el o D P PR ey i Ekzon simirlan
I N SN SR TN R N RN mE = 1
ROy i Gy PO iy """ Onemli ikincil
Gty 122472k B iz ¢ el TR
A B CDE F GH I M NET O elemanlar
T L 0 1 ] Birineil yapi
| 100 |

szDINA: Tek zincir DNA
dsDMA: Cift zincir DNA
dRP: 5'-deocksiriboz fosfat

Sekil.3 DNA POL f gen yapist (16)

Memelilerde POL f seviyesi beyinde diger organlara gore daha yiiksektir. POL
B seviyesi cenin beyninde genel olarak yiiksekken yetiskinlerde bu seviye
hipotalamus ve beyincikte diger bolgelere gore daha yiiksektir. POL f gen
anlatiminin beyinde diger organlara gore daha yiiksek olmasi boliinmeyen hiicrelerde
sahip oldugu 6nemli rolii ortaya koymaktadir. Cogalabilen hiicreler ve bagkalasan
noronlarda polimeraz & ve polimeraz € seviyeleri karsilastirildiginda bdliinemeyen
hiicrelerde biiylik Ol¢lide diistiigii, POL B seviyesinin ise yiikseldigi ya da ayni
kaldig1 gosterilmistir. Boliinemeyen hiicrelerde hem SP-BER’de hem de LP-BER’de
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POL p daha one ¢ikan bir rol oynamaktadir. LP-BER’de POL f, PCNA bagimli
polimeraz aktivitesine alternatif olarak goérev yapmaktadir. Boliinemeyen hiicrelerde
polimeraz ve liyaz aktivitesinin bdliinebilen hiicrelere gore daha diisiikk oldugu

saptanmustir (30).

POL p geni cikarilmis (knockout) homozigot (POL S —/—) farelerde yapilan
caligmalarda, diger BER genlerinin aksine POL f susturulmasinin embriyonik
donemde oliimle sonuglanmadigi ama POL S susturulmus farelerin digerlerine gore
daha ufak oldugu ve dogum sonrast nefes alma refleksi gelistirmedikleri
gosterilmistir. Geg donem gelisimi kaynakli 6liimler néronal farklilasmada meydana
gelen problemler ile iligkilendirilmistir (31). Farelerin beyin zarlarinda, dorsal kok
ganliyonlarinda ve arkabeyinde DNA hasar1 kaynakli apoptoz oldugu belirtilmistir.
Beyin disinda diger organlarda histolojik olarak bir anormallik olmamas1 POL S geni
ve beyin gelisimi arasindaki iliskiyi ortaya koymustur (31). POL S heterozigot (POL
p +/—) farenin gelistirilmesi ile POL f geninin AH patogenezindeki rolii
aydmnlatilmistir. POL p aktivitesi tam olarak calismayan farelerde DNA hasar
birikiminde anlamli yiikselis gdzlemlenmistir. Insan AH hastalaria benzer olarak
AP birikimi ve otofaji hasar1 kaynakli néron dliimleri goriilmiistiir. POL S geninin
diisiik oranda gen anlatimina sahip olmasi farelerde hafiza sorunlarina ve sinaptik

esneklik sorunlarina neden olmustur (29).

AH ve kontrol gruplarindan alinan post-mortem inferior yan loblarindan ve
beyinciklerinden alinan Orneklerde tek-niikleotid bosluk doldurma aktivitesine ve
POL B protein seviyelerine bakilmistir. AH grubunda POL B seviyesi kontrol
grubuna gore daha diisiik ¢cikmistir ve tek-niikleotid bosluk doldurma aktivitesinin
diisik oldugu gozlemlenmistir. Total BER kapasitesinin POL p’ya bagli olarak
diismesi, AH patogenezinde POL f gen anlatiminda meydana gelen problemlerin
etkili oldugunu ortaya koymustur (19). Braak skoruna gore smiflandirilmis post-
mortem AH ve kontrol beyin dokularindan alinan orneklerde POL [ seviyeleri
karsilastirildiginda AH grubunda Braak skoru ile POL B seviyesi arasinda bir iligki
ortaya ¢iktig1 gorilmiistiir. Braak 5 ve 6’da 3 ve 4’e gore anlamli bir diisiis oldugu
saptanmistir. AH grubunda genel olarak kontrol grubuna gére POL B seviyesinin
daha diisiik oldugu gdsterilmistir (31).
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POL p genine ait bildirilmis, 189 tek niikleotid polimorfizmi bulunmaktadir.
Mesane kanseriyle yapilan calismada bakilan 43 tek niikleotid degisimi arasindan
intronik rs3136717 degisimi artan kanser riski ile iliskilendirilmistir (51). Pankreas
kanserinde hayatta kalimla ilgili yapilan calismalarda, intronik rs2272615 ve
rs2953993 degisimlerinin bulunmasinin hayatta kalim siiresinin iki katina ¢ikardigi
gosterilmistir (52). Yapilan ¢alismalar argl37°nin POL £ geninin katalitik bolgesinde
yer aldigin1 ve PCNA ile etkilesiminde diizenleyici rol oynadigini gostermistir.
Rs200062558 (arg137gIn) polimorfizminin POL  f polimeraz aktivitesini
diistirdiigiinii ve PCNA ile etkilesimini azalttig1 ortaya koyulmustur ve bu nedenle
kanser olusumuna yol agabilecegi hipotezi gelismistir (53). Meme kanseri ile yapilan
caligmalarda rs121909672 (lys289met) polimorfizmine ait Met/Met genotipinin ve
1s3136797 (Pro242Arg) polimorfizmine ait Pro/Arg genotipinin kanser riskini
arttirdiglt ortaya koyulmustur (54). Yapilan invitro c¢alismalarda rs3136797
(Pro242Arg) polimorfizminin antimutajen olarak etki ettigi goriilmiis ve bununla
paralel olarak kolon kanserinde risk diisiiriici faktor olarak belirlenmistir. Bu
caligmalarin aksine, POL f geninin kodlayan bdlgesinin dizilenmesiyle yapilan
calismalarda rs3136797 (Pro242Arg) polimorfizminin prostat kanseri dokularinda
bulundugunu fakat ayni hastalara ait lenfositlerde bulunmadig1 ve akciger kanseri

prognozunda olumsuz bir etkiye sahip oldugu goériilmiistiir (55).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Sporadik Alzheimer, Asemptomatik Alzheimer ve Kontrol Ornekleri

Bu ¢aligmada, 11 sporadik ve 11 asemptomatik Alzheimer hastasi ve norolojik
bulgusu olmayan 10 bireyin post-mortem beyin dokularindan (beyincik; serebellum)
izole edilen DNA ornekleri kullanilmistir. BER mekanizmasi hasarinin sporadik
AH'nin patolojisine etkisini aragtiran Dog¢. Dr. Nadja de Souza Pinto, Sao Paulo
Universitesi, Brezilya ile ortaklasa yiiriittiigiimiiz arastirmada kullanilan sporadik ve
asemptomatik Alzheimer hastasi ve norolojik bulgusu olmayan bireylerin post-
mortem beyin dokularindan Qiagen DNA izolasyon kiti ile total DNA’lar izole
edilmis ve Dr. de Souza Pinto tarafindan grubumuza gonderilmistir. Arastirmanin

etik kurul rapor numarasi; B.30.2.ACU.0.00.00.050-06/45"dir.
3.2. DNA Olciimii ve Hazirlanmasi

Post-mortem DNA oOrneklerinin safligt ve konsantrasyonu NanoDrop™
2000/2000c Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific, USA) ve/veya Qubit®
dsDNA HS Assay kiti (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak 6l¢iildii. Qubit
kitinin protokolii takip edilerek gerceklestirilen olgtimler icin; 199 puL Qubit®
dsDNA BR reaktifi ve 1 pL Qubit® dsDNA BR tamponu birlestirilerek ¢alisma
soliisyonu hazirlandi. 190 pL ¢alisma soliisyonu iizerine 10 pL standart 1 ve standart
2 eklenerek standart grafikleri cizildi. Daha sonra 198 pL ¢aligma soliisyonu iizerine
2 uL DNA orneklerinden eklenerek DNA’larin konsantrasyon ol¢iimleri yapildi.
Olciim sonucunda A260/280 oran1 1,8 nm ile 2 nm, A260/230 orani ise 2 nm ile 2,2

nm arasinda olan DNA ornekleri ¢alismada kullanilmak iizere segildi.
3.3. Ion Personal Genome Machine™ (PGM™) Sistem’i ile Yeni Nesil Dizileme

DNA orneklerinin Ton PGM™ Sistem’i (Ion Torrent, Thermo Fisher Scientific)

ile gerceklestirilen yeni nesil dizileme asamalar sekil.4’te gosterilmektedir.
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Primer Dizayni

NS

Kiitiiphanenin Hazirlanmasi

N4

ISPs Pozitif Template’in Hazirlanmasi

NS

ISPs Pozitif Template’in Zenginlestirilmesi

N4

Ion PGM™ Sistemi’nin hazirlanmasi

NS

Cip’in Yiiklenmesi

Sekil.4 ITon PGM™ sisteminde yeni nesil sekanslama basamaklar1

3.3.1. Primer Dizaym

“lon  AmpliSeq™  Designer”  (https://www.ampliseq.com/browse.action)
programi ve insan referans genomu GRCh37-hg19 kullanilarak POL £ geninin hedef
gen sekanslamasi icin primer dizayni yapildi. Tablo.3’te POL f geninin hedef gen
sekanslamasi icin dizayn edilen primerlerin ozellikleri gosterilmektedir. Primer
dizayn1 yapilirken promoter bdlgelerini de dahil etmek igin genin baglangic

lokasyonu olarak chr8:42195157 ve bitis lokasyonu olarak chr:42229331 belirlendi.

Tablo.3 POL f gen primerinin 6zellikleri

. Kapsama
DNA Kromozom Kromozom  Hedef Kapsanan Amplikon B
Gen Genom  Panel . o o yiizdesi
cesidi baslangici bitisi baz ¢ifti  baz cifti sayisi %)
0
POLB IAD79844 Stendart 42195472 | 42229331 | 33859 29916 124 88.35
(hgl9) DNA '

Dizayn edilen primerler POL f geninin %88.35’ini kapsamaktadir. Primerin
amplikon uzunluklar1 125 bg-375 bg arasinda ve iki amplikon havuzu olarak dizayn
edilmistir. POL f geninin ekzon ve intron bolgeleri ve sekans icin dizayn edilen

primerlerin  kapsamadigi bolgeler sekil.5te  POL S gen yapist iizerinde
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gosterilmektedir. Ekzonlar arasinda sadece ekzon 3’te 123 bg lik

kapsanmamaktadir. POL f geninin primer baz dizisi Ek 1°de verilmistir.

