T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI BIYOKIMYA
ANABILIM DALI

ALZHEIMER’LI HASTALARDA PLAZMA AB1-40
VE AB1-42’NIN DOLASIMDAKI SRAGE,
ESRAGE, SLRP1, Ap OLIGOMER VE
NEPRILIZINLE ILISKILERININ
ARASTIRILMASI

Dr. FUNDA UYSAL

UZMANLIK TEZi

IZMIiR-2012



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI BIYOKIMYA
ANABILIM DALI

ALZHEIMER’LI HASTALARDA PLAZMA AP1-40
VE AB1-42’NIN DOLASIMDAKI SRAGE,
ESRAGE, SLRP1, Ap OLIGOMER VE
NEPRILIZINLE iLISKILERININ
ARASTIRILMASI

UZMANLIK TEZi

Dr. FUNDA UYSAL

DANISMAN OGRETIM UYESI
Yrd. Dog. Dr. Murat ORMEN

IZMIiR-2012

Bu arastirma DEU Arastirma Fon Saymanhi tarafindan 2011.KB.SAG.015
say1li proje destegi ile gerceklestirilmistir.



ICINDEKILER

Tablo Listesi
Sekil Listesi
Grafik Listesi
Kisaltmalar
Tesekkdr

OZET
SUMMARY
1.GIRIS VE AMAC
2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. ALZHEIMER HASTALIGI
2.1.1. Alzheimer Hastaligi’nin Epidemiyolojisi
2.1.2. Alzheimer Hastaligi’nin Genetigi
2.1.3. Alzheimer Hastaligi’nin Tanisi ve Biyobelirtecler
2.1.4. Alzheimer Hastaligi’nda Noropatolojik Degisiklikler
2.1.5. Alzheimer Hastaligi’nda Norobiyokimyasal Degisiklikler
2.1.6. AB Peptidin Sentezi
2.1.6.1. Amiloid Prekirsor Proteini
2.1.6.2. APP’nin Pargalanmasi
2.1.7. AB Peptid
2.1.8. AB Oligomerleri
2.1.9. AB’nin Beyinden Temizlenmesi
2.2. ILERI GLIKASYON SON URUNLERI RESEPTORU (RAGE)
2.2.1. RAGE izoformlari
2.2.2. RAGE Ligandlari
2.2.3. RAGE’ye Ait Sinyal Yolaklari
2.2.4. AB’nin Kan Beyin Bariyerindeki Transportunda RAGE’nin Rolu
2.2.5. RAGE ve Alzheimer Hastaligi
2.3. DUSUK-YOGUNLUKLU LIPOPROTEIN RESEPTOR-ILISKILi PROTEIN
2.3.1. LRP Ligandlari
2.3.2. AB’nin Kan Beyin Bariyerindeki Transportunda LRP’nin Roli
2.3.3. LRP ve Alzheimer Hastaligi

Sayfa No
i

viii

© 0 0 U1 W K-

16
20
23
25
25
25
29
30
34
38
39
41
42
44
45

52
54
55



2.4. NEPRILIizIN
2.4.1. Ap’nin Yikilmasinda Neprilizinin Yeri
2.4.2. Neprilizin ve Alzheimer Hastaligi
3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. ARAC VE GERECLER
3.1.1. Cihazlar ve Kitler
3.2. OLGULARIN SECiMi, ORNEKLERIN TOPLANMASI VE SAKLANMASI
3.2.1. Olgularin Segimi
3.2.2. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi
3.3. BIYOKIMYASAL ANALIZLER
3.3.1. AB1-40 Analizi
3.3.2. AB1-42 Analizi
3.3.3. AB Oligomer Analizi
3.3.4. sLRP-1 Analizi
3.3.5. SRAGE Analizi
3.3.6. esSRAGE Analizi
3.3.7. Neprilizin Analizi
3.3.8. AST Olgiim Yontemi
3.3.9. ALT Ol¢iim Yo6ntemi
3.3.10. GGT Ol¢iim Yo6ntemi
3.3.11. Kreatinin Olciim Yo6ntemi
3.3.12. Trigliserid Olgiim Yontemi
3.3.13. HDL Kolesterol Ol¢iim Yontemi
3.3.14. Total Kolesterol Olgiim Yo6ntemi
3.3.15. LDL Kolesterol Hesaplanmasi
3.3.16. Eritrosit ve Trombosit Ol¢iim Yéntemi
3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZLER
4. BULGULAR
4.1. TANIMLAYICI BULGULAR
4.1.1. Calisma Grubu
4.1.2. Klinik Evreleme
4.2. RUTIN BiYOKIMYASAL VE HEMATOLOJIK PARAMETRE BULGULARI
4.3. PLAZMA APB1-40, Ap1-42 ve Ap OLIGOMER DUZEYLERI
4.3.1. Plazma AB1-40 Dizeylerinin Karsilastiriimasi
4.3.2. Plazma AB1-42 Dizeylerinin Karsilastiriimasi

56
58
59
60
60
60

62
63
64
64
66
68
70
71
73
75
77
78
78
79
79
80
80
81
81
81
82
82
82
84
85
87
87
89



4.3.3. Plazma AB Oligomer Diizeylerinin Karsilastirilmasi 91

4.4. SERUM sRAGE ve esRAGE DUZEYLERI 93
4.4.1. Serum sSRAGE Duzeylerinin Karsilastiriimasi 93
4.4.2. Serum esRAGE Duzeylerinin Karsilastiriimasi 95

4.5. SERUM sLRP1 DUZEYLERI 97
4.5.1. Serum sLRP duzeylerinin karsilastiriimasi 97

4.6. SERUM NEPRILIiZIN DUZEYLERI 99
4.6.1. Serum neprilizin dizeylerinin karsilastiriimasi 99

4.7. Ap1-40, AB1-42, AB OLIGOMER, sRAGE, esRAGE, sLRP ve NEPRILIZIN

DUZEYLERININ YAS VE CINSIYETE GORE DEGERLENDIRILMESI 103
4.7.1. AB1-40, AB1-42, ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin diizeylerinin
cinsiyete gore karsilastiriimasi 103
4.7.2. AB1-40, AB1-42, ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin diizeylerinin
yas araliklarina gore karstlastiriimasi 104

4.8. AB1-40, AB1-42, AB OLIGOMER, sRAGE, esRAGE, sLRP ve NEPRILIZIN
DUZEYLERININ ALZHEIMER HASTALARINDA ASETILKOLINESTERAZ

INHIBITORU KULLANIMINA GORE DEGERLENDIRILMESI 106
4.9. AB OLIGOMER, AB1-40, AB1-42, sSRAGE, esRAGE, sLRP ve NEPRILIZINE AIT

DUYARLILIK VE OZGULLUK DEGERLERI 108

4.10. KORELASYON ANALIZLERI 109

4.10.1. Alzheimer hastalarinda korelasyon analizleri 109
4.10.1.1. AB1-40, AB1-42, ABO, sSRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin

duzeylerinin birbiriyle korelasyonu 109
4.10.1.2. AB1-40, AB1-42, ABO, sSRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin

dizeylerinin yas, cinsiyet, CDR ve MMSE ile korelasyonu 110

4.10.1.3. AB1-40, AB1-42, ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin

dizeylerinin rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu 111

4.10.2. Kontrol grubunda korelasyon analizleri 113
4.10.2.1. AB1-40, AB1-42, ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duzeylerinin birbiriyle korelasyonu 113
4.10.2.2. AB1-40, AB1-42, ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
dizeylerinin yas, cinsiyet, CDR ve MMSE ile korelasyonu 114

4.10.2.3. AB1-40, AB1-42, ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duzeylerinin rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu 114

4.10.3. Alzheimer hastalari ve kontrol bireylerinden olusan tiim grupta korelasyonlar 116



4.10.3.1. AB1-40, AB1-42, ABO, sSRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin

duzeylerinin birbiriyle korelasyonu 116
4.10.3.2. AB1-40, AB1-42, ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
dizeylerinin yas, cinsiyet, CDR ve MMSE ile korelasyonu 117

4.10.3.3. AB1-40, AP1-42, ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin

duzeylerinin  rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu 117

5. TARTISMA 119
6. KAYNAKLAR ve EKLER 145
6.1.Kaynaklar 145

6.2.Ekler 169



TABLO LISTESI

Sayfa No
Tablo 1. NINCDS-ADRDA Alzheimer hastahginin klinik tani kriterleri 17
Tablo 2. DSM-IV Alzheimer Tipi Demans icin tani kriterleri 18
Tablo 3. Ap’yt yikan enzimlerin, yer aldiklari enzim ailelerine ve hiicrede
lokalizasyonlarina gore listesi 35
Tablo 4. Tez calismasinda kullanilan cihazlar 60
Tablo 5. Tez calismasinda kullanilan kitler 61
Tablo 6. AH ve kontrol gruplarinin karsilastiriimasi 83
Tablo 7. Rutin biyokimyasal ve hematolojik parametrelerin kandaki
konsantrasyonlarini AH ve kontrol gruplarinda karsilastiriimasi 86
Tablo 8. AH grubu ve kontrol grubunun AB1-40, AB1-42, ABO, sSRAGE, esRAGE,
SLRP ve neprilizin diizeyleri agisindan karsilastiriimasi. 101
Tablo 9. Hafif, orta ve agir evre AH ile kontrol grubunun AB1-40, AB1-42, ABO,
SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin duzeyleri acisindan karsilastiriimasi. 102
Tablo 10. Cinsiyete gére AH grubu ve kontrol grubunda AB1-40, AB1-42, ABO,
SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin diizeylerinin karsilastiriimasi 103
Tablo 11. Yas araliklarina gére AH grubu ve kontrol grubunda AB1-40, AB1-42,
ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dlzeylerinin karsilastiriimasi 105

Tablo 12. Alzheimer hastalarinda AB1-40, AB1-42, ABO, sSRAGE, esRAGE, sLRP
ve neprilizin diizeylerinin asetilkolinesteraz inhibitor kullanimina gore karsilastiriimasi 107
Tablo 13. Alzheimer hastalarinda AB1-40, AR1-42, ABO, SRAGE, esRAGE, sLRP

ve neprilizin diizeylerinin birbiriyle olan korelasyonu 109
Tablo 14. Alzheimer hastalarinda AB1-40, AB1-42, ABO, SRAGE, esRAGE, sLRP
ve neprilizin diizeylerinin yas, cinsiyet, CDR ve MMSE korelasyonu 110

Tablo 15. Alzheimer hastalarinda AB1-40, AB1-42, ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP

ve neprilizin diizeylerinin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu 112
Tablo 16. Kontrol grubunda AB1-40, AB1-42, ABO, sRAGE, esRAGE, sLRP

ve neprilizin diizeylerinin birbiriyle olan korelasyonu 113
Tablo 17. Kontrol grubunda AB1-40, AB1-42, ABO, sSRAGE, esRAGE, sLRP

ve neprilizin diizeylerinin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu 115



Tablo 18. Tim grupta AB1-40, AB1-42, ABO, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duizeylerinin birbiriyle olan korelasyonu
Tablo 19. Tim grupta AB1-40, AB1-42, ABO, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin

duizeylerinin rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu

116

118



Sayfa No
Sekil 1. Dogu Boston Calismasi’nda Alzheimer hastaligi prevalansi 10
Sekil 2. ABD’de 6nde gelen 6ltim nedenlerinden bazilarinin 1958-2008 yillar
arasinda gosterdigi degisim grafigi 11
Sekil 3. AH tipleri ve baslica mutasyonlar. 12
Sekil 4. Hucre ici yerlesim gosteren bir NFY. 21
Sekil 5. Diffuz ve noritik plak géranamleri. 22
Sekil 6. H-E boyamasinda grantlovakuoler dejenerasyondan etkilenmis bir piramidal
ndron ve bir Hirano cisimcigi. 23
Sekil 7. APP’nin proteolitik olarak yikilmasinin sematik gdésterimi. 26
Sekil 8. APP’nin néron i¢indeki tasinimi. 28
Sekil 9. C99’un modellemesi ve kolesteroliin, AB tzerindeki baglanti bolgesi 29
Sekil 10. APP’nin y-sekretaz tarafindan ardisik olarak kesime ugratiimasi 30
Sekil 11. AB1-42’ye ait fibril, protofibril ve ADDL’lerin géruntuleri 32
Sekil 12. AB’nin beyinden temizlenmesini saglayan mekanizmalar 34
Sekil 13. RAGE’nin sematik gosterimi 38
Sekil 14. esRAGE, tRAGE ve Nt-RAGE’nin olusumundan sorumlu olan hticresel
mekanizmalar 40
Sekil 15. RAGE-ligand etkilesimi sonrasinda aktive olan sinyal yolaklari. 41
Sekil 16. RAGE-ligand etkilesimi sonrasinda NF-kB’nin aktive edilmesi 43
Sekil 17. AB’nin RAGE ve LRP araciligiyla kan-beyin bariyerinde transport edilmesi 45
Sekil 18. LDL reseptor ailesini olusturan reseptorlere ait yapisal bilesenler 49
Sekil 19. LRP’nin hiicre membraninda proteolitik yikimi ve LRP ligandlari. 51
Sekil 20. Ap’y! yikan enzimlere ait proteolitik kesim noktalari. 58
Sekil 21. sSRAGE standartinin seri diltsyonu. 73
Sekil 22. Neprilizin standartinin seri diltisyonu. 76
Sekil 23. Alzheimer hastalarinin CDR evrelemesine gore dagilimi. 84