POLB:chr8:42195472:42229331

bir alan

12 3 405 6 7 89 0 11 1215 14
& VI D 9 DD 0o G H/DF L A
Q“V \3-\,'\/ P Q."\ '\’\:/ § o8 %L’\@’\“‘Q‘p’;’\’a § & ":"‘5 \;\b\” ‘3@ é? 69 Q@
Sl O § PG SRS O g bl
voRM g »” & SRS o et o g P
&g ¢ & 8¢ GO fI S s s
S R & & O RGO ICCLIRI AN o Eagey
o aded o b oA A AN A N Y QY i 4
W w W o POIRNTRT B e R w o

Ekzon lokasyonlari; baglangig-bitis
1

8
D 42,19597342,196203 D
¢

D 42,196,530-42,196,587 D 41214,83842214 910
10

D 42,202471-42.200,337

4

[j 42,206,334-42,206,608

5

12
D 42,207,525-42201.583 D 42,226,789-42.226.853
13

42214,68742214,741

42.218,813-42 218,883

42.220,130-42.220 216

2
3
6
D 42.21003742210,086

D 42.013,034-42.213,085 D 41219,081-42.119 326

42,227,367-42,221,306

Sekil.5 POL B gen yapisi. Yesil bolge: ekzon, Mavi bdlge: Intron, Kirmizi bélge:

Primerin kapsamadig1 bolgeler

3.3.2. Kiitiiphanenin Hazirlanmasi

Sekanslamanin ilk asamasi olan kiitliphane hazirlanmasi; POL [ geninin

cogaltilmasi, amplikonlarin saflastirilmasit ve Ion 318™ Chip Kit v2’ye esit

konsantrasyonlarda kiitiiphane yiiklenebilmesi amaciyla yapildi.

3.3.2.1. Hedef Bolgelerin Cogaltilmasi

Yontem 3.3.1.°de dizayn edilen primerler kullanilarak POL S geni multipleks

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. Multipleks PZR i¢in Ion

AmpliSeq™ Kiitiiphane Kit 2.0 icerisinde bulunan Ion AmpliSeq™ HiFi Master

karisim kullanildi. Iki primer havuzundan her biri icin birer adet 96-kuyucuklu PZR
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plakasina (PCR Plate, 96-well, non-skirted, Thermo Fisher Scientific, USA,
AB0600) DNA orneklerinden 24 ng/6 ul (4 ng/ul) dagitildi. Orneklerin iizerine, 4 pL
HiFi Karisimi ve 6 pL primer havuzlarindan eklenerek termal 1s1 cihazinda (Bio-Rad
T100™ Thermal Cycler) tablo.4’te gosterilen PZR kosullar1 ile Pol B gen bolgesi
cogaltildi.

Tablo.4 Multipleks PZR kosullar1

Etap ‘ Adim Sicaklik
Tutma ‘ Enzim aktiflesmesi

Zaman

Denatiirasyon 9C 15 sn

22 Dongiti
Baglanma ve Uzatma 60T 4 dk

Tutma — 10C Tutma

3.3.2.2. Hedef Bolgelerin Kismi Olarak Kesilmesi

PZR ile ¢ogaltilan amplikonlara barkod adaptorlerinin (Ion Xpress™ Barcode
Adapters 1-16 Kit ve Ion Xpress™ Barcode Adapters 17-32 Kit ) baglanmas1 ve
amplikonlarin fosforillenerek ligaz enzimi i¢in substrat hale getirilmesi i¢in Ion
AmpliSeq™ FuPa reaktifi ile amplikonlarin ucundan kismi kesim yapildi. Multipleks
PZR ile ¢ogaltilan 6rneklerin tizerine 10 pL FuPa reaktifi dagitilarak tablo.5’te yer

alan kosullar kullanilarak termal 1s1 cihazinda kesim gergeklestirildi.

Tablo.5 Kismi kesim PZR kosullari

Sicaklik

50C 10 dk
55C 10 dk
60T 20 dk
10C Maksimum 1 saate kadar tutma
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3.3.2.3. Barkod Adaptorlerinin Baglanmasi

Sekanslama sonucunda her bir 6rnegin ayr1 degerlendirilebilmesi igin ayni Ion
318™ Chip Kit v2’ye yliklenecek her hastaya farkli bir barkod atanarak ornekler
etiketlendi. Barkodlar 1:4 oraninda, 2 pL Ion P1 Adaptor, 2 pL Ion Xpress™ Barkod
ve 4 pL niikleaz icermeyen su kullanilarak seyreltildi. Seyreltilen barkodlardan
amplikonlarin iizerine 2 pL eklendi. Barkod eklenmis amplikonlarin iizerine Ion
AmpliSeq™ Kiitiiphane Kit 2.0 igerisinde yer alan Switch soliisyonu ve DNA
ligazdan 2 pL eklenerek termal 1s1 cihazinda tablo.6’da yer alan PZR kosullar ile

barkodlarin amplikonlara baglanmasi saglandi.

Tablo.6 Barkod baglanmasi i¢in gerekli PZR kosullari

Sicaklik

22TC 60 dk
72C 10 dk
10C En fazla 1 saate kadar

3.3.2.4. Cogaltilamayan Kiitiiphanenin Arindirilmasi

Agencourt AMPure XP reaktifi (Beckman Coulter, U.S.A) kullanilarak
cogaltilan kiitliphanelerin, reaktif icerisinde yer alan paramanyetik kiireciklere
baglanmasi sayesinde, baglanmayan barkodlarin, primerlerin, niikleotidlerin, tuzlarin
ve enzimlerin uzaklagmasim1 saglandi. Barkod baglanan amplikonlarin {iizerine
reaktiften 45 pL eklendi, oda 1sisinda ve ardindan manyetik tutucu (DynaMag™-96
Side Magnet, Thermo Fisher Scientific) lizerinde inkiibe edilerek fragmanlarin
kiireciklere baglanmasi saglandi. Kiireciklere baglanan fragmanlara 2 kez 150 uL %

70’lik etanol eklenerek yikandi ve daha sonra etanol tamamen uzaklastirildi.
3.3.2.5. Kiitiiphanelerin Konsantrasyonlarinin Esitlenmesi

Ion Library Equalizer™ Kit kullanilarak kiitiiphanelerin konsantrasyonlart ~ 100
pM’e esitlendi. Once armndirilan kiitiiphanenin iizerine énce 50 puL Platinum® PCR

SuperMix High Fidelity ve 2 uL Equalizer™ primeri eklendi ve manyetik tutucu
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lizerine alinarak 2 dk siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kiitiiphanelerden
yaklasik 50 pL silipernatan yeni plakaya aktarildi ve termal 1s1 cihazinda tablo.7’de
yer alan kosullar ile kiitliphane ¢ogaltildi.

Tablo.7 Kiitliphane ¢ogaltmasi i¢in gerekli PZR kosullar

Sicaklik

2 dk
98 C 15 sn
64°C 1 dk
10 C En fazla 1 saate kadar
3.3.2.5.A. Equalizer™ Kiireciklerinin (Bead) Yikanmasi

Equalizer™ kiirecikleri 6nceden yikanarak kullanima hazir hale getirildi. Ornek
basina 3 pL Equalizer™ kiirecigi, iizerine 6rnek bagma 6 uL Equalizer™ yikama
tamponu eklenerek, manyetik rak tizerinde 3 dk siire ile inkiibe edildi ve daha sonra
siipernatan uzaklastirilarak yikama islemi gerceklestirildi. Equalizer™ kiirecikleri
tekrar 6rnek basma 6 pL Equalizer™ yikama tamponu ile siispansiyon haline

getirildi.

3.3.2.5.B. Kiitiiphaneye Equalizer™ Capture ve Equalizer™ Kiirecigi

Eklenmesi

Cogaltilan kiitiiphanelerin iizerine 10 pL Equalizer™ Capture eklenerek 10 dk
siire ile inkiibe edildi ve iizerine 3.3.2.5.1. de hazirlanan Equalizer™ kiireciklerinden
6 pL eklendi. Karisim once 5 dk oda 1sisinda inkiibe edilerek kiitiiphanelerin
kiireciklere baglanmasi saglandi. Daha sonra 2 dk siire ile manyetik tutucu tlizerinde
inkiibe edilen 6rneklerden siipernatan uzaklastirilarak manyetik kiireciklere baglanan

kiitiiphaneler 2 kez 150 uL Equalizer™ yikama tamponu eklenerek yikand.
3.3.2.5.C. Esitlenmis Kiitiiphanenin Ayristirilmasi

Yikanan kiitliphaneyi manyetik kiireciklerden ayirmak igin 100 uL Equalizer™
elisyon tamponu eklenen ornekler 5 dk, 32°C’de inkiibe edildi. Eliisyonu

tamamlamak i¢in 32°C’den alinan 6rnekler manyetik tutucu iizerine alinarak oda
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1s1sinda 5 dk daha inkiibe edildi. Kiireciklerden tamamen ayrilan kiitiiphaneler yeni
plakaya aktarildi.

3.3.3. lyon Kiire Cisimcigi (Ion Sphere™ Particles) Pozitif Kahibin (Template)

Hazirlanmasi
Konsantrasyonlar1 esitlenmis olan kiitiiphanelere, bir kiirecige bir amplikon
baglanmas1 ve kiireciklere baglanan amplikonlarin bir yag damlas1 icerisinde

™
milyonlarca kopyaya ¢ogaltilmasi icin Ion OneTouch 2 (OT2) cihaz1 (sekil.6) ile
emiilsiyon bazli PZR yapildi.

Sekil.6 Ion OneTouch™ 2 cihazi
3.3.3.1. Ion OneTouch™ 2 (OT2) Sisteminin Hazirlanmasi

™
Ion PGM™ Template OT2 400 kit icerisinde yer alan Ion OneTouch  reaktif
tiiplerine Ion One Touch yagi ve lon PGM OT2 kurtarma soliisyonu koyularak OT2
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hTM

cihazina yerlestirildi yerlestirildi. Ilon OneTouc kurtarma tiipleri igerisine 150 pL

Ion One Touch kirma soliisyonu eklendikten sonra ve Ion OneTouch™
amplifikasyon plakasi ile haznelerine yerlestirilerek cihaz PZR islemine hazir hale

getirildi.
3.3.3.2. Amplifikasyon Karisiminin Hazirlanmasi

Konsantrasyonlar1 esitlenen kiitliphanelerde 10 pL alinarak bir tiipte karistirildi
ve bu karisimdan 5 pL almip, lizerine 20 pL niikleaz icermeyen su eklenerek
kiitiiphane karigimi seyreltildi. Tablo.8’de yer alan karisim sirasiyla icerisinde 800
pL ITon PGM™ Hi-Q™ reaktif karigimi olan 2 ml tiipe eklendi ve karisim Ion PGM
One Touch Plus reaksiyon birlestirme filtresine yiiklendi. Yiiklenen karigimin
tizerine 1,7 ml Ion One Touch reaksiyon yagi dikkatlice yiiklenerek filtre OT2
cihazina yerlestirildi ve PZR baslatildi.

Tablo.8 Amplifikasyon karigimi

Niikleaz icermeyen su

Ion PGM™ Hi-Q™ Enzim karigimi 50 uL
Seyreltilmis kiitliphane 25 uL
Ion PGM™ Hi-Q™ iyon kiire cisimcigi 100 pL
Toplam 200 pL

3.3.4. Iyon Kiire Cisimcigi Pozitif Kalibin Zenginlestirilmesi

Emiilsiyon PZR sonrasi baglanamayan kiirecikler ile amplikonlarin
uzaklastirilmas: ve PZR iirlinlerinin yikanmasi i¢in “lon OneTouch™ Enrichment
System (ES)” cihazi ile izleyen asamalar uygulanarak zenginlestirme islemi yapildi
(sekil.7). PZR iiriinlerinin {izerindeki siipernatan tiipiin dibinde 100 pL kalacak
sekilde uzaklastirildi ve peletler ¢oziilerek iizerlerine 500 pL Ion OneTouch™
yikama soliisyonu eklendi ve iyon kiire cisimcigi pozitif kaliplar yeni bir tiipte
birlestirildi. Yeni tiipte bulunan iyon kiire cisimcigi pozitif kalip 2 dk 15,500 g’de
santrifiijlendi ve siipernatan tiipiin dibinde 100 pL kalacak sekilde uzaklastirildi. 280
pL Tween soliisyonu ve 40 pL. 1 M NaOH birlestirilerek Melt-Off soliisyonu
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hazirlandi. 13 uL Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 kiirecikleri manyetik rakta
2 dk inkiibe edildi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra pellet 130 uL MyOne™

Sekil.7 Ion OneTouch™ Enrichment System cihazi

kiirecik yikama sollisyonu ile siispansiyon hale getirildi. 8-kuyucuklu serit plaka
tablo.9’da belirtilen sekilde yiiklenerek plaka Ion OneTouch™ ES cihazina
yerlestirildi. 0.2 ml PZR tiiptine 10 pL nétrlestirme soliisyonu koyuldu ve ornek

toplama haznesine yerlestirilerek zenginlestirme islemi baslatildi.