SEKIL LISTESI



GRAFIK LISTESI

Sayfa No
Grafik 1. AB1-40 standart egrisi. 64
Grafik 2. AB1-42 standart egrisi. 66
Grafik 3. Ap Oligomer standart egrisi. 68
Grafik 4. sLRP-1 standart egrisi. 70
Grafik 5. SRAGE standart egrisi. 72
Grafik 6. esRAGE standart egrisi. 74
Grafik 7. Neprilizin standart egrisi. 76
Grafik 8. AH grubu ve kontrol grubu arasinda AB1-40 dizeylerinin karsilastiriimasi. 87
Grafik 9. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda AB1-40
duzeylerinin karsilastiriimasi. 88
Grafik 10. AH grubu ve kontrol grubu arasinda AB1-42 diizeylerinin karsilastiriimasi. 89
Grafik 11. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda Ap1-42
duzeylerinin karsilastiriimasi. 90
Grafik 12. AH grubu ve kontrol grubu arasinda ABO duzeylerinin karsilastiriimasi 91
Grafik 13. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda ApO
diizeylerinin karstlastiriimasi. 92
Grafik 14. AH grubu ve kontrol grubu arasinda SRAGE duzeylerinin karsilastiriimasi. 93
Grafik 15. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda SRAGE
duzeylerinin karsilastiriimasi. 94
Grafik 16. AH ve kontrol grubu arasinda esRAGE diizeylerinin karsilastiriimasi. 95
Grafik 17. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda esRAGE
duzeylerinin karsilastiriimasi. 96
Grafik 18. AH grubu ve kontrol grubu arasinda sLRP duzeylerinin karsilastirilmasi. 97
Grafik 19. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda sLRP
diizeylerinin karstlastiriimasi. 98
Grafik 20. AH ve kontrol grubu arasinda neprilizin diizeylerinin karsilastiriimasi 99
Grafik 21. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda neprilizin
diizeylerinin karstlastiriimasi. 100
Grafik 22. AB oligomerin ROC egrisi analizine gére agir evre AHnin tanisindaki
etkinligi 108



KISALTMALAR

A2MR . Alfa-2-makroglobulin reseptori
ACE : Anjiotensin donlsturicu enzim
Ach : Asetilkolin

AchE : Asetilkolinesteraz

ADDL - AB-derived diffusibl ligand
ADP : Adenozin difosfat

AGE  Ileri glikasyon son Griinleri

AH . Alzheimer hastaligi

AICD : APP’in intraseliler parcasi

ALT - Alanin aminotransferaz

AP : Amiloid plak

ApoE : Apolipoprotein E

APOE : Apolipoprotein E geni

ApoER : Apolipoprotein E reseptori

APP : Amiloid prekursor proteini

Ark. - Arkadas

ASPD : Amilosferoid oligomer

AST - Aspartat aminotransferaz

ATP : Adenozin trifosfat

AB : Amiloid beta

AB1-40 : Amiloid beta 1-40

AB1-42 : Amiloid beta 1-42

ABx-40 - N-terminali kesilmis amiloid beta 1-40
APBx-42 : N-terminali kesilmis amiloid beta 1-42
ABO : APB oligomeri

BACEL1 : Beta-site APP cleaving enzyme 1
BOS : Beyin omurilik sivisi

BUN : Kan dre azotu

CatB : Katepsin B

CDR : Klinik Demans Evreleme Olgegi

DSM-1V - Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th edition



ECE
EGF
ELISA
ER
esRAGE
AR
GGT
GSK-3p
GVD
H&E
hAB1-40
HBA
HKB
HMGB1
HRP
IDE

IL

KAH
KBB
LDLR
LICD
LRP
LTP
M1AChR
MBP
M-CSF
MMP
MMSE
NAD
NEP
NFY
NF-KB

: Endotelin-donustirici enzim

: Epidermal blytime faktoru

: Enzim bagli imminosorbent 6l¢tiim

: Endoplazmik retikulum

: Endojen ¢Ozunebilir RAGE

- Fibriler formdaki Ap

: Gama glutamil transferaz

: Glikojen sentetaz kinaz- 3 beta

: Granilovakuoler dejenerasyon

: Hematoksilen-Eozin

- Insan AB1-40

: Hidroksibenzoik asit

- Hafif kognitif bozukluk

- Yiksek mobilitesi olan grup B1 protein
: Horse radish peroksidase

- Instilin-yikici enzim

- Interlokin

: Koroner arter hastahgi

- kan-beyin bariyeri

: Distk-yogunluklu lipoprotein reseptor
: LRP’nin intraseluler pargasi

: Dlsuk-yogunluklu lipoprotein reseptor-iliskili protein
- Long-term potensiyasyon

: Post-sinaptik membrandaki muskarinik reseptor
: Miyelin bazik proteini

: Makrofaj koloni-stimiile edici faktor

: Matriks metalloproteinaz

: Kisa Mental Durum Muayenesi

: Nikotinamid adenin diniikleotid

- Neprilizin

- Norofibriler yumak

: Nikleer faktor-kappa beta

Vi



NINCDS-ADRDA: National Institute of Neurological and Communative Disorders and

Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association

NMDA : N-metil-D-aspartik asit

Nt-RAGE  : N-terminali kesilmis tip RAGE

oD : Otozomal dominant

PAI-1 : Plazminojen aktivator inhibitori-1
PF : Protofibril

PS : Presenilin proteini

PSEN - Presenilin geni

RAGE - Ileri Glikasyon Son Uriinleri Reseptori
RAGE-v - RAGE-varyant

RAP : Reseptor-iliskili protein

RIP : Kontrolli membran ici proteoliz
SAPP-a . 0-sekretazla ayrilmis-¢ozunebilir APP
SAPP-3 . B-sekretazla ayrilmis-¢6zinebilir APP
sAB : Cozlinebilir AB

sLRP : COzunebilir LRP

SRAGE : Cozlnebilir RAGE

SSS : Santral sinir sistemi

SST : Somatostatin

STAT - Sinyal dondstlricu ve transkripsiyon aktivatori
TGN : Trans-golgi ag!

TMB : Tetra metil benzidin

TNF-a : TUmor nekrozis faktor

tPA : Doku plazminojen aktivatorii
TRAGE : Truncated (kesilmis) RAGE

TTR - Transtiretin

uPA : Urokinaz tip plazminojen aktivatorii
uPAR - UPA reseptoru

VSMC : Vaskiler diz kas hicrelerinde

az2M > a2-makroglobulin

04B2nAchR : Post-sinaptik membrandaki nikotinik reseptdr

Vi



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim siresince bilimsel birikimini benimle paylasan ve manevi destegini
esirgemeyen Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Baskani degerli hocalarim Sayin Prof. Dr.
Canan COKER ve Sayin Prof. Dr. Banu ONVURAL’ a ve Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nin
degerli 6gretim Gyelerine,

Uzmanlik egitimi ve tez calismamin her asamasinda deneyim ve engin bilgisini
benimle paylasan, guler yizu, sabirli ve hosgorusuyle yardim taleplerimi hichbir zaman geri
cevirmeyen, her konuda destegini gérdigum ve 6grencisi olmaktan ¢ok biyik mutluluk ve
gurur duydugum degerli danisman hocam Sayin Yard. Dog. Dr. Murat ORMEN’ e,

Uzmanlik egitimim suresince her konuda bilgilerine basvurabildigim ve her zaman
desteklerini gordugum, hepimize ornek olan degerli hocalarim Sayin Prof. Dr. Gil GUNER
AKDOGAN, Prof. Dr.Kemal BAYSAL, Prof. Dr. Semra KOCTURK, Prof. Dr. Hiiray Islekel,
Prof. Dr.Sezer UYSAL, Prof. Dr. Halil RESMI, Prof. Dr. Pinar TUNCEL, Prof. Dr. Giilgiin
OKTAY, Dog. Dr. Pinar AKAN, Dog. Dr. Emel ALTEKIN, Dog. Dr. Ali Riza SISMAN, Dog.
Dr. Ziibeyde ERBAYRAKTAR, Yard. Do¢. Dr. Tuncay KUME ve Yard. Dog. Dr. Nilgin
YENER’e,

Tezimin Noroloji ayagini yiriten degerli hocam Sayin Prof Dr. Gérsev YENER’ e,

Asistanhigim boyunca dostluklarini ve bilgilerini esirgemeyen, bana her zaman moral
ve gii¢ veren sevgili arkadaslarim Sayin Uzm. Dr. Birsen TUGLU ve Sayin Uzm. Dr. Ozlem
GURSOY CALAN'’ a,

Son derece sicak ve uyumlu ¢alisma ortami buldugum, sevgileri ile tim yorgunluk ve
stkintilarimi unutturan degerli tim asistan arkadaslarima,

Tez orneklerinin analizi asamasinda yardimci olan, ¢calismaktan keyif aldigim sevgili
merkez laboratuvari ¢alisanlarina,

Bu zorlu siirecte dostluk ve sabrini benden esirgemeyen, tim evraklarimin takibinde
blyuk titizlik gosteren anabilim dalimizin gller yizIi sekreteri Sayin Eda OLUM’a,

Hayatimi guzellestiren ve kolaylastiran, bana hep destek olan anne ve babama,
kardesim Sayin Uzm. Dr. Murat UYSAL’a tesekkir ederim.

Dr. Funda UYSAL
izmir 2012

viii



OZET

Amiloid plaklarin esas bileseni olan amiloid beta (AB), Alzheimer hastaligi (AH) nin
patogenezinde merkezi bir role sahiptir. Ginimuizde yaygin olarak kabul gbren goruse gore
hastaligin olusumundan sorumlu esas AB formlan, AB oligomerleridir. Alzheimer has talarinin
%99’unu olusturan sporadik tip AH’nda beyindeki artmis AB dizeylerinin nedeni henlz
netlestirebilmis degildir. Ailesel tip AH’dan farkli olarak sporadik tip AH’nda, AP Uretiminin
arttigina dair direkt kanitlar bulunmamasi nedeniyle beyindeki artmis AP dizeylerinden
sorumlu olan esas mekanizmanin, AB yikiminda veya beyinden kana dogru olan tasinmasinda
ortaya ¢ikan bozulmanin oldugu disuntlmektedir. Bu calismanin amaci, plazma AB1-40, AB1-
42 ve AP oligomer dizeylerininin yani sira beyindeki AB’nin yikilmasindan sorumlu esas
enzim olan neprilizinin, AB’nin beyinden dolasima dogru temizlenmesini saglayan diisuk-
yogunluklu lipoprotein reseptor iliskili protein (LRP)’in ve LRP’in tam tersi olarak AB’y!
dolasimdan beyine dogru tasiyan ileri glikasyon son urunleri reseptérii (RAGE)’ne ait sekrete
edilen formlar olan ¢6zilnebilir RAGE (SRAGE) ve endojen olan sekrete edilen RAGE
(esRAGE)’nin serum duzeylerini belirlemektir.

Calismaya 50 Alzheimer hastasi ve 50 saglikli yash kontrol olmak Uzere toplam 100
kisi dahil edildi. Alzheimer hastalari klinik demans evreleme 6lcegi (CDR) kullanilarak hafif
(CDR:1), orta (CDR:2) ve agir (CDR:3) olarak evrelere ayrildi. Dolasimdaki AB1-40, ApR1-42,
AR oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizinin dlzeyleri, ELISA ile saptandi. Es
zamanh olarak rutin biyokimyasal (karaciger enzimleri, lipid profili, borek fonksiyon testleri)
ve hematolojik (eritrosit, I6kosit, trombosit, hemoglobin, hematokrit) parametreler otoanalizor
ile Olculdu. Elde edilen sonuglarin, cesitli degiskenler (yas, cinsiyet, kisa mental durum

muayenesi, rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler) ile olan iliskisi degerlendirildi.

AH ve kontrol gruplari arasinda dolasimdaki AB1-40, AB1-42, AR oligomer, SRAGE,
esRAGE, sLRP ve neprilizin seviyeleri icin anlaml farklilik saptanmadi. Hastalarin evrelere
ayrilmasindan sonra AP oligomer duzeyleri, agir evrede hafif evre ve kontrole gére anlamh
distik saptandi. AB oligomerlerin, agir evre hastalari saptamada %69 duyarlilik ve %84
6zgulluge sahip oldugu goruldu. SRAGE, agir evrede orta evreye gore belirgin olarak dusik
seviyede belirlendi. esSRAGE duzeyleri ise agir evrede hafif evreye gore anlamli olarak dusik
bulundu. Alzheimer hastalarinda esRAGE dizeylerinin, galantamin kullananlara gore

donepezil ve rivastigmin kullananlarda, belirgin olarak yiksek oldugu tespit edildi. Hem AH



hem de kontrol grubunda AP1-42 ile SRAGE arasinda ve SRAGE ile esSRAGE arasinda
korelasyon bulundu. Her iki grupta da esSRAGE/sRAGE orani, 1:3 olarak belirlendi. Ayrica
Alzheimer hastalarinda, yas ile AP1-42 arasinda ve MMSE ile AB oligomer, SRAGE ve
esRAGE arasinda korelasyon oldugu gorildi. Bunlara ek olarak Alzheimer hastalarinda Ap1-
42, SRAGE ve sLRP ile bobrek fonksiyon testleri arasinda ve saghikli kontrollerde ise AP1-40

ile eritrosit sayisi arasinda korelasyon saptandi.

Sonug olarak dolasimdaki AB1-40, ABR1-42, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizinin
dizeylerini 6lgmenin AH tanisinda kullanilamayacagini, ancak o6zellikle agir evrelerin
saptanmasi amaciyla AP oligomerlerin kullanilabilecegini distnmekteyiz. esRAGE ve
neprilizin diizeylerinin ¢calismamiz ile ilk kez degerlendirilmis olmasinin yani sira A oligomer
ve sLRP dizeyleri icin calismamiz da dahil olmak Uzere yalnizca iki c¢alismanin bulunmasi
nedeniyle bu parametrelerin AH tanisinda kullaniimasina dair ileri calismalara ihtiyag

oldugunu distinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, AB1-40, AB1-42, AB oligomer, SRAGE, esRAGE,
SRAGE/esRAGR, sLRP, neprilizin, biyobelirteg, MMSE, CDR, ELISA



SUMMARY

Beta-amyloid (AB), the key component of the amyloid plaque, has been shown to be
central to Alzheimer’s disease (AD) pathogenesis. According to a widely accepted view, AB
oligomers are responsible for the formation of the disease. The cause of AP deposition in
sporadic type AD which accounts for more than %99 of all disease cases, however, remains
unclear. Over production of A is observed in the familial type AD, but there is no evidence if
this situation is also observed in the sporadic type AD. Deficiencies in the AR clearance or
enzyme-mediated A[ degradation are thought to be responsible for AP accumulation in
sporadic type AD. The aim of the study is to determine the plasma levels of AB1-40, AB1-42
and A oligomers and the serum levels of neprilysin which is main proteolytic enzyme of the
A in the brain and sLRP which is secreted form the transporter of AB from brain to blood,
also known as LRP. We also determined the serum levels of SRAGE and esRAGE which are
the secreted forms of RAGE, the carrier of Ap from blood to brain.

A total of 100 participants, composed of 50 patients with AD and 50 healthy controls
were enrolled in the study. AD patients were divided in to three subgroups according to clinical
stages: mild stage (CDR:1), moderate stage (CDR:2) and severe stage (CDR:3). Circulating
levels of AP1-40, AB1-42, AP oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP and neprilysin were
determined by the ELISA method. Simultaneously, routine biochemical (liver enzymes, lipid
profile, kidney function tests) and hematologic (erythrocytes, leukocytes, platelets,
hemoglobin, hematocrit) parameters were measured by the autoanalyzer. Correlations of results
with different variables (age, gender, mini mental stage examination, routin biochemical and

hematological parameters) were also evaluated.

No significant difference was found for circulating levels of AB1-40, AB1-42, Ap
oligomer, sSRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilysin, between AD and control groups. AB
oligomer levels in patients after staging a severe stage were significantly lower than mild stage
and control. AB oligomers have 69% sensitivity and 84% specificity for detection of patients
with severe stage. Serum SRAGE was significantly decreased in the severe stage when
compared with the moderate stage. Also, serum esRAGE was significantly lower in the severe
stage than the mild stage. Serum esRAGE was significantly higher in the AD patients treated

with galantamin than patients treated with donepezil and rivastigmine. A correlation was found



between the AB1-42 and SRAGE in AD and control groups. In both groups, SRAGE correlated
with esRAGE and the esSRAGE/sRAGE ratio was determined as 1:3. A correlation was found
between the age and AB1-42 in AD patients. Additionally, in AD patients, MMSE correlated
with AR oligomer, SRAGE and esRAGE. Furthermore AB1-42, SRAGE and sLRP correlated
with kidney function tests in AD patients and a correlation was found AB1-40 and erythrocyte

counts.

In conclusion, we think that the blood levels of AB1-40, AB1-42, SRAGE, esRAGE,
SLRP and neprilysin could not be used as a diagnostic marker in AD patients. However, plasma
A oligomers could be used for this purpose in patients in the severe stage. We report, for the
first time, serum levels of esSRAGE and neprilysin in AD patients. In addition there is only one
report, besides our study, for the measure mean of blood levels AB oligomers and SLRP in AD
patients. For these reasons, additional studies are greatly needed to determine whether these
parameters possess the capacito to aid in the clinical diagnosis of AD.

Kew Words: Alzheimer’s disease, AB1-40, APB1-42, AR oligomer, sSRAGE, esRAGE,
SRAGE/esRAGR, sLRP, neprilysin, biomarker, MMSE, CDR, ELISA



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH), demansin en sik nedeni olup yash nufustaki artisa paralel
olarak gorilme sikligi giderek artis gostermektedir (1). Gunlimizde AH’nin tanisi i¢in kan,
idrar ve ter gibi kolay elde edilebilen biyolojik sivilarda bakilacak olan biyokimyasal
belirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir (2). Bu amagcla sporadik Alzheimer’li hastalarda AH’nin
patofizyolojisinde merkezi rol oynadigi dustnilen amiloid-beta peptidin (AB) plazmadaki
degerleri incelenmis ve saglikh yash bireylerle karsilastirildiginda artmis, azalmis ve
degismemis seviyeler gibi birbiriyle uyusmayan sonuclar bildirilmistir (3-5). Hastalarin
yaklasik olarak %95-99’undan sorumlu tutulan sporadik tip AH’nda AB’nin beyindeki birikim
mekanizmas! henlz agiga kavusturulabilmis degildir. Sporadik AH’nda muhtemelen AB’nin
artmis Uretimine ek olarak APB’nin yikiminda azalma ve beyinden kana temizlenme
mekanizmasinda ise bozulma meydana gelmektedir (6). Bu sebeple AB’nin parcalanmasi ve
beyinden uzaklastirilmasinda rol oynayan mekanizmalari aciklamaya yonelik calismalar
glinimuzde artan bir ilgiyle karsilanmakta ve arastirmacilar igin cazip bir ¢alisma alani
olusturmaktadir. AB’nin yikimindan sorumlu peptidazlar arasinda 6zellikle neprilizinin (NEP)
on plana ciktigr gérulmektedir. NEP’in inhibe edildigi ya da genetik olarak NEP Uretiminin
engellendigi farelerle yapilan calismalarda, korteks ve hippokampustaki A seviyelerinde artis
saptanmistir (7). RAGE (ileri Glikasyon Son Uriinleri Reseptérii) ve LRP1 (Diistik-yogunluklu
lipoprotein reseptor-iliskili protein), kan beyin bariyerindeki endotel hiicre membraninda
yerlesim gosteren ve AB’nin transportunda rol oynadiklari dustnilen iki farkh reseptordr.
RAGE, AB’y! kandan beyne dogru tasirken LRP1 ise tam tersi yonde beyinden kana dogru
tasimaktadir (8). Gunimizde ¢ogu arastirmaci icin diger formlara kiyasla AB’nin oligomer
formlari, noronlar icin en toksik olan patojenik yapilardir ve AH patogenezinde merkezi bir
role sahiptir. Daha onceki calismalarda kullanilan klasik ELISA élciim yéntemleri ile AB’nin
yalnizca monomer formlari degerlendirilebilmektedir (9). Fakat AB’nin oligomer formlarinin
AH patogenezinde daha etkin bir rol oynadiginin anlasilmasi sonucu AP oligomerlere yonelik
calismalarin sayisi giderek artis gostermektedir.

AB peptidin disinda Alzheimer’l hastalari, diger tip demansli hastalardan veya saglikli
yasli bireylerden ayirmak amaciyla kullanilabilecek pek c¢ok tanisal biyobelirte¢ adayr 6ne
strdlmastir. Bu biyokimyasal molekiller arasinda sLRP1, sRAGE ve neprilizin de yer
almaktadir. AH’nin ayirici tanisinda sSLRP1 ve neprilizinin kullanildi§i ¢ok az sayida ¢alisma
bulunmaktadir (10, 11). Alzheimer’li hastalardaki plazma sSRAGE dizeylerini inceleyen kisith



sayidaki ¢alisma neticesinde dolasimdaki total SRAGE miktarlarinin saglikh yasl bireylere
gore daha dusiik oldugu gosterilmis fakat bu disusiin hiicre membranindan kopup ayrilan
kesilmis RAGE (tRAGE) formunda mi yoksa hiicre tarafindan endojen olarak sentezlenen
SRAGE formunda (esRAGE) mi gerceklestigi heniiz aydinlatilabilmis degildir.

Karaciger ve bébrekler, plazmadaki AB’nin temizlenmesinden sorumlu olan iki major
organdir. Plazma AR konsantrasyonlar! ile serum kreatinin duzeyleri arasinda glcli bir
korelasyonun bulundugu ve bobrek fonksiyonlarindaki bozulmanin plazma AR seviyelerini
arttirdigr  gosterilmistir. Fakat AST, ALT ve GGT gibi karaciger fonksiyon testleri ile
dolasimdaki AP duzeyleri arasindaki korelasyonu inceleyen herhangi bir calisma
bulunmamaktadir (12). Ayrica karaciger enzim dizeyleri ile plazma AP seviyeleri arasinda
herhangi bir iliski saptanamaz ise dolasimdaki AP’nin temizlenmesinde hepatosit
fonksiyonlarindaki genel bozulmadan ziyade bazi arastirmacilarin da ©6ne sirdugu gibi
hepatosit hiicre membranindaki LRP1 miktarlarinin daha etkin rol oynadigina iliskin ilk 6n
veriler elde edilmis olacaktir (13).