Tablo.9 Sekiz-kuyucuklu serit plaka dagilimi

Kuyucuk no Kuyucuga aktarilacak reaktif ‘
Birlestirilen ISPs Pozitif Template’in tamami

™
130 pL Dynabeads® MyOne Streptavidin C1 kiirecikleri

™
300 uL Ion OneTouch  yikama soliisyonu

™
300 uL. Ton OneTouch yikama soliisyonu

™
300 puL Ton OneTouch  yikama soliisyonu
Bos

300 pL taze hazirlanmis “Melt-off” soliisyonu
Bos
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3.3.5. Ion Personal Genome Machine® (PGM™) Sistemi’nin Hazirlanmasi

Ion PGM™ sistemi (sekil.8) yart iletken ¢ip ile calismaktadir. Bu ¢ipin
yiizeyinde bulunan nanodl¢ek boyutundaki kuyucuklar, iyon degisimine duyarli mini
pH prensibiyle calismaktadir. Sisteme yiiklenen dNTP soliisyonlari, ¢ipe yiiklenen
iyon kiire cisimcigi pozitif kalibin {izerinden her seferinde farkli ANTP yollanarak 15
sn araliklarla gecirilir ve her ANTP baglanmasinda ortaya ¢ikan H* iyonu ortamdaki
pH’y1 degistirir. Bu kimyasal degisim, voltaj1 arttirir ve bu sayede sistem bu degisimi
dijital bilgiye doniistiiriir. ANTP gecirilmesi bittiginde sistem bu dijital bilgileri

biraraya getirerek drneklerin DNA dizisini ortaya cikartir.

Dokunmatik Ekran

Cip Haznesi

Topraklama Plakast

Gii¢ Diigmesi

Reaksiyon Tiipleri

1 numarah Yikama Sisesi (W1 Pozisyonu)
2 numaral Yikama Siesi (W2 Pozisyonu)
3 numarah Yikama Sisesi (W3 Pozisyonu)
Atk Sisesi

— o Q| (E (OO (|

Sekil.8 Ton PGM™ cihazi
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3.3.5.1. Ion PGM™ (Cijhazinin Yikanmasi

Sekanslama islemi baslatilmadan Once asagida belirtilen yikama islemleri

kanallarin tikanmamasi i¢in diizenli olarak yapildu.
3.3.5.1.A. Kloriir Yikamasi

Kloriir yikama asamasi, cihaz diizenli olarak kullanildigimda haftada bir kez
olmak iizere, bundan daha uzun araliklarda kullanildig takdirde cihaz her agildiginda
uygulandi. 1L 18 M-ohm su icerisinde ¢oziilen Ion PGM yikama tabletine ek olarak
icerisine 1 ml 1M NaOH eklendi ve enjeksiyon ile 0.45 pum lik filtreden gecirilerek
W1 sisesine aktarildi ve sise W1 pozisyonuna takildi. W2 ve W3 pozisyonlarina

yikama siseleri yerlestirilerek kloriir yikamasi baslatildu.
3.3.5.1.B. Su Yikamasi

Su yikama asamast her ¢ip galigmasi Oncesi uygulanarak cihaz temizlendi. Su
yikamast i¢in 250 ml lik bir siseye 250 ml 18 M-ohm su doldurularak W1

pozisyonuna takildi ve yikama baglatildi.
3.3.5.2. Sistemin Baslatilmasi

Ion PGM™ sisteminin sekanslamaya hazir hale gelebilmesi i¢in cthaz W1, W2
ve W3 siseleri igerisine hazirlanan sollisyonlar1 kullanarak pH smi1 7.49-7.60
araligina getirdi. Bu soliisyonlardan oncelikle iki numarali yikama sigesinin icerigi
hazirlandi. ki numarali yikama sisesi nitrojen gaz1 ile 5 dk muamele edilerek 18 M-
ohm su ile dolduruldu ve iizerine Ion PGM Sequencing 400 v2 W2 soliisyonu ve 70
puL 100 mM NaOH eklenerek, W2 pozisyonuna takildi. Daha sonra bir numarali
yikama sigesine 350 pL 100 mM NaOH konularak, W1 pozisyonuna takildi. Son
olarak ii¢c numarali yikama sisesine 50 ml Ion PGM Sequencing 200 v2 1X W3

soliisyonu konularak, W3 pozisyonuna takildu.
3.3.5.3. ANTP Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Ion PGM cihazinin pH ayarlamas: yapildiktan sonra sekanslama igin
kullanilacak dNTP’lerden 20 pL reaksiyon tiiplerine eklenerek cihaza takildi ve

bdylece cihaz sekanslamaya tamamen hazir hale geldi.
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3.3.6. lyon Kiire Cisimcigi Pozitif Kalibin Cipe Yiiklenmesi

Sekanslama i¢in deneylerde sekil.9’da gosterilen 1 gb veri kapasitesine sahip
“Ion 316™ Chip Kit v2” ve 2 gb veri kapasitesine sahip “lon 318™ Chip Kit v2”
(Thermo Fisher Scientific, USA) yar1 iletken ¢ipleri kullanildi.
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Sekil.9 A) Ion 316™ Chip Kit v2 B) Ion 318™ Chip Kit v2

3.3.6.1. Zenginlestirilen iyon Kiire Cisimcigi Pozitif Kahbin Cipe Yiiklemek I¢in

Hazir Hale Getirilmesi

Zenginlestirilen iyon kiire cisimcigi pozitif kaliba 5 pL kontrol iyon kiire
partikiilleri (control ion sphere particles) eklendi ve 15,500 g’de 2 dk santrifiij
yapildi. Siipernatan tiipte 15 pL kalacak sekilde uzaklastirildi ve tizerine 12 pL
sekans primeri (sequencing primer) eklenerek 95 °C’de 2 dk, 37 °C’de 2 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi iizerine 3 pL Ion PGM™ sekanslama 400 v2 polimerazi

eklenerek 5 dk siire ile oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.
3.3.6.2. Cip Kontrolii

Iyon kiire cisimcigi pozitif kalip cipe yiiklenmeden once deneyde kullanilacak
cipte bir sorun olmadigindan emin olmak i¢in yeni ¢ip cihaza yerlestirilerek Ion
PGM cihazinin c¢ip kontrolii yapmasi saglandi. Cip kontrolii bittikten sonra cipin

icerisindeki s1vi tamamen uzaklastirildi.
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3.3.6.3. Yiiklemeye Hazir Hale Gelen Iyon Kiire Cisimcigi Pozitif Kalibin Cipe

Yiiklenmesi

Inkiibasyon sonrasi iyon kiire cisimcigi pozitif kalip ¢ipe yavasca yiiklendi.
Yiikleme sonras1 ilk olarak 30 sn santrifiijlendi ve daha sonra 2 kez pipetaj yapilarak
ve ters yonlerde santrifiijlenerek cip lizerindeki kuyucuklara, 6rneklerin esit olarak
dagilmas1 saglandi. Sivi tamamen uzaklagtirilarak ¢ip cihaza yerlestirildi ve dizileme

islemi baslatildi.
3.4. Data Analizi

Sekans verileri online “lon Reporter™” yazilimi1 kullanilarak analiz edildi

(https://ionreporter.thermofisher.com/ir/).
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4. BULGULAR

4.1. Sporadik Alzheimer, Asemptomatik Alzheimer ve Kontrol Orneklerinin

Degerlendirilmesi

Bu c¢aligmada, 11 sporadik (yas ortalamasi: 82.72 + 6.32), 11 asemptomatik
Alzheimer hastas1 (yas ortalamasi: 83.27 + 5.71) ve norolojik bulgusu olmayan 10
bireyin (yas ortalamasi: 76.80 £ 7.52) post-mortem beyin dokularindan izole edilen
DNA ornekleri kullanilmigtir. Caligmaya alman 11 sporadik ve 11 asemptomatik
Alzheimer hastasinin klinik tablosu degerlendirildiginde sporadik Alzheimer
hastalarinda klinik demans derecelerinin (CDR) orta ve ciddi olarak dagildig: (klinik
demans derecelendirme ortalamasi: 2,8 + 0,4) asemptomatik Alzheimer hastalarinin
klinik demans derecelerinin ise sifir yani yok oldugu gozlemlenmistir. Sporadik
Alzheimer hastalarinin Braak evrelerinin 5. ve 6. evre arasinda dagilim gosterdigi,
asemptomatik Alzheimer hastalarinin Braak evrelerinin ise 4. ve 5. evreler arasinda
dagilim gosterdigi goriilmiistiir. CERAD (“Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer’s Disease”) degerlendirmelerine bakildiginda sporadik ve asemptomatik
Alzheimer hastalarinin B ve C evrelerinde dagilim gosterdigi gozlemlenmistir. AH
degerlendirilmesinde kullanilan klinik kriterler tablo.10’da gosterilmistir. Klinik
demans dercelendirmesi hem hasta yakinina hem de hastanin kendisine yoneltilen
sorularin cevaplandirilmasina gore degerlendirilmektedir. Braak evreleri amyloid
plaklar ve noérofibriler yumaklarin olusum siddetine ve lokasyonuna gore bir
derecelendirme sunmaktadir. CERAD degerlendirmesi ise AH’nin histopatolojik

bulgularinin, demans seviyesi ile birarada degerlendirilmesiyle ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo.10 AH degerlendirme kriterleri (40-42).

0: Yok 2: Orta
Klinik demans dereceleri 1: Hafif 3: Ciddi

0.5: Siipheli

I-1I: transentorinal evre, klinik olarak sessiz
Braak evreleri MI-TV: limbik evre, yeni baslayan AH

V-VI: neokortikal evre, tam gelismis AH

A: AH’ye ait histolojik kanit yok

B: Plak o lusumu var ama demans 6ykiisii yok

C:Demans oOykiisii var ama AH’ye sebep olacak lezyonlar
yok.

CERAD degerlendirmesi
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4.2.DNA orneklerinin saflig1 ve konsantrasyonu

DNA ornekleri 10 mM pH, 8.0 TE soliisyonunda ¢ozilmiistir. DNA
orneklerinin safligi ve konsantrasyonu NanoDrop™ 2000/2000c Spektrofotometre
ile belirlendikten sonra A260/280 orani 1,8 nm ile 2 nm, A260/230 orani ise 2 nm
ile 2,2 nm arasinda olan DNA oOrnekleri ¢alismada kullanilmak {izere secilmistir.
Daha sonra, Ion Torrent PGM™ sistemi ile yeni nesil sekanslamasinda kullanilmak
tizere secilen DNA orneklerinin dsDNA konsantrasyonunu belirlemek amaciyla
"Qubit® dsDNA HS Assay" kiti kullanilarak Qubit cihazinda 6l¢iim gerceklestirildi.
Qubit ol¢iimii gergeklestirilen 6rneklerde 24 ng/6 pL (4ng/uL) konsantrasyona sahip

dilisyonlar hazirlandi.