Calismamizda CDR ve MMSE skorlamasi kullanilarak AH grubundaki hastalarin hafif,
orta ve agir evre olmak uzere alt gruplara ayrilmasi saglanip, farkli klinik evrelerde yer alan
hastalar arasinda AB seviyeleri agisindan farklilik bulunup bulunmadigi arastirilacaktir.
Literatirde ABP1-40, AR1-42, AB oligomer ile sLRP1, SRAGE, esRAGE ve neprilizinin birlikte
degerlendirildigi bir calismaya rastlanmamistir. Sonug olarak bu ¢alismadaki amacimiz:

1. Yas, cinsiyet, ila¢c kullanimi, Alzheimer’li hastalarla birinci derece akrabalik gibi AB’nin
dolasimdaki seviyelerini etkileyen parametreler géz 6niinde bulundurularak uygun eslestirme
yapilan sporadik Alzheimer hastalari ve demans agisindan saglikli bireylere ait plazma AB1-40
ve AB1-42 seviyelerinin 6lgllmesi ve bu sayede plazma A diizeylerini inceleyen daha 6nceki
calismalarin birbirleriyle tutarsizlik gosterme nedeninin agiklanmaya calisiimasi,

2. AB metabolizmasini etkileyerek AH patogenezinde rol oynayan sLRP1 ve sRAGE’nin
serum dizeyleri ile plazma AR seviyeleri arasindaki iligkinin incelenmesi,

3. Alzheimer’li hastalarda ilk defa serum esRAGE ve neprilizin diizeyleri hakkinda bilgi elde
edinilmesi

4. Serum esRAGE ve sRAGE seviyelerinin ilk kez es zamanli olarak o6lglilmesiyle
esSRAGE/sRAGE oraninin belirlenmesi



5. Bobrek fonksiyon testleri ve lipid profil seviyeleri ile dolasimdaki AP tirleri, sLRP1,
SRAGE, esRAGE ve neprilizin seviyeleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi ve ilk
defa karaciger fonksiyon testleri ile bu parametreler arasindaki iliskinin arastiriimasi,

6. Plazma oligomer AR seviyelerinin o6l¢ilmesi ve monomer formlarla olan iliskinin
arastiriimasi,

7. AP ile birlikte sLRP1, sRAGE, esRAGE ve neprilizinin tanisal acgidan duyarhilik ve

6zgullige olan etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastalgi

Alzheimer hastaligi (AH), bilissel yeteneklerde bozulma ve gunlik yasamsal
aktivitelerde azalma ile Kkarakterize, noropsikiyatrik semptomlarin  ve davranissal
degisikliklerin eslik ettigi ilerleyici ndrodejeneratif bir hastaliktir. Eriskinlerde demansin en sik
nedeni olup, tim demans vakalarinin Ugte ikisinden fazlasini olusturmaktadir (14). Yaklasik
100 yil kadar ©nce tanimlanmis olan AH, o doénemlerde nadir bir hastalik olarak
degerlendirilirken insan émrlndeki uzamaya paralel olarak giinimuzde sik goérilen bir saglik
sorunu haline gelmistir. Gerek kiside neden oldugu ciddi hastalik tablosu nedeniyle ve gerekse
hastaya bakan Kisilere yikledigi agir yuk sebebiyle dnemli bir halk saghgi problemidir.

AH ilk kez, 1906 yilinda ilerleyici zihinsel islev bozuklugu ve davranis degisikligi
yakinmalari ile hastaneye yatirilan, bes yil boyunca izlenen ve 6limi ardindan otopsisi yapilan
Auguste D. isimli kadin hastadan elde edilen verilere dayanilarak tanimlanmistir (15). 1850
yilinda dogan ve literatirde AH’nin ilk olgusu olma onurunu tasiyan Auguste D., 1890’larin
sonlarina dogru bellek ve dil bozukluklari seklinde demans semptomlari gelistirmeye baslamis,
kisa zamanda ciddi psikotik Ozellikler ve ajitasyonun eklenmesiyle birlikte 1901°de, muayene
edilecegi Frankfurt Akil Hastanesi’ne yatiriimistir. Alman psikiyatrist ve néropatologu olan
Alois Alzheimer, bu klinikte calisirken Auguste D. ile karsilasarak hastayi izlemeye baslamis
fakat 1902’de hocasi ve sizofreni hastaliginin da isim babasi olan Unli psikiyatrist Emil
Kraepelin’in daveti lzerine dnce Heildelberg’e, bir yil sonra da yine Kraepelin ile birlikte
Minih’e gitmistir. Auguste D.’nin 1906’da Frankfurt’daki klinikte Olmesi Gzerine Dr.
Alzheimer, eski calisma arkadaslarindan Auguste D.’ye ait klinik kayitlari ve beyin dokusunu
rica ederek hastaya ait beyin kesitlerinde amiloid plaklar olarak adlandirilacak miliyer odaklari
ve yine norofibriler yumaklar adini alacak intraseldler fibril birikintilerini tanimlamistir. Alois
Alzheimer’in  1906°’da Tubingen’deki Gineydogu Alman Psikiyatri Dernegi’nin 37.
Toplantisi’nda sundugu bu olguyu, bir yil sonra Genel Psikiyatri ve Adli Tip Dergisi’nde
“Serebral Korteksin Ozgiin Bir Hastaligi” bashigi ile yayinlanmistir. Literatire bakildiginda
hastaliga ismini veren kisinin Dr. Alzheimer’in klinik sefi Dr. Emil Kraepelin’in oldugu
gorilmektedir. Kraepelin, “Psychiatrie: Ein Lehrbuch fur Studierende und Aerzte” adh
donemin Unlu ders kitabinin 1913’teki baskisinda bu tur olgulara Alzheimer’in adini vermistir
(16).



Alois Alzheimer’in tanimladigi bu ilk olgu, gerek erken baslangic ve gerekse
davranissal belirtilerin 6n planda olmasi nedeniyle klinik tablo agisindan AH’nin atipik
vakalarindandir. AH, tipik olarak 65 yas Ustl bireylerde goriilmekte ve baskin olarak yakin
bellegin, dilsel ve vydariticu islevlerin bozuldugu, hastaligin ilerleyen dénemlerinde
noropsikiyatrik bulgularin da eklendigi hastalik tablosuyla karakterizedir (17). Auguste D.’nin
atipik 6zellik gostermesi sebebiyle, bu olgunun orijinal dosyasi son zamanlarda yeniden
bulunmus ve dosya bulgularina gore spekilasyonlar yapilarak aslinda olgunun tipik
ndrodejenerasyondan ziyade beynin aterosklerozuna bagh oldugu ileri strtdlmuistir. Bu
gelismeler Uzerine Auguste D’ye ait histolojik preparatlarin yeniden incelenmesi sonucu
serebral kortekste cok fazla miktarda norofibriler yumak ve amiloid plak oldugu gosterilmistir.
Bu durumda, Auguste D.’nin, buginin standartlariyla AH’nin patolojik tani kriterlerini
karsiladigi anlasiimaktadir (18). Bu ilk olgunun, gen¢ yasta olmasi nedeniyle 1970’lerin
ortalarina kadar AH, “pre-senil demanslar” kategorisi altinda ve nadir gorulen hastaliklardan
biri olarak siniflandinimistir. Fakat 1970’lerin ortalarindan itibaren, aslinda ¢ok daha sik
gorulen ve “kronik organik beyin sendromu” ya da “serebral skleroz” gibi adlar da verilen
“senil demansin”, AH ile ayni klinik antite oldugu anlasiimistir (19).

Gunlmizde AH, genellikle hastahigin baslama yasina gore siniflandiriimaktadir. 65
yasindan Once ortaya ¢ikan AH “erken-baslangicli” (EBAH) , 65 yasindan sonra ortaya ¢ikan
AH ise “gec-baslangich” (GBAH) olarak tanimlanir. EBAH ve GBAH olgulari arasinda
hastaligin baslangic yasi disinda belirgin bir klinik ve patolojik fark goriilmez (20). Literattrde
EBAH’nin “ailesel tip AH”, GBAH’nin ise “sporadik tip AH” olarak da isimlendirildigi
gortulmektedir. Ailesel tip AH, otozomal dominant kalitima sahiptir ve tim Alzheimer
olgularinin yalnizca %2’sini olusturmaktadir (21). Geriye kalan %98’lik kismi olusturan
sporadik tip AH’nda ise belirgin bir genetik kalip saptanmamakla beraber hastaligin

olusumunda, bircok genetik ve cevresel faktorin birlikte rol oynadigi dustinilmektedir (19).

2.1.1. Alzheimer Hastaligi’nin Epidemiyolojisi

Diinyada 35 milyon Alzheimer hastasinin oldugu tahmin edilmektedir (14). insan
omrindn her gecen giin uzadigr g6z éninde bulunduruldugunda, énimizdeki on yil i¢inde bu
sayinin 50 milyona, 2050 yilinda ise 115 milyona ¢ikacagi 6ngorilmektedir (22). Yasin
ilerlemesi ile birlikte AH prevalansinin (belli bir zaman kesitinde bulunan tim olgularin nifusa
orani) belirgin sekilde artti§i gozlenir. Dlnya genelinde yapilan prevalans calismalarinin
metaanalizi, 65-70 yaslari arasinda %4-5 kadar olan AH’nin, her bes yilda bir katlanarak



arttigini ve 90’1 yaslarda %50°’ye kadar ulastigini ortaya koymaktadir (6). Yasa-6zgul insidans
(belli bir zaman araliginda ortaya c¢ikan yeni olgularin sayisi) da yas araliklari arttik¢a hizla
artis gosterir. Jorm ve jolley’in meta-analiz ¢alismasinda, 65-69 ile baslayip 85-89 ile sonlanan
beser yillik yas katmanlarinda insidansin %1.6, %3.5, %7.8, %14.8 ve %26 seklinde katlanarak
arttigr goraldr (23). 90 yasin Uzerindeki bireylerin toplumdaki sikliginin az olmasi ve bu yas
grubundan elde edilen verilerin yetersizligi nedeniyle bu yas siniri tizerinde insidansin artmaya
devam edip etmedigi henlz netlestirilebilmis degildir. Bu veriler isiginda, AH baslangicini bes
yil geciktirecek bir tedavinin ortaya konmasi neticesinde hastalik prevalansinin %50 oraninda
azaltilabilecegi gorulmektedir (24).

Amerika Birlesik Devletleri’nin (ABD) Dogu Boston bdlgesinde toplum taramasi
seklinde yapilan bir calismada, 65 yas Uzeri yaklasik 3000 hasta ele alinmis ve AH’na ait
prevalans hizinin, 65 yas tzerinde %10.3, 85 yas Uzerinde ise %47.2 oldugu gosterilmistir (25)
(Sekil 1). Bugiin yaklasik olarak bes milyon Amerikali’nin bu hastaligin etkisi altinda oldugu
dustinulmektedir. Bu hastalarin %6’s1 65-74 yas araliginda, %44’ 75-84 yas araliginda ve
%46’s1 85 yas ve Uzerinde olup AH evrelemesinde %48’i hafif, %31’i orta ve %21’i ileri

evrede yer almaktadir (26).
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Sekil 1. Dogu Boston Calismasi’nda Alzheimer hastaligi prevalansi (25)

Literatlirde Turkiye’deki AH prevalansini degerlendirmeye yonelik oldukga az sayida
calismanin gerceklestirildigi goriilmektedir. 2008 yilinda Istanbul Kadikdy ilcesindeki 1019
katihmciyla gerceklestirilen Tirkiye Alzheimer Hastaligi Prevalansi Calismasi’nda, 70 yas
Uzerindeki bireyler arasinda AH prevalansinin %11 oldugu bildirilmistir (27). Bu prevalans
degerine gore Tlrkiye’de 250-300 bin Alzheimer hastasi oldugu varsayilmaktadir. Bir diger
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calisma Ankara’da gerceklestirilmis olup Hacettepe Universitesi i¢ Hastaliklari AD Geriatri
Unitesinde 1251 yaslinin (=60 yas) norolojik, laboratuvar ve radyolojik incelemelerle
degerlendirilmesi sonucu 120 Kkiside (%9.6) AH saptanmistir (28). Bu iki calismaya ait
bulgular, Bati Avrupa ulkeleri ve ABD’ye ait veriler ile paralellik tasimakta ve Ulkemiz
acisindan AH’nin 6nemli bir saglik problemi olduguna isaret etmektedir.