4.3. Ion Personal Genome Machine™ (PGM™) Sistem’i ile Pol p Geninin Yeni

Nesil Dizilenmesi
4.3.1. Ornek sayisinin hesaplanmasi

Herbir yari-iletken cipe yiiklenecek Ornek sayisinin (n) belirlenmesi igin

asagidaki formiil kullanilds;
Cip kapasitesi = primer havuzlarinin biiyiikliigii x kapsama orani x 6rnek sayisi1 (n)
800.000.000 (Ion 316™ yari-iletken ¢ip)= 60030 kb x 416,5 x 32 Ornek
4.3.2. Yari-iletken ¢ip yiikleme sonuclar:

Sekil.10’da ozeti verilen, Ion 316™ yari-iletken ¢ip kullanilarak gerceklestirilen
dizileme sonucunda cip yiiklemesinin %73'lik basariyla gerceklestigi goriildii.
Zenginlestirmesi basariyla gerceklesen kiitliphaneden, %24 oranindaki poliklonalite,
%1 oranindaki test fragmanlari, %1 oraninda olusan adaptor dimerleri ve %7
oraninda diisiik kaliteye sahip okumalar ¢ikartildiktan sonra 3.205.429 kullanilabilir
okuma elde edildi. Yiizde iki ve daha az hata pay: ile 531 milyon okuma (AQ17)
alinirken, %1 ve daha az hata payi ile 402 milyon okuma (AQ20) alinmistir. Hatasiz
alinan okuma sayis1 374 milyondur (perfect). Bu ¢aligmada, hatasiz olarak alinan en
uzun okuma 330 bg¢ uzunlugundadir (sekil 10). Calismanin kapsama ortalamasi

426,307 dir.
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90 % 73% 4,632,125 27%
Loading Empty Wells
80 %
o 100% [ERICRLY, 0%
60 % Enrichment No Template
50 %
0% 76% 3,519,397 24%
’ Clonal Polyclonal
30%
1% Test Fragments
Y 20% 91% 3,205,429 1% Adapter Dimer
400 0 ; i 7% Low lit
3392 Wells _— Final Library > Low Quality

531 M

AQ17 Total Bases

Alignment Quality

AQ17 AQ20 Perfect

Total Number of Bases [bp] 531 M 492 M 374 M
Mean Length [bp] 176 168 133
Longest Alignment [bp] 338 333 330
Mean Coverage Depth [x] 0.2 0.2 0.1

Sekil. 10 Yani nesil dizileme yiikleme analizi

4.3.3. Ion Torrent PGM sistemi ile Pol B genine yonelik yeni nesil dizileme

analizi sonuclar

Pol B geninin yeni nesil dizileme analizi ¢alismalarindan elde ettigimiz genetik
degisimlerin genel Ozeti tablo.11°de verilmistir. Genetik degisimlerin analizi ve
kontrolii i¢in “EMBL-EBI” ve “Wellcome Trust Sanger Institute” ortak projesi olan
“Ensembl”  (http://grch37.ensembl.org/index.html), “National Center for

Biotechnology Information” ile ‘“National Human Genome Research Institute”
ortakligiyla olusturulmus “Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP)”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html) ve “National Institutes of Health” ve

“Starr Cancer Consortium” a ait olan “Integrative Genomics Viewer (IGV)”
kullanilmistir. IGV goriintiisiine O6rnek olarak calisilan 6rnekler arasinda en sik

rastlanan genetik degisim sekil.11’de gosterilmektedir.

32


http://grch37.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html

qIL.al q12.1 q12.3 q13.2 q21.11 q21.13 q21.3 q7Z1  q2232

173 bp
42,213,240 bp 42,213,260 bp 42,213,280 bp
| I

T AMPL7 157139046

MP L7157 138047 &AMPLT 157 1380488AMP L7 157 1300488AMP L7 157 13905 08AMP L7 157 13805 18AMPLT 157 1357 588AMP L7 157 1300528

iACTCTTACAGAGTATCTGCCTGTGTTCACACAGTGCTTTCACTTTTGCTTTCTAGTTTACTTGTTT

POLE

Sekil.11 IGV goriintii 6rnegi

Bu c¢alismada, hedefe yonelik yeni nesil dizileme analizleri sonucunda, POL S
geninde, okuma sayis1 20’°den yiiksek toplam 64 adet genetik degisim bulunmustur
(tablo.11). Bu genetik degisimlerden 56 tanesi tek niikleotid degisimi, 7 tanesi
insersiyon/delesyon degisimi ve bir tanesi ¢coklu niikleotid degisimidir. Bu ¢aligmada
saptanan genetik degisimler arasindan, daha once bildirilmemis 10 genetik degisim
tablo.12’de gosterilmektedir. POL £ geninin yeni nesil dizileme analizi sonucunda
sadece Alzheimer hasta grubunda saptanan genetik degisimler tablo.13°de
gosterilmistir. Alzheimer hasta grubundan sadece AHl’de, POL f geninin
12.ekzonunda, chr8:42,226,805 pozisyonunda, yer alan rs3136797 genetik degisimi

disinda saptanan biitiin genetik degisimler intronda yer almaktadir (tablo.11 ve 13).
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rs3136797 tek niikleotid polimorfizmi, POL B proteininde pro242arg degisimine yol

agmaktadir.

Elde ettigimiz tek niikleotid degisimleri icerisinde mindr alel frekansi (maf)
%1°den kiigiik olan degisimler, tablo.14’de sunulmaktadir. Yapilan arastirmalarda,
bu caligma sonucunda saptanan genetik degisimlerden bazilar1 farkli hastaliklarla
iligkilendirilmistir (51, 56-70). POL f genine ait bu genetik degisimler tablo.15’de

gosterilmektedir.

Bu calismada saptanan tek niikleotid degisimleri arasinda ayni1 genetik degisime
ait hem homozigot hem de heterozigot genotipe rastlanmistir (tablo.11). Homozigot
ve heterozigot degisimlerden 90 tanesi hem hasta hem de kontrol grubunda, 18 tanesi
sadece kontrol grubunda, 20 tanesi ise sadece Alzheimer hasta grubunda
bulunmaktadir. rs137925877 (T/C), rs191616829 (A/G) ve bundan Once
bildirilmeyen chr8:42,198,528 ve chr8:42,211,161 lokasyonlarinda bulunan
degisimler sadece AS grubunda bulunmustur. rs3136745 (A/A), 1s3136747 (A/G ve
A/A), 153136749 (G/G), 15141438316 (T/C), rs116620522 (C/G), rs56119015
(G/A), 15371129021 (GC/G), 152272615 (A/G), rs181418680 (A/G), rs3136797
(C/G), rs189508852 (A/G) ve bundan Once bildirilmeyen chr8:42,209,452 ve
chr8:42,223,593 pozisyonunda bulunan degisimler sadece AH grubunda
bulunmustur. rs3136771 (G/T ve A/G), rs2272615 (A/G) ve bundan Once
bildirilmeyen chr8:42,212,545 ve chr8:42,223,593 pozisyonlarinda bulunan
degisimler hem AS hem de AH grubunda saptanmustir (tablo.11 ve tablo.13).
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Tablo.11 PGM Ion Torrent yeni nesil dizi analizi kullanilarak calisilan 6rneklerde
POL p geninde saptanan genetik varyasyonlar. Het:Heterozigot, hom: Homozigot
AD-Sporadik Alzheimer hastasi post-mortem beyin dokusu, AS-Asemptomatik
Alzheimer hastast post-mortem beyin dokusu, CT-Kontrol post-mortem beyin doku
su, AH-sporadik Alzheimer hastas1 kan 6rnegi, KT-kontrol kan 6rnegi. SNV-Single
nucleotide variant, MNV- Multi-nucleotide variant, INDEL- insersiyon-delesyon.
Kirmizi: ekzon degisimi

E = 7 B ~ =] By = 'g
£ & E A5 g5 28§ 5 5 g
E e = O O = [~ O ,_E
POL B
0269 | C/T | /T | het AHI, AH3, CT4 2”1
Chr 8: .
2196441 | T$3136717 | € fintron | SNV - AH2,AH6, AH7,AH11, AS3, o
oM AS4, AS10, CT1, CT9, CT10
42(133%2 “13;?258 T | intron | SNV [ 0001 [T/C | T/C | het AS9 10
Chr 8: . AH1, AH2, AH6, AH7, AS3,
42197747 rs3136718 | A | intron [ SNV ]0.245 [ A/C | C/C |hom AS4, CT1, CTI0 6/2
Chr 8: . INDE
42198508 nd AG | intron L nd nd | A/A | het AS10 1/0
0.109 | A/T | AT | het CT3, CT4 012
Chr 8: .
1s3136722 | A | intron | SNV AHI1, AH2, AH7, AS3,AS4,
42199294 A/A |hom ke, | sn
42?9"9?%8 nd A |intron | SNV | nd | nd | A/C | het CT3 o/l
0242 [ G/A | G/A | het AH3, CT4 11
Chr 8: .
42200207 rs2979895 | G | intron | SNV A I AHI, AH2, AH6, AS3, AS4, .
om CT1,CTI10
Chr s, 0242 [T/IC [ TIC [ het CT4, CT10 012
42200338 | 2923993 | T | intron | SNV C/C |hom| AHI, AH2, AS3,AS4, CT1 41
0.113 | A/C | A/C |het| AHS,CT3, CT4,CT5,CT8 /4
Chr 8: AH1, AH2, AH3, AH4, AH6,
152976239 | A | intron | SNV AH7, AS2, AS3, AS4, AS6, AS7,
42201087 A [hom | S RS 10, ASIL CTL. | 1576
CT2, CT6, CT7, CT9, CT10
153692607 | AAG INDE AAG AH1, AH3, AHS, ASS, CT4,
% G T R S N CT5, CT6, CT8 a4
Chr 8: o AH2, AH4, AH6, AH7, AS2,
42201147 | 152002656 AS3, AS4, AS6, AS7, AS10,
57 A SNV | nd JAG| A/A Thom| (¢ oy T, 17,19, | TP
CT10
0245 | T/G | TG | het | AH2AH3.AS3.AS8.AS9, | 5,
Chr 8: . CT2, CT4, CT5, CT8
42202040 1s6474390 [ T | intron | SNV
/G |rom| AHI, AH2, AH6, AH7, AS2, o
AS3, AS4, AS6, AS7, CT1, CT7
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A/G | het CT4,CT8 02
AHI, AH2, AH3, AH4, AH6,
Chr8: | 2976240 | G |intron | SNV | 0.058 | A/G AHT, AS2, AS3, AS4, AS6, AST,
42203463 A/A |hom| ASS,AS9, AS10, CT1, CT2, 14/
CT3, CT5, CT6, CT7, CT9,
CT10
Chr 8: ) INDE TAT/
4220406 rs3136735 | TAT | intron L nd -/T TT het CT3 0/1
0247 |C/T | T/IC | het | AH3, ASS, AS9, ASI0, CT4 an
Chrg: | aiacne | v linon | SNV AHI, AH2, AH6, AH7, AHI1,
42204176 c/C |hom|AS3, AS4, CT1, CT2, CT6, CT7,| 716
CT9, CT10
42(;8232:30 13136739 | A | intron | SNV | 0.021 | nd | A/G | het AS9, CT6 11
42%;5;8 153136740 | C | intron | SNV [ 0.024 | C/T | C/T | het CT3 0/1
T/A | het AH3, CT4 7
Chr8: | 2976244 | T |intron | SNV |0.245 | A/T AHI, AH2, AH6, AH7, AH11,
42207234 A/A |hom| AS3, AS4, AS10, CTI, CT9, 8/3
CTI0
42(2:333‘17 153136744 | A | intron | SNV [0.105 | a/c | A/C | het CT3 o/1
. 0.023 | C/G | C/G | het AHI, ASO, CT6 21
42207481 | ™$3136745 1 C | intron | SNV A/A |hom AH2 1/0
o 0.023 | A/G | A/G | het AHI 170
42208331 rs3136747 A intron | SNV A/A |hom AH2 10
42(2:32%7 1s3136748 | C | intron | SNV [0.136 | /T | /T | het AH3, CT3 11
Chr 8: rs1916168 .
Joioss i A | intron | SNV [0.001 [ A/G | A/G | het AS9 10
o s, 0.023 | C/T | T/C | het AHL, AS9, CT6 21
42208964 rs3136749 T intron | SNV G/G |hom AH2 10
el G/A | het AH3, CT4 7
‘152953094 | G |intron | SNV | 0.246 | A/G AT, AH2,AHG6, AH7, AHTI
42209095 » AH2,AH6, AH7, ;
A/A - |hom AS3 AS4, CT1, CT10 72
42(;8;5;2 nd T |intron | SNV | nd | nd | T/C | het AH4 1/0
AH3, AHS, ASS, ASO, CT4,
C/A | het ors o an
Chr 8: . AHI, AH2, AH4, AH6, AH7,
42209504 rs2979896 | C intron | SNV | 0.245 | C/A wa lnom AS2. AS3, AS4. AS6, AST. o6
AS10, AS11, CT1, CT2, CT6,
CT7, CT9, CTI0
Chr8: | rs3546160 . INDE
PSRN ! G1 [inwon |™NPE o011 | /T |GT/G | het CT3, CT5 02
Chr 8: .
42211161 nd T intron | SNV nd nd | T/C | het AS2 1/0
Chr 8: . INDE TG/T
42212545 nd T intron L nd nd G hom AHI1, AH6, AS3, AS7 4/0
AHI, AH3, AH4, AH6, AS2,
Chr g 0243 | G/T | T/G | het | AS3, AS4, AS6, AS7, AS8, AS9, | 11/5
ilasy7 | 2976238 | T | intron | SNV CT2, CT4, CT5, CT8, CT9
G/G |hom| AH2, AS3,CT1,CT6, CT9 23
AH3, AHS, ASS, ASO, CT4,
G/A | het ors o an
Chr 8: , AHI, AH2, AH4, AH6, AH7,
soisoss [152953983 | G| imron | SNV 0243 | G/a o e | AR ASS ASS ASEASE, |
AS7, AS10, ASI1, CT1, CT2,
CT6, CT7, CT9, CT10
42(;1‘2;3;5 rs3136758 | G | intron | SNV [0.023 | A/G | G/A | het AS9, CT6 11
Chr 8: rs1414383 .
s o T |intron | SNV |0.001 |c/T | T/C | het AHI 10
42?1‘2% . nd GC |intron | SNV | nd | nd | G/G |hom AH2, AS4, CT4 21
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Chr 8:

rs1166205

PRsiaie o C |intron | SNV | 002 |c/G | c/G | het AHS 1/0
Chr 8: .
42216301 nd T intron | SNV nd nd | T/G | het CT1 0/1
Chr8: | 155942307 ) AICT AH3, ASS, ASO, CT3, CT4,
42216341 4 A intron | SNV [ 0.246 T A/C | het CTS. CTS 3/4
42?11298;‘1 13136760 | C | intron | SNV [0.002 [T | /T | het CT3 o1
42?1‘;?;6 13136765 | C | intron | SNV [0.023 |c/r | T | het AHI, AS9, CT6 21
42(;1‘2267 13136766 | T | intron | SNV |0.023 | /T | T/C | het AHI, AS9, CT6 2”1
Chr 8: rs5611901 .
42218510 5 G | intron | SNV nd nd | G/A | het AHI1 1/0
42(25‘1’;35 o |3136771 | G | intron 0023 | G/T | GIT | het AHI, AS9 200
Chr s, 0271 | A/G | A/G | het AHI, AH3, AHS, AS8 40
42219048 rs2272615 A intron | SNV G/G |hom CT3 o1
GCT/ A1, AH3, ASS, CT3, CT4,
153711290 nd | C/T |Gy | het CT5, CT6, CT8 33
Chr 8: 21: . INDE -
42219304 | rs3560923 | GC | ntron |y scrr | GC76 | het AH4 170
4 GTF’G hom AS9, CT3 0
Chr8 | 51199363 .
o ; G |intron | SNV [0.107 | A/G | G/A | het AS9, CT3 0
e 0274 | A/C | AIC | het AHL, AH3, CT4 21
42000113 | 3136781 1 A [ intron | SNV C/C |hom AS9, CT3 11
Chr 8: - CA/IC
42222582 nd GT | Intron | MNV nd nd A hom CT9 0/1
cheal nd | nd | T/G | het AHL, AH3, AH6 300
. nd T intron [ SNV
42223593 G/G |hom AH2, CT9 1
Chr 8: rs1814186 .
42223692 30 A intron | SNV [ 0.001 | A/G| A/G | het AHI1 1/0
42322%1 153136789 | A | intron | SNV |0.022 | A/G | A/G | het AS9, CT6 0
Che s 0271 | A/C | A/C | het |AHI, AH3, AS8, CT4, CT6, CTS| 313
42222 ol6 |1$3136790 | A | intron | SNV
nd |A/C| c/c |hom AS9, CT3 11
e s 0244 | C/G | C/G | het | AHB3,ASS, ASO, CT4, CT8 302
42226129 rs3136793 | C intron | SNV G/G |hom CT3 /1
0267 | A/G | A/G | het | AL AH3, AH8, AS8, CT4, 43
Chr 8: , CT6, CT8
42226554 rs3136794 | A intron | SNV
G/G |hom AS9, CT3 0
Chr 8: ) .
st | 153136795 | G| intron | SNV [ 0051 | A/G | G/A | het CT4, CT8 02
SNV
Chr8: | 3136797 C skzzczxnz Misse | 09 |G | <G | n AHI 1/0
42206805 | 83136797 | nse |V et
e variant
Chr8: | 155581880 .
Pia : T |intron | SNV | nd |G/T | T/G | het CT4 o/
42?2’;%7 13136806 | T |intron | SNV | nd |G/T | T/G | het | AH3, ASS, AS9, CT3, CT4, CT8| 373
42?2’;%8 nd T |intron | SNV | nd | nd | T/G | het CT3, CT4, CT8 03
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s SNV [0247 [C/G | C/G | het AH3, ASO, CT4 21
: rs3136811 | C intron

42228618 SNV G/G |hom CT3 0/
Chr8  [rsI113705 )

PSSR R A |intron | SNV | 0023 | A/G | A/G | het AHI, AS9, CT6 2”1
42?21;98;” 14526344 | G | intron | SNV [0.131 | /G | Gic | het AH3, AS8, AS9, CT3 3/1
42229028 r51859§088 A |intron | SNV |0.001 | A/G | A/G | het AHI 1/0
Chrs | ) NDE

oo | 52307163 | G| intron | NP 10247 | 1 | G/GT | het AH3,CT4 0
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Tablo.12 POL p geninde ilk olarak bu ¢alismada tanimlanmis genetik degisimler

Gen ve Genomik Hasta/

kromozom Rs arast Ref Genotipi . Ref SNP Genotipi Hom/Het H du e

Kontrol

Chr 8: nd AG intron INDEL nd nd AIA et ASI0 10

42198528
Chr 8: .

42199628 nd A intron SNV nd nd AIC het CT3 0/1
Chr 8: .

42209452 nd T intron SNV nd nd T/C het AH4 1/0
Chr 8: nd T intron SNV nd nd IC et AS2 10

42211161
Chr 8: . AHI1, AH6,

42212545 nd T intron INDEL nd nd TG/TG hom AS3.AS7 4/0
Chr 8: . AH2, AS4,

42215194 nd GC intron SNV nd nd G/G hom T4 2/1
Chr 8: .

42216301 nd T intron SNV nd nd T/G het CT1 0/1
Chr 8: -

42220582 nd GT Intron MNV nd nd CAICA hom CT9 0/1

nd nd TG et | AHLAHS

Chr 8: a T int SNV AH6

42223593 n mtron GIG hom AH2, CT9 171

nd AIC C/C hom AS9, CT3 1/1

Chr 8: . CT3, CT4,

42277788 nd T intron SNV nd nd T/G het CTS 0/3
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Tablo.13 Sadece Alzheimer hasta grubunda bulunan POL f genine ait genetik

degisimler
Gsnve Rs Ref Genomik  Mutasyon Hasta/
kromozom " O A RefSNP  Genotipi ~ Hom/Het  Hasta kodu a8
numarast  Genotipi bolgesi ¢esidi Kontrol
lokasyonu
POL
Chr 8: rs137925 .
42197472 877 T intron SNV 0.001 T/C T/C het AS9 1/0
Chr 8: .
42198528 nd AG intron INDEL nd Nd A/A het AS10 1/0
Chr 8: 1s313674 A intron SNV 0.023 A/G AIG het AH1 1/0
42208331 7 A/A hom AH2 1/0
Chr 8: 1s191616 .
42208935 220 A intron SNV 0.001 A/IG A/G het AS9 1/0
Chr 8: 1s313674 T . SNV 0.023 C/IT T/C het AHé’T/;Sg’ 2/1
42208964 9 intron
G/G hom AH2 1/0
Chr 8: .
42200452 nd T intron SNV nd Nd T/C het AH4 1/0
Chr 8: .
4211161 nd T intron SNV nd nd T/C het AS2 1/0
Chr 8: . AHI, AH6,
42212545 nd T intron INDEL nd nd TG/TG hom AS3. AS7 4/0
Chr 8: rs141438 .
42214272 316 T intron SNV 0.001 C/IT T/C het AH1 1/0
Chr 8: 1s116620 .
42215605 520 C intron SNV 0.02 C/IG C/G het AHS8 1/0
Chr 8: 1s561190 .
42218510 15 G intron SNV nd nd G/A het AH1 1/0
Chr 8: 1s313677 .
42219026 1 G intron 0.023 G/T G/T het AHI, AS9 2/0
Chr 8: 1s227261 A ; SN 0.271 A/G AIG het ?A}:IIS 1}:;; 4/0
42219048 | 5 tron M :
G/G hom CT3 0/1
AHI, AH3,
e nd cr | Gemer | et [ ASBCT g
Chr 8: 021: GC intron INDEL CT4, CT5,
42219304 [rs356092 CT6, CT8
34 -/C/T GC/G het AH4 1/0
GT/GT hom AS9, CT3 1/1
Chr 8: J T . SNV nd nd T/G het AH/l}{‘l\éH3’ 3/0
42203593 | ™ intron
G/G hom AH2, CT9 1/1
Chr 8: rs181418 .
42223692 680 A intron SNV 0.001 A/G AIG het AH1 1/0
SNV
Chr 8: 1$313679 ekzon -
42226805 7 C Pro242Arg Mlssgnse 0.009 C/IG C/IG het AHI 1/0
variant
Chr 8: rs189508 .
42229028 850 A intron SNV 0.001 A/G AIG het AH1 1/0

Tablo.14 Minor allel frekansi %1'den kiigiik olan polimorfizmler

Hasta kodu

MAF degeri ‘ Kromozom lokasyonu

Rs numarasi

0.001 Chr 8: 42214272 rs141438316
0.001 Chr 8: 42223692 rs181418680
0.009 Chr 8: 42226805 rs3136797

0.001 Chr 8: 42229028 rs189508852
0.001 Chr 8: 42197472 rs137925877
0.001 Chr 8: 42208935 rs191616829
0.002 Chr 8: 42216941 rs3136760
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Tablo.15 Belirlenen polimorfizmler i¢in literatiir taramas1 sonuglari

Gen ve Hasta/

kromozom Rs numarasi Ref SNP Hasta kodu Referans

Kontrol

lokasyonu

POL 8

AHI, AH3,
CT4

AH2,AHG,
rs3136717 AH7,AHI11,
AS3, AS4, 7/3
AS10, CT1,
CT9, CT10
0.242 G/A AH3, CT4 1/1

Chr 8 AHI, AH2,
4200207 | 152979895 AH6, AS3, - 58
AS4, CT1,
CT10
0.242 T/C CT4, CT10 02
Chr 8: AHI1, AH2,
42200338 | 82933993 AS3,AS4, 4/1
CT1

rs3136739 0.021 nd AS9, CT6 1/1 60

0.269 C/T 2/1

Chr 8:
42196441

51, 56, 57,
58

52,58, 59

Chr 8:
42205080

A3, CT4 71
AH1, AH2,
b 5. AH6, AH7,
eS| 52976244 0.245 AT AHI1, AS3, o3 61
AS4, AS10,
CT1, CT9,
CT10
ATIL, ASO,
42(233;36 L | rs3136749 0.023 cr CT6 21 62
AH2 170
AT, ALL3,
AH4. AH6,
AS2. AS3,
AS4. AS6.
AS7. ASS. 175
152976238 AS9. CT2, 63
CT4. CTs,
CTS, CTY
AH2. AS3,
CTI. CT6, 23
CT9
AH3, AHS,
AS8. ASO,
CT4. CTs,
cT8
AT, ATLZ,
AH4. AH6,
AH7, AHI11, 58, 64, 65,
AS2, AS3, 66
AS4, AS6,
AS7, ASI0, 13/6
AS11,CT1,
CT2, CTe,
CT7. CTO9.
CT10
AHI1, AH3,
42219048 rs2272615 0.271 A/G AHS, AS8 40 58, 59
CT3 o/l
AHI1, AH3,
0271 A/C ASS. CT4, 33
CT6, CTS
Nd A/C ASO, CT3 71

58, 66, 67,
42226805 rs3136797 0.009 C/G AH1 1/0 68, 69. 70

0.243 G/T
Chr 8:
42212547

4/3

42213256 rs2953983 0.243 G/A

42225016 rs3136790 66
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5. TARTISMA ve SONUC

Sporadik Alzheimer hastalarinin post-mortem beyin dokularinda, Alzheimer
fare modellerinde ve hiicre hatlarinda, spesifik bir BER geni olmayan (knock out)
fare modelleri ve hiicre hatlarinda yapilan biyokimyasal, molekiiler, hiicresel ve
davranis ¢alismalart sporadik AH’nmin etiyolojisi ve patolojisi ile BER
mekanizmasinin hasari arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmistir (22-29). BER hasarinin
normal yaslanma ve demans arasinda gecis donemi olarak kabul edilen hafif kognitif
bozukluk tanis1 konan bireylerin post-mortem beyin dokularinda da goriilmesi, BER
hasarinin AH’nin erken baslangigcli doneminde de gozlenebilecegini ortaya
koymustur (27). Bu sonuclar, BER yolaginda gorev alan faktorlerin sporadik AH nin
erken tanisim1 saglayabilmek ve risk altindaki popiilasyonu belirleyebilmek icin

onemli genetik risk faktorleri olabilecegini gdstermektedir.

Yapilan arastirmalar, BER yolaginda gorev alan proteinlerden biri olan POL
[’nin ekspresyon, protein miktar1 ve enzim aktivitesinin sporadik AH’da ¢ok diisiik
diizeyde oldugunu ve total BER kapasitesinin POL f’ya bagl olarak diistiiglinii
gostermistir (71-73). Ayrica, POL fnin bir allelinin delesyonu ile olusturulan
farelerde (3xTg AD) AH fenotipine ve patofizyolojisine benzer bir hastalik
gelismistir. Bu farelerde hiicre i¢i AP plak olusumunun arttig1, nérodejenerasyonun
hizlandig1, sinaptik hasar ve kognitif bozukluk oldugu goézlenmistir (74). Tim bu
arastirmalar sonucunda ortaya ¢ikan bulgular, sporadik AH'nin etiyoloji ve
patolojisinde POL f’nin Onemini vurgulamaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada
sporadik AH i¢in genetik risk faktorii adayr olarak, BER genleri arasindan POL f
geni secilerek, sporadik Alzheimer hastalarinin post-mortem beyin dokularinda
hedefe yonelik yeni nesil genomik sekanslama yontemiyle taranmistir. Boylece,
AH’da biyokimyasal, molekiiler ve hiicresel diizeyde incelenen POL f proteini (29-
31), bu calismada genetik agidan da incelenerek, POL f geninde ifade ve fonksiyon
degisikligine neden olabilecek ve/veya hastalifin etiyopatolojisinde rol

oynayabilecek genetik varyantlarin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmstir.

Bu calismada, POL f geninin kodlayan ve kodlamayan bdlgelerinin hedefe
yonelik yeni nesil dizilemesi sonucunda, bu ¢aligmada ilk kez saptanan ve daha 6nce

bildirilmis toplam 64 genetik degisim bulunmustur. Incelenen 6rneklerden sadece bir
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sporadik Alzheimer hasta Orneginde, ekzonda lokalize (12. ekzon) polimorfizm
saptanmistir. POL £ geninin 12. ekzonunda yer alan rs3136797 polimorfizmi POL
proteininde pro242arg degisimine yol agmaktadir. Pro242arg degisiminin POL [
proteininin fonksiyonu {iizerine etkisi heniiz bildirilmemistir. Bu polimorfizmin,
meme kanser riskini artirdigi, fakat antimutajen etki gostererek kolon kanseri riskini
diistirticii bir etki gosterdigi bildirilmistir (54,55). POL p geninin kodlayan bolgesinin
dizilenmesiyle yapilan ¢alismalarda ise rs3136797 polimorfizminin prostat kanserine
ve akciger kanseri prognozunda risk faktorii oldugu gosterilmistir (67). Bu
calismalar, rs3136797 polimorfizminin iglevsel bir Onemi olabilecegine isaret

etmektedir.

Bu calismada saptanan POL f genindeki polimorfizmlerin bir boliimii kanser ile
iliskilendirilmistir. Rs3136717 polimorfizminin mesane kanseri riskini artirdii,
rs42212547 polimorfizminin ise prostat kanseri riskini artirdigi gosterilmistir
(51,63). Ote yandan, pankreas kanserinde sagkalim ile ilgili yapilan caligmalarda,
intronik rs2272615 ve rs2953993 polimorfizmlerinin bulunmasinin sagkalim siiresini
iki katina g¢ikardigi gosterilmistir (52). Akciger kanserine beta karoten ve retinol
etkisinin DNA tamir genotipleriyle iliskisini arastiran bir calisma, rs2976244
polimorfizminin bu kanser tipi i¢in risk faktorii olmadigin1 ortaya koymustur (61).
Insanlarda uzun oOmiirliiliikle iliskilendirilebilecek genleri bulmak adma 11 yil
boyunca izlenen Danimarka halki ile yapilan calismada, POL f geninde bulunan
rs2953983 polimorfiziminin uzun yasam i¢in artt bir faktor oldugu ortaya
koyulmustur (64). rs3136717 polimorfizminin sistemik lupus eritematozus hastalig
ile iligkisi olmadigr bildirilmistir (56). Intronik rs3136717, rs2979895, rs2953993,
1$2953983, rs2272615 ve ekzonik rs3136797 polimorfizmlerinin antropolojik olarak
belirlenmis insan popiilasyonlar1 arasindaki degisimi incelenmistir. Afrikali ve
Afrikali olmayan popiilasyonlar arasinda, haplotip frekanslarinda goze c¢arpan
degisiklikler bulunmustur (58). Doku plazminojen aktivatorii dolasimina diger
genlerin etkisini incelemek i¢in yapilan genom c¢apinda iliskilendirme caligsmalarinda,

rs3136739 polimorfizminin bir etkisi olmadig1 ortaya konmustur (60).

POL p geninin regiilatér bolgelerini de igeren yeni nesil dizileme analizi

sonucunda bu calismada elde edilen genetik degisimlerin higbirisi genin 5°- ve 3’-
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ucunda yer almamaktadir. POL f geninin promotor bolgesinde ve miRNA’lar1 i¢eren
3’-ucunda SNP saptanmamasi, bu hastalarda POL f geninin ifadesini etkileyen bir
SNP olmadigin1 gostermektedir. Ancak, bu calisma ile intronik bdlgede saptanan

SNP’lerin gen ifadesine etkileri aragtirilmalidir.

Bu calismada, sadece bazi sporadik Alzheimer hastalarinda bulunan ancak
kromozom 8 de yerlesik chr8:42,209,670 gibi daha 6nce bildirilmemis ve toplumdaki
sikligr (toplumumuzdaki sikligi da bilinmemektedir) bilinmeyen polimorfizmler
bulunmustur (tablo.12). Ayn1 zamanda, sadece bazi sporadik Alzheimer hastalarinda
saptanan, daha oOnce bildirilmis olmakla beraber maf degeri %]1’in altinda olan
polimorfizmler saptanmistir; Ornegin, POL [ -rs3136797 (tablo.13). Bu
polimorfizmlerim anlamli olup olmadiginin arastirllmast 6nem tagimaktadir.
Alzheimer hasta grubunun cogunlugunda belirgin bir sekilde One c¢ikan bir
polimorfizm olmasa da ayni kiside birden fazla POL p geni polimorfizminin
bulunmasi ek (additive) bir etki yaratabilir. Bu ¢alismada saptanan polimorfizmlerin,
sporadik AH i¢in bir biyobelirte¢ olup olamayacagini gdstermek igin, popiilasyon
calismalar1 ile ornek sayis1 artirilip, Onemli olabilecegi diisiiniilen genetik
varyantlarin toplumdaki siklig1 arastirilarak, sporadik Alzheimer hastalarindaki
sikligr ile karsilastirilmalidir. Yeni bulunan genetik degisimlerin hastaligin

etiyopatolojisindeki rolleri islevsel olarak arastirilmalidir.
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EK 1. Pol § geni primer dizileri