Nadir gorllen erken baslangicl ailesel tip Alzheimer hastalari goz ardi edildiginde
AH’nin, acik bir sekilde yash nlfusa ait bir hastalik oldugu ve 65 yasindan sonra gérilme
sikhginda belirgin bir artis gerceklestigi gortilmektedir. 65 yas Uzerindeki bireylerin genel
nifusa orani Tarkiye igin 2011 yili verilerine gore %7 civarindadir (29). Bu rakamlar ABD’de
2010 yih igin %13 (30), Avrupa Birligi’nde 2009 yili igin %17’dir (31). ABD’de 1950-2000
yillari arasinda 65 yas Gzerindeki yaslilarin sayisinda 3.3 kat artis ve ayni zaman dilimi icinde
85 yas ve Uzerindekilerin sayisinda ise 9.5 kat artis olmustur (30, 32). 2050 yilinda diinya
nifusunun %22’sinin 65 yasin zerinde olacagi éngoriulmektedir (33). Bu rakamlar, artan yasli
nifusu ile birlikte logaritmik olarak artis gosteren AH’nin, gelecekte en 6nemli saghk
sorunlarindan biri olacagi izlenimini vermektedir.

AH, yiiksek mortalite oranlarina sahiptir ve gelismis Ulkelerdeki 6lim nedenleri
arasinda tim yas gruplari icin altinci sirada, 65 yas Ustl bireylerde ise besinci sirada yer alir
(34). Diger 6nemli 6lim nedenlerinden farkli olarak AH’na bagli mortalite oranlari, ilerleyen
yillar icinde belirgin sekilde artis gostermistir (Sekil 2). ABD’de 2000-2008 yillari arasindaki
dénem icin AH’na bagh 6limlerde %66’lik bir artis gerceklesmis iken bir numarali 6l1Um

nedeni olarak kabul edilen kalp hastaliklarinda %13’luk azahsla karsilasiimistir (34).
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Sekil 2. ABD’de 6nde gelen 6lum nedenlerinden bazilarinin 1958-2008 yillari arasindaki degisimi (34)
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Alzheimer Dernegi’nin (Alzheimer’s Association) 2012 yili raporunda, AH’na ayrilan
ABD ulusal bitgesinin 200 milyar dolar oldugu belirtilmistir (35). AH nin diinya genelindeki
maliyetine bakildiginda ise isvec’teki Karolinska Enstitiisi-Alzheimer Arastirma Merkezi
tarafindan verileri belirli araliklarla glncellenen Dunya Capinda Demans Maliyet
Veritabani’nda, 2009 yil icin AH’na 422 milyar dolar harcandigi hesaplanmistir (36). Bu
veriler g6z 6nunde bulunduruldugunda AH’nin ekonomik agidan agir yuk getiren 6nemli bir

toplumsal saglik problemi oldugu acikca gorilmektedir.

2.1.2. Alzheimer Hastaligi’nin Genetigi

AH, genetik agidan kompleks norolojik bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Sporadik
tip AH’nda genetik faktorler, hastaligin gelisimi icin cevresel faktorlere yatkinlik zemini
olusturan birer risk faktéri niteligindedir. Ailesel tip AH’nda ise otozomal dominant gecisle
hastaliga kesin olarak yakalanma s6z konusudur. Fakat AH, Mendelian kalitim agisindan da
heterojenite gosteren poligenik/multiallelik bir hastaliktir. Yani birden fazla kromozomdaki
gen lokusuna ait cok sayida farkli mutasyon, ayni hastaliga yol agmaktadir (19). Otozomal
dominant (OD) gecisten sorumlu olan simdiye kadar 3 ayri gen bulunmustur; amiloid prekdirsor
protein geni (APP, 21. kromozom), presenilin 1 geni (PSEN1, 14. kromozom) ve presenilin 2
geni (PSEN2, 1. kromozom) (37). Bu genlerin kodladigi (i¢ protein de normal islevleri ¢ok iyi
bilinmeyen, néronal plastisitede rol oynadiklari 6ne sirllen transmembran proteinlerdir (19).
Anilan genlerdeki mutasyonlar sonucu AP42 (amiloid beta 42) dretiminde artisla
karsilasiimaktadir (38, 39). APP genindeki mutasyonlar, ailesel AH’nin az bir kisminin (%5)
sebebi iken PSEN1’deki mutasyonlar en fazla %50’sini olusturur. Fakat bu mutasyonlarin
saptandigi hastalar, tim AH olgularinin yalnizca %21’lik kismini olusturmaktadir (40) (Sekil 3).

PSEN1
APP
%8-50 <
Sporadik Ailesel i i
Alzheimer . Aizheimer |
Hastalidi 4 Haﬁhgl
%99
? PSEN2
' <%1
Alzheimer Hastahig: "z

Sekil 3. AH tipleri ve baslica mutasyonlar. Alzheimer hastalarinin %99’u sporadik tip AH iken olgularin
yalnizca %1’ Ailesel tip AH’na sahiptir. Ailesel tip AH’ndaki mutasyonlarin %8-50’si presenilin 1, %5’i
APP ve ~%1’i presenilin 2°de gorulir. Fakat geriye kalan olgulara ait mutasyonlar heniiz tanimlanabilmis
degildir.
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Ailesel AH ile iliskilendirilen ilk mutasyon, John Hardy ve ekibi tarafindan 1991
yilinda bildirilen APP’nin yanlis anlamli (missense) bir mutasyonudur (41). Butin APP
mutasyonlari, AP (amiloid beta) olusumunda 6nemli rol oynayan proteolitik kesim
noktalarinda ya da bu noktalara ¢ok yakin bdlgelerde kimelenme gosterir (42). Down
sendromlu kisiler, 21. kromozomun (¢ kopyasini tasimakta (trizomi 21) ve dolayisiyla 21.
kromozomun uzun kolunda yerlesim gosteren APP geninin fazladan bir kopyasina sahip olarak
artmis miktarda APP proteini sentezlemektedir. Sonug olarak bu kisiler 6murleri boyunca APP
proteolizinden Uretilecek daha fazla AP’yr beyinlerinden temizlemek zorundadir. Down
sendromlularin, 30’lu yaslardan itibaren hemen daima AH’nin noropatolojik degisikliklerini
gostermeye basladiklari bilinmektedir (19).

Peter George-Hyslop ve ekibi tarafindan 1995 yilinda PSEN1 geni klonlanmis ve bu

gen lzerinde AH’na neden olan bir mutasyon tanimlanmistir (43). Ayni yil icinde presenilin 1
proteini (PS1) ile %80 homoloji tasiyan Presenilin 2 proteinini (PS2) kodlayan PSENZ2
geninde, OD-AH’na neden olan bir mutasyon bildirilmistir (44, 45). PSEN1 mutasyonlari
ailesel AH’nin en sik (~%50) sebebi iken PSEN2 mutasyonlari oldukca nadir (<%1)
gorilmektedir (40). Her 2 gendeki mutasyon da y-sekretaz aktivitesini etkileyerek AR nin daha
toksik formu olan AB42 Uretiminin artmasina neden olmaktadir (37). PSEN1’deki mutasyonlar,
24-60 yaslari arasinda baslangi¢ gosteren bir hastaliga yol agarken PSEN2 mutasyonlarinda
baslangi¢ yasi genellikle daha ileri olup 44-71 yas arasinda degisir (46).
PSEN1 tarafindan kodlanan PS1, ~43 kDa agirliginda membrani dokuz kez kateden ¢ok gegisli
(multipass) transmembran bir proteindir (47). PS1’in, y-sekretaz enzim kompleksinin merkezi
bir parcasi olmasi nedeniyle APP’nin C-terminal bolgesinin kesilmesinde ve sonug olarak AP
peptidlerin retilmesinde O6nemli bir rolu bulunmaktadir (48). PSEN1 geninin delesyona
ugratildigr PSEN1-/- néronlarda, AP Uretimi sekteye ugrarken APP’nin C-terminali birikim
gosterir (49).

PSENZ2 geni, 1. kromozomun uzun kolunda (1q 42.1) yerlesim gostermekte ve PS1 ile
homolog olan PS2 proteinini kodlamaktadir (44). PS1 ve PS2 proteinleri arasinda %67
benzerlik vardir, proteinlerin transmembran domain’lerinde bu benzerlik %95’e ulasir (50).
Hicre icinde PS1 ile ayni kompartmanlarda bulunmakta ve y-sekretaz enzim kompleksinin bir
bileseni olarak gorev yapmaktadir (51).

Ailesel AH’ndan farkl olarak sporadik AH icin genetik faktorlerin roll tartismahdir.

Epidemiyolojik calismalar, sporadik AH’nin gelismesinde genetik ve ¢evresel pek ¢ok faktorin
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birlikte rol aldigini gostermistir. Sporadik AH icin kanitlanmis tek gen Apolipoprotein E
(APOE)’dir (52). Fakat APOE geni, polimorfizmleriyle dogrudan belirleyici olmaktan ziyade
hastaligin ortaya ¢ikisinda risk faktort olarak rol oynamaktadir (19). Hastaliga olan duyarliligi
arttirmasi nedeniyle duyarlilik veya yatkinlik geni olarak da kabul edilir (53). APOE geni,
kolesteroluin tasinmasi ve metabolizmasinda gorev alan apoE proteinini kodlamaktadir (19). Bu
protein, toplam 299 aminoasit rezidlsunln ikisinde (112 ve 158. pozisyon) arjinin ve/veya
sistein bulunmasiyla farkhlasan €2, €3 ve e4 olmak Uzere tg¢ ayri allelik forma sahiptir. Allelik
formlar (¢ ortak homozigot fenotip (€2/2, €3/3, €4/4) ve U¢ ortak heterozigot fenotip (€2/3,
€2/4, €3/4) olusturur (54). Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa’daki normal populasyonlarda en
stk €3 (%70-80) gorulirken, €4’ln sikhgr %10-20, €2’ninki ise %5-10"dur. Sporadik AH’nda
€4 sikhgr ikiye katlanarak %40’a ulasir (19). €4, AH riskini doza bagl bir sekilde
arttirmaktadir. €3/3 referans grup olarak alindiginda, €3/4 tasiyanlarda 2 kat, €e4/4 tasiyanlarda
ise 7 kat artmis riskle karsilasiimaktadir (55). Fakat bu veriler, genellikle beyaz (Caucasian)
toplumlarin yer aldi§i calismalardan elde edilmis olup Hispanikler veya Amerikali siyahlar ile
gerceklestirilen calismalarda daha az tutarhlhk gosteren sonuclarla karsilasiimistir (37). €4
sikhgr ve patolojik rolt icin cografik farkhliklar ileri surilmustir. Bazi arastirmacilara gore
Avrupa’da, kuzeyden giineye sikhgi azalacak sekilde bir gradyan mevcuttur. Ornegin, €4
sikligit  normal popllasyonda kuzeyde (Finlandiya’da) %24 bulunurken, guneyde
(Yunanistan’da) %°5.6 gibi kiglk bir orana kadar inmektedir. Turkiye’de gergeklestirilen TAPS
calismasinin olgu-kontrollii kisminda, €4 sikligi normal kontrollerde %8, buna karsilik AH
grubunda %15 bulunmustur (19). €4 allelinin varhigi, AH riskindeki artisin yani sira hastaligin
daha erken yasta baslamasiyla da iliskili bulunmustur. €4 allelinin etkisi, dzellikle 70 yas
oncesi ve erkek cinsiyette daha belirgindir (37). €2 alleli ise hastaliga karsi koruyucu 6zellik
gostererek AH riskini azaltmakta ve hastalik baslangic yasini geciktirmektedir (19).