Amplikon Baslangig Bitis Primer havuzu ileri primer Geri primer
AMPL716027 CCAGATTTCTCTAC | GTGAACCATGCCG
6555 42195157 42195182 Havuz 1 AGCAACTACGT | AGAACAGGAAT
GAAGACCTGGAGT
AMPL716009 GGTTGGCAGGTGT
0300 42195467 42195489 Havuz 2 ACTAACACG TTTGACT(?Z%AGATA
AMPL715870 GGGAAAGGATTCC | AGTGTTCAGAACC
5911 42195748 42195774 Havuz 1 AGATAAACACTGA | AGGGACTAGA
AMPL715575 CAAGTCCTGGTAC | CTACCCTACCCACT
17 42196060 42196083 Havuz 2 CTOCTTCAAG GGACTGT
AMPL715713 CTTTCTTCTTTCCT | GCTCGGGTGAACA
o 42196230 42196255 Havuz 1 TCCAGCCTCTT AGAACCA
AMPL715713 CCCTTCCAGAAAA | CAGCCTCGATTCTT
8982 42196459 42196482 Havuz 2 CAGTTCTCGT GCTTTTTCC
AMPL715713 GCCCAGTGGATATT| CCTGGTGAGATGA
2983 42196664 42196686 Havuz 1 G TCCAl ACAAGGACA
AMPL715713 CTGATCCTGATCCT |TGTGGACCATTTGA
8984 R? A2 pAvuz 2 TGTTCCTTGT GTTTAGGAGTTG
AMPL715713 GGTCTCGCTGTGG | TTTGCTTTTAAGAG
8985 22197/ pr197134 Havugl TATGATCAT CTGAGGGACTT
AMPL715713 GGTGTCAGCTCTC | GGACTGGGACTTC
8986 AL 42150800 Lz 2 CTTAGCCTA TTGAGTAAATGAT
GCATGAAACAAAG
AMPL715713 AAATCTTCATTCCT
2087 42197508 42197533 Havuz 1 roceraeactt | T lGA[SgAl TTTG
AMPL715713 GGAAAATTCCACA | AGTCAAGAATGGC
8988 2128 421508 B vuz 2 TCCGATCTCATGTA | AAGATTGCCA
AMPL715713 GCCCTTAGCCCTCT| CAATCAGCTCTGA
8989 42198108 42198133 Havuz 1 TTTCTTACTTC ACTGTGTGGA
AMPL715713 TATCCCAAGTCAG | GTAGGGAATCACC
8990 42198247 42198269 Havuz 2 CTCCCTTCT TGCTTTTCCA
CACATGACTGATGA
AMPL715713 TTGCTTAACGGGTA
2901 42198563 42198588 Havuz 1 TOGTATGAGTG TGAATC;SAAAAG
AMPL715713 ACTGTGTTTGCCT |TTCCCACTGCAGTT
2907 42198872 42198894 Havuz 2 GOTCCTTIA CAGCATAA
TGGAAGATAAAGA
AMPLTISTI3 | 45 199162 42199184 Havuz 1 TGTGGAGGTCGGC | 15 rracAAGAAA
8993 AAGAATTAC CAGT
AMPLI15713 CCTTCATCATGTCT | CGATAATACAATGT
42199458 42199488 Havuz 2 GAAGTTATGCTATT | AGAAAGCATTGAT
8994
CT GGT
ACACACCCAAATA
AMPL715713 CCTCCATCCAGGT
2905 42199658 42199680 Havuz 1 CACCAAAAA GAGGAIE?TAGTTC
AMPLI15713 TATATGAACTATCA | GGACTTTGTTAAA
2907 42199989 42200021 Havuz 2 TCCTCTATTTGGGT | GTTGTTAAGAATAA
GTGT GGCCTA
TACCATCTTGTCAT
AMPLTISTI3 | 45500075 42200107 Havuz 1 CTTTAAGTTTCATT | CACACGCAGCCCT
9302 TGGT TGGATA
AMPL715713 AAAAAGTAACATA |CTGGCCTACGTCTA
42201039 42201070 Havuz 2 GGTATCCATAAGC | ACTTTTAAAGTATC
9303
AGATC T
AMPL715713 CTGTAATCCTAGCT | CTGGCCTAATTTTC
9304 42201702 42201726 Havuz 1 GGTTCACACC TACCTCCATATGG
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CAAATATCTATGCT

AMPL715713 GGTGGTCTGTCAG
9003 42202018 42202039 Havuz 2 CTCATCTG TATGCT’gl;‘CACCAA
AMPLI15713 GGTGAAACATCAT |CATCAAGGCCTTAA
i 42202169 42202199 Havuz 1 CTCCACTAAAATA | TTTTTCTTAAACTG
CAAG GA
AMPL715713 CACACAAAATAAA | GTGCCACTTGGTC
9005 42202500 42202526 Havuz 2 GAGTGGAGCTGAA | ACTCTTCTTAA
AMPL715713 ACATGTACTCACG | CAAAATAATCTGTT
9006 42202795 42202823 Havuz 1 TTGAATTTCAACTT | CCCAAGCATTTCAG
G AT
AMPL715713 GGGTCACATGCCT | TGGTCCTTAAATTT
42203048 42203076 Havuz 2 CGTTAATTTGTAAT | AAGGAACTTTGAA
9007
A TCA
CTATCTATTGACAA
AMPLTISTI3 | 4503301 42203354 Havuz 1 TCAGATTGTTGTCT | COCTCAAGGCAGT
9008 GGATCAC
CATCT
TTTGTGAAAGATG
AMPL715713 AGGAGGTGATAAC
- 42203411 42203442 Havuz 2 TCAAAgﬁCATGG TATCAGGACCTG
AMPL715713 CAGCCTGAGATGC | CTGCAGCAGTAAG
9010 4220588 g 03156 Havuzd CTTTTGAG CTGTGATTATG
AMPL715713 TAACCTTCTCAGG |GCAGTTATGGTCCA
9011 eS8 42203880 Hagr? AGATGAGCCAT GTCATGGT
AMPL715713 GCATGCTCCATCAC | GGTAATGTTATGAC
5699 4LLi6 2073 Faviz 2 ACTCAGATATTTT | TCTGAAGGGCAA
AMPL715713 ACTTTAATTCTGAG | AATTACTGAGGAGT
9013 42204451 42204480 Havuz 2 TTTCTGTCTTGGTG| AATTCCAGAAATG
A G
- TCCTTTTCACAATT | CTGGAAATTTCAGA
9014 42204716 42204748 Havuz 1 ATTGAAGAATCAC | TTTCTAGAATTACT
AGAGT GAGAA
AMPL715713 TCCTTCTTAGTAAC | AGATAGAAATGAA
9015 42204987 42205020 Havuz 2 GGAAGTAATAGAT | CAAAAGATTTAGG
TCTTCT AAGCAGA
AMPL715713 ATGAGCCTGAGCA | TCTTTCTCCACACT
9016 42205228 42205250 Havuz 1 GTTTCCTTT GCATGTATTTGAT
ACCAAAGTTGCAA
AMPL715713 AGAGCAGAGATCC
9017 42205504 42205532 Havuz 2 ATTAAAS?AGACA TGTCTTTTICATTTT
AMPL715713 TTTTTGATCACCTG | CCCTAGAGTTTCTC
9018 42205743 42205768 Havuz 1 TATGCCAGTCA ATTCACCATGT
CCAGTGAAAATAA
AMPL715713 CCCTGAGAACTTA
901 42206030 42206056 Havuz 2 GOCATATTCTTGE ATTCTCC[SGAAGAC
AGTTGCTAAAAAC
AMPL715713 TTCTCAGAGTTTCC
9020 42206326 42206353 Havuz 1 CTTTTGTCATTCA TCATC/Z/ETCCTTTTC
AMPLI15713 ATTTCTAATTTTCC |AACGATCTTTCAGT
42206514 42206544 Havuz 2 ATGTAGCCTGGAG | CAAAGTTTATAATC
9021
TAG TCT
CGGCCATCTTTTAG
AMPL715713 CCTGGGTGACCCA
Sl 42207201 42207230 Havuz 1 AATTTC”I(":ATGTTTA CACAAAATT
ACTCTGTTATTCAC
AMPL715713 AACTAACTGACGA
902 42207351 42207381 Havuz 2 CTATTA%TFCCTTAG TTGTGTCTGOTTAA
AMPL715713 CTCGAGTTAGTGG | ATGCTCAGAGAAA
9023 42207565 42207587 Havuz 1 CATTGGGTA | CAAAAGAGGCCAA
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CCATAAAGATGAG

AMPL715713 CCATTTCCTCCGTG
9024 42207855 42207880 Havuz 2 TGCATCTATTT AGCACT,FAFAAGCCT
TTTTTGACACTGG
AMPL715713 GTACTAAGGCAGG
9005 42208156 | 42208186 Havuz 1 CTGA%GATAACAAGAT AGAGTCACTITAC
AMPLI15713 GTGTCTTATTCTGC | TCAACTTTCAGTTC
026 42208413 42208442 Havuz 2 TATCTAGGCTAGAG| TCTTGCCTAGAAA
T A
CAGCATAGAAGAA
AMPL715713 ACCACAAGGTGTT
1131 42208677 42208702 Havuz 1 TTAGAGAGEATC ACAGAASTGAACT
GAAGGACACTGAA
AMPL715713 GCAGAGCCAGATT
9027 42208763 42208787 Havuz 2 TOAACCOATAT ACCTAG/:XAAAGATG
TTCAAGAGAAGAG
AMPL715713 GCACCAGCTAGAT
0028 42209064 | 42209086 Havuz 1 TTGTGACCT AAAAAg”AF:?GGATG
AMPL715713 CATAGCACCTCATA | GGCCATTATGTGTC
9029 42209377 42209399 Havuz 2 CCGTCACT AGATACTTTCCTG
AMPL715713 CCCACTTACATTCT | TCAACATTGGGTG
9030 —” 42209788 Hagigll TATTCCTGCTACA | AAACTTGGGA
AMPL715713 GCAGCTCTTCTTAC | GCCCTGGTTCTTGG
9031 42205928 22l pravuz 2 TATTAAGACATGGT TCTTCTTA
CCATCATAAACATT
AMPL715713 AGGTTGGTTCTTGG
903 42210255 42210288 Havuz TTTAGGTTTGTAAC " oo S o
TAACT
AMPL715713 GGTTATTAAAGGA | TAAGGTCATCCCAC
05| 42211021 42211054 Havuz 2 ATTTTTGCTTTCAA | TCTAATAAAGTAGT
AGAAAA GG
AMPL715713 TTTTGGAGACTGA | AATACCTCCAAGA
9038 22U | 42288 e CCTGGCTTT | AACCCACAGATTC
GACAGCTTATATGA
AMPL715713 GCATGCTTCAAAA
9039 42211547 42211576 Havuz 2 GAGAATCTTGATTGG GCANTTCCTACAAG
AMPL715713 CTCCAGAGGGAAT | TTCTGGGCAGACA
9040 42211846 42211873 Havuz 1 GTGTATATTTGTGG | GAGCAAGAC
CAGGTACAGTAAT
AMPL715713 CATTAGCACTGAGT
9041 42212037 42212070 Havuz 2 AATTTTCCTTTCAA | Grx S on
TGGAAT
AGAATCACACCAA
AMPLTISTI3 | 5510354 | 42212374 Havuz 1 CCGGCTCAACAGG | I T TA CTGACTAT
5868 ATTTTGA
AGTGG
AMPL715713 AAATTAAACCACT | GAGCTAGATAAAA
9043 42212506 | 42212539 Havuz 2 ATAGTCAGTAAAA | GTGACTCTTCAGG
- TTTGGTG G
CAAGTGTCAAAAG
AMPL715713 CTGGCCCTGAAGA
S569 42212850 | 42212871 Havuz 1 GTCACTTT AAAATC;C;CCATCT
AMPL15713 TGAAGATAAATTG | CCCTGCTAAAGTC
42213047 42213076 Havuz 2 AACCATCATCAGC | AAAAGAATAAGGG
9046
GAA A
TGCTTTCACTTTTG
AMPL715713 GTTCCCAGACTATA
9047 42213257 42213287 Havuz 1 CTTTCT?(C}?TTTACT TOTGGOACA
CTACTAGGCATGTT
AMPL715713 CACCTCCATTTACT
9048 42213552 | 42213582 Havuz 2 TCTATA&CAAGCATC A CAGAAATGCCA
GGGTTCTTICTGAG
AMPL715713 TGAGAGACCTGGA
901 42213782 | 42213804 Havuz 1 TOGTATGGT ATAACA/é/TxAATGTC
AGTTTACCGCTCTT
AMPL715713 GCACAGTGTAGGA
9050 42214025 42214048 Havuz 2 ACCATCACTA ATATCCTTiCAAAAT
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GTTGTCTGAGTTTA