ApoE, baslica Kkaraciger tarafindan dUretilen bir plazma proteinidir. Diger
apolipoproteinlerden farkli olarak santral sinir sisteminde de sentezlenir (56). Apo E’nin, AP
peptidlerine baglanabilme 6zelligi bulunmaktadir (57). Bu baglanmanin, Alzheimer
hastalarinin beynindeki amiloid dizeylerini nasil etkiledigine dair iki varsayim ortaya
atilmistir. i1k varsayima gore; ApoE €4 alleli, AR peptidleriyle daha stabil kompleksler
olusturmakta ve AP yapisinin polimerizasyonu ile fibril formuna dontsmesine yardim
etmektedir. Bu sayede muhtemelen AB’nin agregasyonunu hizlandirici etki gostermektedir (58-

60). Bu dusiinceyi destekler sekilde apoE €4 tasiyan Alzheimer hastalarinin beyinlerinde Af
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birikiminde artis bulunmustur (61, 62). ikinci varsayim, apoE-AB kompleksinin olusumu ve
bu komplekslerin apoE reseptorlerine baglanmasi seklinde iki asama icerir. €2 ve €3 alleli, e4’e
gore AB ile daha yogun etkilesime girmektedir (63, 64). €4’in, AB’ya baglanmada €2 ve €3’e
gore daha basarisiz olmasi ve glial hicrelerde ya da kan-beyin bariyeri (KBB) endotelinde
bulunan apoE reseptérlerinin, €4’e daha az afinite gostermesi neticesinde AB peptidlerin
beyinden temizlenmesinde yetersizlik ortaya ¢ikmaktadir (63). €2 ve €3 ile kompleks olusturan
AB’nin, €4-AB komplesinden daha hizli bir sekilde KBB’den transport edilerek plazmaya
dogru temizlenmesi bu varsayimi desteklemektedir (65). Sonug olarak AB’ya daha az baglanan
fakat baglandi§i durumlarda daha stabil kompleksler olusturan apoE €4’un, A agregasyonunu
arttirmak ya da temizlenmesini azaltmak Gzerinden hastalik patogenezine Kkatkisi
bulunmaktadir.

APOE €4 alleli, ailesel AH’nda gortilen APP, PSEN1 ve PSEN2 gen mutasyonlari gibi
hastaligin ortaya cikisina yol agmayip, ortaya ¢ikma olasthgini arttiran bir risk faktéri gibi
davranmaktadir. Zira €4 allelini tasiyan bireylerin hepsinde AH ortaya ¢cikmadigi gibi, bu alleli
tasimayan bireylerde de AH gorilebilmektedir. Diger bir ifadeyle bir yatkinlik geni olan ApoE
€4 allelinin varhgi, hastalik baslangici igin ne zorunlu ne de vyeterlidir (37). Sporadik
Alzheimer hastalarinin %60°1 €4 alleli tasimazken, €4/4 homozigotu olan hastalar tim
Alzheimer hastalarinin yalnizca %2-10’unu olusturur (66). AH riski tasiyan kisileri saptamak
icin APOE genotip tiplemesinin kullanilmasi 6nerilmez. APOE genotip bilgisinin, hastalik
tahminindeki yarari sinirh kalmaktadir. Yeterli tanisal duyarlilik ve 6zgullige sahip olmadigi
bircok calismada gosterilmistir (67). Ayrica €4 alleline ait risk degerlerinin, tim etnik grup ve
cinsiyetler icin gegerlilikleri heniiz net olarak ortaya konabilmis degildir. Tum bunlara ek
olarak, APOE genotip bilgisini kullanarak, AH baslangi¢ yasini tahmin etmek muimkin
degildir (37).

Sporadik AH olgularinin ~%60’inda ApoE €4’Un saptanmamis olmasi diger genetik
faktorlerin de mevcut olabilece@i disincesini giindeme getirmistir. Sporadik AH igin risk
faktoru olusturdugu distnulen birgok gen Uzerindeki tartismalar halen surmektedir. Bugiine
kadar yapilan calismalarda 100 civarinda genin AH icin risk faktort olabilecegi 6ne strtlmas
ve bazi toplumlarda bu genlerin bazi allelleri ile AH arasinda baglantilar gosterilmistir. Diger
taraftan, incelenen her toplumda bdyle bir baglanti bulunamamistir. Genom Boyu Asosiasyon
Cahismalarinda, kromozom 6, 9, 10 ve 12’de hen(z genleri tanimlanmamis aday bolgeler tutarl

bir sekilde isaret edilmistir (37). Ozellikle 12. kromozom Uizerindeki bélgede yer alan (i¢ genin
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(02-makroglobulin, OLR1, LRP1), AH ile baglantisi gesitli calismalarda incelenmistir. Ancak
literatiirde pozitif iliski gésteren yayinlarin yani sira herhangi bir iliski bulmayan yayinlar da
vardir (68, 69). Yine de s6z konusu genlerin bazilarinin APP ve APOE metabolizmasinda
dogrudan rol aliyor olmalari, bu genler (zerinde daha c¢ok calisiimasi gerektigini

dustindurmektedir.

2.1.3. Alzheimer Hastaligi’nin Tanisi ve Biyobelirtecgler

AH’nin tanisi icin yayinlanmis olan NINCDS-ADRDA (National Institute of
Neurological and Communative Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related
Disorders Association) ve DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
4th edition) kriterlerinin her ikisi de klinik pratikte yaygin bicimde kullaniimaktadir. NINCDS-
ADRDA (Tablo 1) ve DSM-IV (Tablo 2) kriterleri, sinsi baslangi¢ ve yavas seyirli bir
tempoyla gunluk yasam aktivitelerini bozan en az iki kognitif bozuklugun varhigini AH’nin
tanisi igin zorunlu kilmaktadir. Ayrica bdyle bir tabloya yol acabilecek sekonder nedenlerin
(sistemik, norolojik, psikiyatrik) dislanmis olmasi gerekmektedir. Bu kosullarin
gerceklestirildigi tipik tabloya DSM-IV “Alzheimer Tipi Demans”, NINCDS-ADRDA ise
“Muhtemel Alzheimer Hastaligi” adini vermektedir. Ayrica akut baslangi¢ ve hizl seyir gibi
beklenmedik o6zelliklerin gdzlenmesi, klinisyenin demans nedeni olarak disunmedigi fakat
demansa yol acabilen ikinci bir hastaligin varligi (inme ve hipotiroidi gibi) ve hastada izole tek
bir ilerleyici kognitif bozuklugun bulundugu atipik tablolar icin NINCDS-ADRDA, “Mimkin
Alzheimer Hastahgi” adini kullanmaktadir. Her iki tani seti icin de hastaligin kesin tanisi,
otopside alinan doku incelemesi sonucu patolojik olarak konulmaktadir (70, 71).

Klinik tani kriterlerine gore AH tanisinin ilk basamagini, unutkanlik yakinmasi ya da
demans slphesi ile basvuran hastanin gercekten de demansli olup olmadiginin ortaya
konulmasi olusturur. Taninin bundan sonraki basamagi, var olan demans tablosu icinden
Alzheimer hastaliginin taninmasidir. Fakat tipik AH paternine sahip ve sistematik inceleme
sonrasinda baska demans nedeni olmadigi gosterilen hastalara bile en fazla ylksek olasilikli
AH tanisi verilebilmektedir. Bir baska deyisle mevcut durumda sadece patologlar kesin AH
tanisi koyabilmektedir (19, 2). NINCDS-ADRDA ve DSM-IV kriterlerine gore, yiksek
olasilikli AH tanisi alan ve sonradan otopsi yapilan hastalarin %66-87’sinde kesin Alzheimer
hastaligl ¢ikmaktadir (72-78). AAN (American Academy of Neurology)’nin 2001 yilinda
yayinlamis oldugu demans tani rehberinde, AH tanisi icin NINCDS-ADRDA ve DSM-IV
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kriterlerinin guvenilir oldugundan bahsedilmistir (79). Fakat her iki tani seti de AH’nin
taninmasi igin kabul edilebilir dlzeyler saglasalar da tanisal kesinlikten uzak olduklari agiktir
(19).

Tablo 1. NINCDS-ADRDA Alzheimer hastaliginin klinik tani kriterleri

I. MUHTEMEL Alzheimer Hastahgi klinik tani kriterleri sunlari igerir:

- Klinik muayene ile saptanan, Mini-Mental Test, Blessed Demans Olcegi ya da benzer bir test ile
dokiimante edilen ve noropsikolojik testlerle de dogrulanan demans tablosu;

- Iki ya da daha fazla kognitif siirecte bozulma;

- Biling bozuklugu yok;

- Baslangi¢ 40-90 yaslari arasinda, buyik siklikla da 65 yasindan sonra;

- Bellek ya da diger bilissel streglerde ilerleyici bozukluda yolacabilecek sistemik ya da beyne ait
baska bir hastalik yok.

Il. MUHTEMEL Alzheimer Hastali§i tanisi sunlarla desteklenir:

- Dil, motor yetenekler ve algi gibi 6zgll kognitif islevlerde ilerleyici bozulma;

- Glnluk yasam aktivitelerinde bozulma ve davranis biciminde degisme;

- Ailede benzer bozukluk dykusi (6zellikle patolojik olarak kanitlanmissa);

- Laboratuarda:

Standart tekniklerle normal lomber ponksiyon,

EEG’nin normal olmasi yada yavas dalga aktivitesinde artis gibi non-spesifik degisiklikler,
BT de serebral atrofiye iliskin bulgular ve seri incelemelerde bu bulgularin ilerleyisi.

I11. Alzheimer hastah§i disindaki nedenler dislandiktan sonra, MUHTEMEL Alzheimer Hastaligi tanisi ile
uyumlu olabilecek diger klinik 6zellikler sunlardir:
- Hastaligin seyrinde platolar;
- Depresyon, uykusuzluk, inkontinans, hezeyan, illlizyon ve halisinasyonlar, verbal, emosyonel
ya da fiziksel katastrofik patlamalar, cinsel bozukluklar ve kilo kaybi gibi eslik¢i bulgular;
- Bazi hastalarda, 6zellikle hastahigin ileri ddnemlerinde, kas tonusunda artis, miyoklonus ya da
yurtime guclugu gibi diger nérolojik bozukluklar;
- Hastahgin ileri evresinde ndbetler;
- Yas icin normal BT.

IV. MUHTEMEL Alzheimer Hastali§i tanisini belirsizlestiren ya da ihtimal disina ¢ikaran ézellikler sunlardir:
- Inme tarzinda ani baslangig;
- Hemiparezi, duysal kayip, gérme alani defektleri ve inkoordinasyon gibi fokal nérolojik
bulgularin hastaligin erken evrelerinde bulunmasi;
- Nobetler ya da yriyus bozukluklarinin, daha baslangicta ya da hastaligin ¢cok erken
evrelerinde bulunmast;

V. MUMKUN Alzheimer Hastaligi tani kriterleri sunlardir:

- Demansa neden olabilecek dider nérolojik, psikiyatrik ya da sistemik bozukluklar olmaksizin,
baslangic, prezantasyon ya da klinik seyirde varyasyonlarin bulunmasi durumunda konulabilir;

- Demansa neden olabilecek, ancak demansin nedeni gibi gériinmeyen ikinci bir sistemik ya da
beyin hastaliginin bulunmasi durumunda konulabilir;

- Diger belirlenebilir nedenlerinin dislandigi, tek ve yavas ilerleyici bir bilissel bozuklugun
bulunmasi durumunda, arastirma ¢alismasi amagh olarak kullanilabilir.

VI. KESIN Alzheimer Hastalii tanisi kriterleri sunlardir:
- Muhtemel Alzheimer Hastaligi klinik kriterleri;
- Biyopsi ya da otopsiyle elde edilen histopatolojik kanitlar.
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Tablo 2. DSM-1V Alzheimer Tipi Demans igin tani kriterleri

A. Birden fazla kognitif alani iceren bozukluk, asagidaki iki maddeyi de kapsayacak seklinde ortaya ¢ikar:

(1) Bellek bozuklugu
(2) Asagida siralanan kognitif bozuklardan en az biri:
(a) Afazi
(b) Apraksi
(c) Agnozi
(d) Yurutuct islevlerde bozulma

B. Al ve A2 kriterlerinde tanimlanan bilissel bozukluklar toplumsal ve mesleki islevselligi ciddi bicimde
bozmakta ve eski islevsellik diizeyine gore anlamli bir gerilemeyi temsil etmektedir.

C. Seyir, sinsi baslangi¢ ve yavas ilerleyici kognitif yikim dzelliklerindedir.

D. Al ve A2 kriterlerinde tanimlanan bilissel bozukluklar asagida siralanan nedenlerden herhangi birine
baglh degildir:

Bellek ve diger bilissel islevlerde ilerleyici bozulmaya neden olabilecek merkezi sinir
sistemine ait diger durumlar

(2) Demansa neden olabilecegi bilinen sistemik

(3) ilaglar ve madde kullanimi ile ilgili durumlar

E. Bozukluklar delirium seyri disinda ortaya ¢ikmistir.
F. Bozukluk baska bir Eksen I hastaligi ile aciklanabilir nitelikte degildir.

AH tanisi icin hastaya uygulanabilecek spesifik bir laboratuvar testi yoktur ve tani
timdayle Kklinik kriterlere dayanilarak konulur. Fakat klinik tani almis bir hastanin, en az iki
kognitif alaninin bozuldugu ve gunluk yasam aktivitelerinin de etkilendigi distnaldugunde bu
durumun yeterince gecikmis bir hastalik dénemini yansittigi gorilmektedir (19). Oysa
beyindeki patolojik birikimler herhangi bir klinik bulgunun gézlenmesinden ¢ok daha erken bir
dénemde ortaya ¢ikmaya baslamaktadir (80). Bu nedenle 6zellikle hastaligin erken dénemlerini
kapsayacak sekilde hem pratik uygulamada hem de klinik ¢alismalarda kullanilacak tanisal bir
biyobelirtece ihtiyagc duyulmaktadir. AH’nin  kesin tanisi  6lim sonrasi patolojik
degerlendirmelerle ortaya konabilmektedir ki hastaligin seyrine midahale olanaklarinin sinirli
oldugu yakin tarihlere kadar bu durumun klinik olarak pek de sakinca olusturmadig
gorilmektedir. Fakat hastaligin norobiyolojisinin kavranmasindaki bas donduriicu gelismeler
dogrultusunda etyopatogenetik mekanizmalari hedefleyen ve cogu faz 2 veya faz 3 evresine
gelmis olan tedavi arastirmalarinin gerceklestirildigi giinimuz icin taninin klinisyen tarafindan
konulmasi daha fazla 6nem kazanmistir (19).

Bircok arastirmaciya gore AH igin ortaya konulacak bir biyobelirte¢, sadece hastaligin
tanist icin degil hastalik ilerleyisinin ve yeni ila¢ etkinliklerinin izlenmesi icin de

kullanilabilmelidir. Bu konuya iliskin olarak ABD’deki NIA (National Institute on Aging) ve
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Ronald and Nancy Reagan Research Institute of the Alzheimer’s Association’in birlikte
yayinladiklari uzlasi raporu bulunmaktadir. Bu rapora gore tanisal bir belirteg, AH’ni diger tip
demanslardan, saglikli yasl bireylerden ve diger ndrodejeneratif hastaliklardan ayirt
edebilmeli, hastaligin seyrinin takip edilmesinde ve yeni gelistirilen ilaclarinin etkinliklerinin
degerlendirilmesinde kullanilabilmelidir. Ayrica AH ile ilgili temel patolojik olaylari
yansitabilmeli ve otopsi sonrasi noropatolojik olarak dogrulanmis hastalarda en az %80
duyarhihk ve %80 6zgullik ile hastaligi saptayabildigi gosterilmelidir. Bununla birlikte ucuz
olmali, tekrar edilebilmeli ve beyin omurilik sivisi (BOS), kan ya da idrar gibi viicut sivilarinda
saptanabilmelidir (81).

AH’nda biyobelirte¢ gelistirilmesi amaciyla sag, tikurik, idrar ve deri 6rnegi gibi
bircok biyolojik materyal calisiimis olsa da arastirmalarin buyiuk kisminda BOS ve
plazma/serum kullaniimistir (82). Gectigimiz yillar icinde cesitli gruplar, Alzheimer’li
hastalarin BOS ve plazma/serum drneklerini normal kognitif fonksiyonlu kontrol bireyleriyle
ve/veya diger norodejeneratif hastaligi olanlarla karsilastirmislardir. Bu c¢alismalarda amiloid
depolanmasi, sinaptik dejenerasyon, oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, kronik SSS (santral
sinir sistemi) enflamasyonu ve néronal dejenerasyonla iliskili pek ¢ok protein veya molekilin
arastirilldigr gortlmektedir (1). AH’nda buglne kadar arastirilan biyobelirtegler arasinda en
fazla umut vaat edenler, AB42 peptidi ve tau proteinidir (83). AH’nda AP42 seviyelerinin
BOS’ta belirgin olarak disik oldugu gosterilmistir. Selektif olarak AB42’de nicin dusls
meydana geldigi henliz tam olarak netlestirilebilmis degilse de konuya iliskin olarak 6ne
stirillen varsayimlar arasinda BOS’taki AB42 agregatlarinin klasik yontemlerle élgtilememesi
veya AB42’nin amiloid plaklar iginde ¢okmesi sonucunda BOS’a gecisinin azalmasi gibi
aciklamalar yer almaktadir (1). BOS AB42 diizeylerini degerlendiren calismalarin bir kisminda
duyarhihk ve 0Ozgllluk hesaplamasina gidilmis ve 0&zellikle tau proteinleriyle birlikte
kullanildiginda, AH tanisinda yeterli duyarhilik ve 6zgullige sahip oldugu gdsterilmistir (84-
87). Fakat saglikh bireylerin yani sira diger norodejeneratif hastaliklarin veya AH disi
demanslarin calismaya dahil edilmesiyle birlikte 6zgulluk degerlerinde dlsus ortaya
cikmaktadir (88, 89). Ayrica BOS AP42 seviyeleri, hastalik stiresince sabit kalarak prognozu
yansitmakta yetersiz kalmaktadir (90, 91). Hem bu nedenlerle hem de BOS’un elde
edilmesinde invaziv bir islem olan lomber ponksiyonun gerekli olmasi sebebiyle kan ve idrar
gibi kolay elde edilebilen vicut sivilarinin kullanildigi calismalar, daha fazla ilgi ¢eker hale

gelmistir (1). Bu konuyla iliskili olarak Alzheimer hastalarinin plazma ve serumunda ¢ok
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saylda biyokimyasal parametre degerlendirilmis fakat cahisilan biyobelirteclerden higbirisi
henliz %80’i asan duyarlilik ve 6zgullik degerlerine ulasamamistir (82). Bu ¢alismalardan elde
edilen deneyimler sayesinde tek bir biyokimyasal belirtece bakmak yerine birden fazla belirteci
kullanmanin daha yararli oldugu anlasiimistir.

Gunimizde AH icin gelistirilen tedavi sekillerinin, beyindeki AP olusumunu
engellemeye ya da mevcut AB’y! bloke etmeye yonelik olmasi nedeniyle hastalarin tedaviye
yanitinin izlenmesinde, dolasimdaki AR seviyelerini Olgmenin gerekli olacagi Uzerinde
durulmaktadir (92). Bu sebeple AH ile iliskili biyobelirtecler arasinda plazma AB’nin biyiik
onem tasidi§i gorilmektedir. Gunimizde plazmadaki serbest ve badli AB’y1 net bir sekilde
degerlendirecek, dolasimdaki monomer ve oligomer AB formlarini Olcerek birbirleriyle
iliskilendirecek ve plazma AB’nin tanisal dogrulugunu arttiracak olan ¢alismalar giderek 6nem
kazanmaktadir (93).

2.1.4. Alzheimer Hastaliginda Noropatolojik Degisiklikler

AH’nda makroskobik olarak beynin atrofiye ugrayarak kiculdigl, serebral giruslarin
diuzlestigi ve sulkuslarin genisledigi gozlenir (94). Bu degisikliklerden genel olarak temporal
lob (6zellikle hipokampus ve parahipokampal girus) daha az olarak da frontal ve parietal loblar
etkilenir. Fakat frontal lobdaki presentral girus ve parietal lobdaki postsentral girus, hastaligin
son evrelerine kadar saglam kalabilmektedir (95). Fikse edilmis beyin dokusundan alinan
orneklerde kortekse ait gri cevher oldukga incelmis gorulir. Beyaz madde, normal gérinim ve
yapidadir ancak hacim olarak azalma izlenir. Parankim kaybina sekonder olarak ventrikler
sistemde 6zellikle de lateral ventrikillerin temporal boynuzlarinda genisleme ortaya ¢ikar.
Mikroskobik olarak intraselliler nérofibriler yumak (NFY), ekstraseltler yerlesimli amiloid
plak (AP), granllovakuoler dejenerasyon (GVD), Hirano cisimcigi, amiloid anjiopati, sinaps
kaybi, noritik dendritik uzantilarda kigilme, néron kaybi ve gliozis temel patolojik bulgulari
olusturur (94). Ozellikle hiperfosforile tau proteinlerinden olusan “NFY” ve AB peptid
birikimleri olan “AP”, patolojik tani agisindan 6nem tasiyan iki énemli bulgudur. Ancak
AH’nin patolojik olarak kesin tanisi icin NFY ve AP’larin saptanmasi gerekli ancak yeterli
degildir. Her iki lezyon da hem normal yaslanmada hem de bazi baska norodejeneratif
hastaliklarda gorulebilir. Bu nedenle AH’nin kesin tanisi icin NFY ve AP’larin belli bir
ndroanatomik dagilimda ve belirgin olarak artmis miktarlarda olduklari gosterilmelidir. Normal
bir insanda, altmish yaslardan itibaren neokortekste AP’lar ve limbik sistemde NFY’lar

olusmaya baslar. Ancak titiz kliniko-anatomik korelasyon calismalari NFY’larin neokorteks,
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AP’larin ise limbik sistemde ve ‘noritik plak’ halinde gorunir olmalarinin AH icin %100’e

yaklasan duyarlilik ve 6zglllik gosterdigini ortaya koymustur (19).

NFY’in temel bileseni hiperfosforile olmus tau proteinidir (94). Normalde defosforile
halde bulunan tau, tubulin proteiniyle etkilesime girerek mikrotlballerin stabilize halde
kalmasini saglamaktadir. Tau-tubulin etkilesimi, tau’nun izoformuna ve fosforilizasyon
durumuna baghdir (19). NFY, 1sik mikroskopu preparasyonlarinda intranéronal yerlesimli
filament6z inklizyonlar olarak gorulir (94) (Sekil 4).

Sekil 4. Hcre ici yerlesim gosteren bir NFY.
[http://library.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS094.html]

NFY’lar, demans acisindan saglikli olan normal yash bireylerde de saptanir. Fakat
saglikli bireylere kiyasla ayni yastaki demansl bir hastada NFY sayisi daima artmistir (96).
NFY’larin  limbik sistemde birikip neokortekse gegmesi ve Kkortikal alanlarda
yayginlasmasinin; normal yaslanma, hafif kognitif bozukluk ve demans devamliliinin
patolojik karsihigi oldugu 6ne siriilmektedir (19).

AH’ndaki ikinci temel noropatolojik degisiklik AP’tir (94). AP’lar icinde biriken asil
AB peptid formunun, 42 aminoasitten olusan AP42 oldugu fakat daha az oranlarda 40
aminoasitlik AB40 (amiloid beta 40) formunun da plak yapisinda yer aldigi bildirilmistir (97).
ilk olustujunda monomer seklinde olan AP peptid, proteazlarca yikilamamasi ve beyin
parankiminden efektif olarak temizlenememesi sonucunda cevresel faktorlerin (Zn*? ve Cu*
gibi metal iyonlar, dusik pH ve oksidatif stres gibi) etkisiyle B-kirmali tabaka olusturacak
sekilde konformasyon degistirerek kendi Uzerine katlanir ve toksik AB oligomerlere dénisdir.
Cozunebilir olan AP oligomerleri bir sonraki asamada yine toksik olan fakat ¢oziinmeyen AP

fibrillere polimerize olur. AB fibriller ise ekstraselller AP’lar seklinde birikim gosterir (98).
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NFY’lara benzer sekilde AP’larin da toksik oligomerlerin etkisini sinirlamaya calisan bir
savunma mekanizmasi oldugu distincesi giderek gecerlilik kazanmaktadir (19).

Mikroskobik goruntmleri ve icerdikleri AB peptidinin yapisina gore “diffuz”,
“kompakt” ve “noritik” olmak tzere AP’larin baslica ug farkl tipi tanimlanmistir (Sekil 5).
Kompakt ve noritik plaklarda, plagin merkezinden periferine dogru uzanan isinsal tarzda AB
fibrilleri bulunmakta iken diffiiz plaklarda, blyik kismini oligomerlerin olusturdugu non-
fibriler formda AP yer almaktadir (19). Diffuz plaklar, AH’nin yani sira saglikli yasli
bireylerde de artmis miktarlarda gortlebilir. Diger plak formu olan kompakt plaklar,
cekirdegini fibriler AB’nin olusturdugu yuvarlak sekilli plaklardir. Noritik plaklar ise kompakt
plak cevresinde distrofik noritlerin ve reaktif glial hicrelerin yer aldigi bir plak formudur (94).
AH Kayit ve Saptama Konsorsiyumu’nun (CERAD) rehberliginde hazirlanan néropatolojik

tani kriterlerinde sadece ndritik plaklarin kullanildigi gorilmektedir (99).