AMPL715713 CAGATCATTCTCAC
9051 42214260 42214288 Havuz 1 TGTTGC/;GGATAG A AATCAAGGCTAG
ACCAAGTGACACT
AMPL715713 CCCAATTTTGCTGT
5758 42214528 42214552 Havuz 2 TGTCATCICA CTCAA’I/:F:(}"AATCA
AMPLI15713 GAGATGTTACAAA | GCAAAAATAACCC
42214724 42214753 Havuz 1 TGCAAGTAAGATG | AAGATTAGGAAGTA
9052
TGT TGT
GGAAAAAGAAAGG
AMPLTISTI3 | ) 14881 42214903 Havuz 2 TTGCTACAGTCTGT |-y A ATTAACAAAAC
9053 GGCAGTTT
TACCCA
AMPL715713 CCTTTTGGCTGGAT | TCTTATAGAAAACT
9054 42215187 42215211 Havuz 1 GATAGTGAAG | TGGGCAGTTGGG
AMPL715713 GCCCAACTGCCCA | GCGCCTGGCCAAA
5871 42215535 42215557 Havuz 2 AGTTTTCTA AGTTAATATTTT
TGTTAGAGTAGATA
AMPL715713 CTCCAACTCTAGAT
570 42216086 42216119 Havuz 1 GAGTAGATACCTG | tA CAGCAGE
AACTGA
GCTGTGCTTCCAAA
AMPL715713 AGTAGGTGATGGC
b 42216151 42216174 Havuz 2 RGN TCTACATZTTGAAA
v CAAATAAGAATCT | ATGTAACTTTATGA
42216430 42216458 Havuz 1 CCTTAGGTGGGAA |AAGAAAGGGAGAG
9309
CT AAG
AGTATACCATCTTT
AMPL715713 CCCAGGCAACATA
9310 42216736 42216769 Havuz 2 ATTTCTTCTCTCCTTTCTC CTAAAACCATG
AMPLI15713 TTTTTGGTAGGGA | GCGGACTGGATAA
0311 42217058 42217086 Havuz 1 CATGGTTTTACTAT | ACAAATGAAGTAT
G ¢}
AAAAAGAAGACTA
AMPL715713 TTTTTGTAGCTGTG
oall 42217191 42217218 Havuz 2 TAACATTCA SRS GACTGA?EGTGTAC
CCAAATATTTAAAT
AMPL715713 GTTTCCATGGATGT
9064 42217427 42217451 Havuz 1 CCAGTACACA | ATAAAGAAGGCCA
GGCC
CATATGTAAAAGCA
AMPL715713 CGGCCTGGCCTTC
9314 42217770 42217792 Havuz 2 TTTATATTT TCCACTATTAGTGCC
GAAAGGGAGGAG
AMPL715713 GAGAGATCCAGGC
9067 42217928 42217957 Havuz 1 ATAGATTTTGTGATTCT ACTOTCTTITTT
AMPLI15713 TTGAGTTCAACCAT| GGCATTAGATATAC
21 42218229 42218259 Havuz 2 AAGAATTGAAATG | ATTGCATACAACGA
9068
AGT GT
AMPLI1S713 TCGTTGTATGCAAT | GACAGAAGACACA
9070 42218566 42218595 Havuz 1 GTATATCTAATGCC | TATGAGATTGTCCA
A T
CAGCAACTCATGG
AMPLTISTI3 | 455 18745 42218767 Havuz 2 GCTTGGTTCCATTT | ) 5 A ATAATAGGTA
9071 GCCCAATT oo
AMPL715713 TCTGAAGAGCTTT | TGTTTCACCTTCCA
42218997 42219026 Havuz 1 GTACTGATTGAATT | AAGGCATATATTCT
9072
CT AA
CTTCTATTAGAAAA
AMPL715713 CGGCCATCTCTATG
0073 42219219 42219248 Havuz 2 CCTGTG::GGCAA I TTTCTAATGT
AMPL715713 GAAAACTCATGTT | TTAGAGACACAGT
21 42219840 42219871 Havuz 1 AAAAATGTTTTCTT | CTTGCTATATTGCA
9315
CCCG C
CCCTGCTATTATTTT
AMPL715713 CCATGATTGTACCT
ot 42219991 42220017 Havuz 2 GTGAATAGOACA TCTTTA?éGTCTCA
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AMPL715713 GAATTACAGTCAC | GGCATCCTGCTGAT
42220305 42220336 Havuz 1 CAAATAGAGTATC | TATTTTTCTTTCTTT
9317
CATGA T
AAAAAGAAAGAA
AMPLTISTI3 | 45500648 42220678 Havuz 2 AAATAATCAGCAG |CCATECCCAGGCCT
6859 AATTAACT
GATGC
AGCAGATTATGCCT
AMPL715713 TTCTCCACTTGTAA
0077 42220729 42220757 Havuz 1 ATAACACGTGTOAT AATTAA%%CATTCT
AAAAACTTACTGT
AMPLTISTI3 | 45500818 42220839 Havuz 2 CAGCGOATTACAA | G110 A AAGTCATT
9322 GGTCAGGT
ACTG
TGATTCTGTATAAA
AMPL715713 ATCTTAATTCTAGG
9326 42221391 42221419 Havuz 1 CACCAAE}AGGAAG CTGGGCACG
AAAAAGGAACTAA
AMPL715713 TGTATAAACACCA
9377 42221397 42221421 Havuz 2 ACAGUAAGGCA | GAATCTTAATTCTA
GGCT
AMPL715713 GGGCCTCTTCTTTC | ACTAATTTTAGCAC
9084 42222043 42222066 Havuzg TTAAGGTGA  |ATCCACTCTCCAAA
CCACTGTGCCTACT
AMPL715713 CCGGGTGATATGA
o 42222128 42222152 Havuz 2 AN A ATTTTA/?FCCATTTT
AMPL715713 GGGTAATAGGGAG | TTGTATGTGTGTGG
9086 g 2222315 p222341 Havuzl TTCCTGTTTAAATG | GTTAAATATACACA
AMPL715713 AAAAATAGATGGC | AAAGTTCGTTTGG
42222617 42222648 Havuz 2 CAATAGATGGTAA |AAGCATTGTTAAAG
9087
ATTGT T
CCAGACGTAGCAA
AMPL715713 TTAGTGGGCTGTG
9088 42222712 42222739 Havuz 1 Anatii GATACTTGTTCTACT
TCCTAAAAACAGT
AMPLTISTI3 | 45503018 42223048 Havuz 2 ATCTGCTAGACAA | GCCTGGCCCTTTTA
9089 GTTG CCTTGTATT
AMPL715713 AAACCAACAGAAG|CCAGCCCACTAGAT
9000 42223286 42223313 Havuz 1 CTATAGGAATCCA | TATACTTTTTCCTTT
G T
GAAAAAGTATAAT
AMPL715713 CTGAGATGGATTCC
9002 42223636 42223665 Havuz 2 CTAGT?%?CTGGA TATGTCGCAA
AGATTCAGGTGAC
AMPL715713 ACTCAGGCCTTTTA
9003 42223939 42223969 Havuz 1 AATAAS:C/:\TCAAGA GAAGTAAATCCAC
AMPL715713 GCTCCATTACTAAT | TGCTCACTCTCCTC
9094 42224232 42224259 Havuz 2 ACTCTGTATGGCA ATTCTGTTCT
AMPL715713 GAAGGGATAGAAA | CCCTAAGTCTCATG
9095 42224544 42224570 Havuz 1 GAGAGAGGATGGT | TTCTCAATGAGG
ATGGAATGAGAAT
AMPL715713 TGCAGGAGGCAGT
9006 42224846 42224872 Havuz 2 ATTAAATAGTOTG GGTTTAggTTCACTA
AMPL715713 GCTTCTAAAAGGA |CAAAATACTGAAAT
2| 42225020 42225057 Havuz 1 AATTGGCTGCAAA | CTGAATGGCACTC
9097 s A
AMPL715713 AGTTTCCTCTGCAT | TCATGGCTTTGTTC
9098 42225327 42225353 Havuz 2 TCAACTATTGGT CTTTCCTCAA
AMPL715713 GCACTTCAGAAAA | CCTCAAGAGTGGT
9099 42225600 42225624 Havuz 1 AGTGCAGGAAA | CAAGTTAACACA
AMPL715713 TITCTATTTTGCTG | CTAGAAGGGAGAA
9100 42225904 42225934 Havuz 2 AGTGAAAAAGTAT | AGACACGGAAAAT
GGC AAGA
AMPL715713 AATTACCTGTGAA | ACAGACATCAAAA
42226171 42226199 Havuz 1 GGAAGAAAGTGAT | TAAACAGAAGAGA
o101 cC GCAA
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AMPLI15713 TTTGTTTTCTTCTT | AGCTCTAGAATTCT
9102 42226431 42226460 Havuz 2 CCTGCATAATCATC | GAGCACTTTTAACT
G T
AMPLI15713 ATAGAAAGGTAGG | AAGAACATATGGCT
9103 42226621 42226650 Havuz 1 GATAGTGTATTGCT | CTTGGGAGTAAAA
CA A
AMPLI15713 CCTGTTTGTATCTT | CAAAATACCAAAG
42226916 42226946 Havuz 2 GGAGTTCACATTC | ATAAGCCTAAGTGG
9104
ATA TCT
GAAGGTTTGCTAA
AMPL715713 GCAGTCTACCTCAT
9105 42227217 42227243 Havuz 1 OATAGTCTTCTC ACCAAéi’;ATCTTT
GTGTGTATTAGAGA
AMPL715713 GTGGCACTGAAAA
0106 42227519 42227549 Havuz 2 TCATCTg”/l;CATCTG CAATGATACTTIOAG
AMPLI15713 TTTTGCTGTTGTTT | GCAAGCCAAAGGA
42227799 42227828 Havuz 1 AATGTACCTCTAG | ATTAGAATCTGAAT
9107
GA TTA
AMPL715713 TCAGTGTGCATAC |CAACTCGGTTCTTG
b o 42228103 42228125 Havuz 2 B ool GACTAGCA
AMPL715713 CCATGGTTGGATA | AAAAAGACACTGA
5895 g gzsdal Havuz 1 AGCTTGTTCTAGAT| CTACCTCTATCCT
AAAAAGAAAATGG
AMPL7ISTI3 | 4r558619 42228640 Havuz 2 CTCCTGGGAGAGG | 1\ \ ccAAGTCACTA
9333 ATAGAGGT
AAAA
TTTTTAGTGACTTG
AMPL7ISTI3 | 4558950 42228981 Havuz 1 GrraccarTrTerT | OGATACAGGCCTCA
9335 T TTCGCTC
GGTAATGTGGTTTA
AMPL715713 CATCCAGTGGAAA
. 42229133 42229155 Havuz 2 TACCTERAA TAGCATAAACF}FAGCAG
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