Sekil 5. Diffiiz ve noritik plak gorinimleri. (A) Anti-AB antikorlartyla immiinhistokimyasal boyanmis
bir kesitte ¢ok sayida diffiiz plak, (B) Hematoksilen-Eozin (H&E) boyamasiyla bir noritik plak (94).

AP’larin AH’daki yerlesim ve ilerleme paterni, NFY’lardan farklidir. ilk birikim
NFY’larin tersine limbik sistemde degil, bazal neokortekstedir. ilerleyen siirecte cevre kortekse
ve hipokampal formasyona yayilim gerceklesir (100).

GVD terimi ilk kez 1911’de Simchowitz tarafindan senil demansli hastalarda gorilen
vakuoler sitoplazmik bir lezyon icin kullaniimistir (96). Bu lezyonlar genellikle hipokampusun
piramidal hucrelerinde (6zellikle CAl ve subikulum) gézlenmektedir (94). Etkilenen
hicrelerde birkag vakuol gorulmesi siktir ve cok sayida olduklarinda hicrenin seklini
degistirerek cekirdegi kenara itilebilir. Degisiklik H&E ve bircok glimus boyasi ile kolayca
goraliir ve granll yogun olarak boyanir (96) (Sekil 6).
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Sekil 6. H&E boyamasinda graniilovakuoler dejenerasyondan etkilenmis bir piramidal néron (sar
renkli ok) ve ovoid sekilli eozinofilik bir Hirano cisimcigi (beyaz renkli ok) gérilmektedir (94).

Hirano Cisimcikleri, ilk kez Hirano tarafindan Guam’in Parkinson-Demans
kompleksinde gosterilmistir (96). Bu yapilar 10-30 mikron boyunda ve 8 mikron eninde olan
Hirano cisimcikleri, H&E ile iyi gosterilir ve parlak eozinofilik, ovoid veya ¢ubuk seklinde
gozlenirler (94) (Sekil 6).

2.1.5. Alzheimer Hastaliginda Norobiyokimyasal Degisiklikler

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde saptanan ve en ¢ok dogrulanan norobiyokimyasal
anormallik, kolin asetiltransferaz (ChAT) aktivitesinin hipokampus ve temporal kortekste
belirgin olarak azalmasidir. Biyopsi ¢alismalari, belirtilerin goruldigu ilk yil gibi erken bir
donemde bile bu enzimde kayda deger kayiplarin oldugunu goéstermistir. ChAT dan daha az
spesifik kolinerjik hiicre aktivitesi belirtecleri olan asetilkolinesteraz (AchE) ve asetilkolin
(Ach) konsantrasyonlarinin da Alzheimer hastalarinin beyinlerinde azalmis oldugu
bildirilmistir (101).

Ach, 6grenme ve bellek gibi yiksek beyin fonksiyonlarinin saglikh islemesi icin kritik
onemi olan bir norotransmitterdir. Ach molekulleri, vezikillerde paketlenir ve depolarizasyon
sonras! sinaptik araliga salgilanir. Sinaptik aralikta difuizyonla ilerleyen Ach, post-sinaptik
membrandaki nikotinik (a4f2nAchR) ve muskarinik reseptorlere (M1AchR) baglanir.
a4f32nAchR’e baglanarak dogrudan, M1AchR’e baglandiginda ise G-proteini iliskili ikincil
mesajcilar Gzerinden etkisini gosterir. M1AchR ve 04p2nAchR’nin, hastaligin erken
donemlerinden itibaren azalmaya baslamasiyla birlikte hem nikotinik hem de muskarinik
stimulasyon kaybi ortaya cikmaktadir. Kolinerjik stimulasyon kaybi, GSK-3B (glikojen

sentetaz kinaz- 3 beta) etkinligini arttirarak taunun hiperfosforilasyonuna ve a-sekretaz
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etkinligini azaltarak AP Gretiminde artisa yol acar. Diger yandan AP’nin, presinaptik Ach
reseptorind (a7nAchR) bloke etmesi sonucunda Ach’in sentez ve saliniminda azalma gozlenir.
Bu durum, kolinerjik kayip ile AB’nin, birbirlerini pozitif geri besledikleri kisir bir dénguyle
sonuclanir (19).

Beynin asetilkolinerjik innervasyonu, bazal Onbeyin boélgesinde kiimelenmis néron
gruplari tarafindan gerceklestirilir. Medyal septal gekirdek ve diyagonal bandin vertikal bacagi
icindeki cekirdekler hipokampusun, Meynert’in bazal cekirdegi ise tim korteksin kolinerjik
innervasyonunu saglamaktadir (102). AH surecinde tim kolinerjik ¢ekirdekler etkilenmisse de
patolojinin en belirgin oldugu yer Meynert’in bazal c¢ekirdegidir. Bu cekirdekteki ndron
kaybinin %75’in Gzerinde oldugu ve noronal kayip orani ile kognitif bozuklugun ciddiyeti
arasinda korelasyonun varligi gosterilmistir (103, 104). Bazal 6nbeyin sistemindeki kolinerjik
hicre kayiplarindan bu bdlgede sik¢a saptanan NFY ve AP’lar sorumlu tutulmaktadir. Ayrica
erken donemlerde kolinerjik néronlara trofik destek saglayan norotrofin reseptoriindeki
azalmanin da etkisi bulunmaktadir. Kolinerjik kayip, néropatolojik lezyonlarin dagilim tarzini
andirir. Tum hastalik seyri boyunca limbik ve paralimbik bolgeler, kolinerjik innervasyon
kaybindan en erken ve en belirgin derecede etkilenen yapilar iken presentral ve postsentral
giruslardaki kolinerjik kayip diger alanlara gore oldukca geri plandadir (19). AH’nda ortaya
ctkan kognitif bulgularin bir kismindan kolinerjik eksiklik sorumlu tutulmaktadir. Ornegin
kortikal kolinerjik eksiklik dikkat bozuklugu, hipokampal kolinerjik girdi eksikligi ise bellek
bozuklugu ile iliskilendirilmektedir (105).

Ach’nin yani sira diger transmitter ve néromodulatérler de hastaliktan etkilenirler.
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde serotonin (5-HT), GABA, somatostatin, norepinefrin
oranlari azalmis olarak saptanir. Tim beynin serotonerjik innervasyonunu saglayan dorsal rafe
cekirdeginde, Meynert’in bazal cekirdegi duzeyinde olmasa bile kayda deger néron kaybi
goralir. Ayrica kortikal serotonerjik akson terminallerinde 5-HT’nin salinimi ve geri alinimi
ciddi dizeyde bozulmustur. Serotonerjik kayipla hastalarda gozlenen depresyon ve saldirgan
davraniglar arasinda korelasyonun oldugu bildirilmistir. Serotonin geri alinim blokerlerinin
(SSRI) AH’ndaki tedavi rasyoneli bu goézlemlere dayanir (19). Dorsal rafe cekirdeginin
yanisira beyin sapindaki noradrenerjik cekirdek olan lokus seruleus’ta da ndronal kayip
gozlenir. Lokus seruleus’taki patoloji, secici yatkinliga uygun bicimde lokus seruleus’un
kortikal projeksiyonlari olan anterior ve medial bolimlerini etkilerken spinal ve serebellar

projeksiyonlari iceren kaudal ve lateral bolumleri saglam kalir. Noradrenerjik kaybin Klinik
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karsihi§gi iyi belirlenememistir (19, 106). AH’nin degisik evrelerini iceren c¢alismalarda,
glutamat reseptorleri olan N-metil-D-aspartik asit (NMDA) ve a-amino-3-hydroksi-5-metil-4-
isoksazolepropionik asit (AMPA) reseptér yogunlugunun serebral korteks ve hipokampus’da
azaldigr gosterilmistir (107). Ayrica AH’nda, disiuk duzeylerde olmak Uzere sirekli bir
glutamat NMDA reseptor aktivitesinin bulundugu ve bu aktivitenin néronal iletisimde
gurdltaye neden olarak hastaligin kognitif semptomlarinda rol oynadid ileri surtlmustir (108).

2.1.6. AP Peptid Sentezi
2.1.6.1. Amiloid Prekirsor Proteini

Amiloid plaklarin temel bileseni olan AP peptid, amiloid prekursor proteininin (APP)
sekretazlarla kesilmesi sonucu olusmaktadir. APP, hemen her hiicrede eksprese edilen ve tek
transmembran bolgesi bulunan tipl integral membran preoteinidir. Hiicre disinda kalan pargasi
oldukca uzun olup, hiicre icinde kiiciik sitoplazmik bir kuyrugu bulunur (48). ik kez
tanimlandigi 1987 yilindan giinlimiize kadar gecen sire icinde APP’nin fonksiyonlarini ortaya
koymaya yonelik cok sayida calisma gerceklestirilmistir. APP, heparin-baglayici bolgesi
vasitasiyla tipl kollajen ve laminine baglanmakta ve bu sayede hiicre-matriks etkilesiminde
etkin rol oynamaktadir (109). Ayrica iki ayri hiicre membraninda yerlesim gdsteren APP’lerin,
birbirlerine E2 bolgeleri araciligiyla antiparalel homodimerler (trans-dimerizasyon) olusturarak
tutunmasi, hicre-hicre etkilesimine olanak saglar (110). APP’nin norotrofik fonksiyona sahip
oldugunu destekleyen c¢ok fazla sayida calisma bulunmaktadir. APP’nin azatilmasi veya
silinmesi, in vitro olarak néronlarin canliliginda azalmaya yol agar (111-113). Ayrica APP’den
yoksun hipokampal néronlarda, norit filizlenmesinin ve dallanmasinin azaldigi gozlenir (112,
114). APP ile Notch proteini arasinda molekuler yapi ve proteolitik yikim acisindan benzerlik
bulunmasi, APP’nin de hiicre yiizey reseptori olarak fonksiyon gorebilecegi disuncesini
dogurmustur (109). Bu varsayimi destekler sekilde iclerinde F-spondin, nectrin-1, Nogo-66,
BRI2 ve AB’nin da yer aldigi ¢ok sayida APP ligandi tanimlanmistir (115). Fakat bu
ligandlarin APP’ye baglandiktan sonra APP proteolizini nasil etkiledikleri veya APP’nin hiicre

icinde hangi sinyal ileti yolaklarini kullandigi tam olarak ortaya konabilmis degildir.

2.1.6.2. APP’nin parcalanmasi

APP, ilk olarak o-sekretaz veya [(-sekretaz ve daha sonra y-sekretaz adi verilen
proteazlar tarafindan proteolitik olarak kesime ugramaktadir. APP’in parcalanmasiyla iliskili
birinci yolakta, AR peptid olusumu engellenmekte ve bu sebeple a-sekretazin yer aldigi bu
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proteolitik sure¢ “non-amiloidojenik yolak” olarak adlandiriimaktadir (48). Non-amiloidojenik
yolakta, APP’in a-sekretazla kesilmesini takiben a-sekretazla ayrilmis-¢oziinebilir APP (SAPP-
a) ve 83 aminoasitlik karboksi u¢ pargasi (C83) ortaya ¢ikmaktadir. SAPP-a, membran disina
salinmakta iken membrana tutunmus sekilde kalan C83’iin y-sekretaz tarafindan kesilmesiyle
hiicre disina salinan p3 ve sitoplazmaya salinan APP’in intraselller parcasi (AICD)
olusmaktadir (116). ikinci yolakta, APP’in B ve y-sekretazlarla ardisik yikimi sonucu AB
olusmakta ve bu nedenle bu yolaga “amiloidojenik yolak” denilmektedir (48). Amiloidojenik
yolaktaki [(-sekretaz aktivitesi sonucunda APP’in ekstraseltler bdlgesinden, sAPP-f parcasi
kesilmekte ve ardindan membrana tutunmus sekilde kalan 99 aminoasitlik karboksi ug
parcasinin (C99) y-sekretazla kesilmesiyle AR peptid ve AICD meydana gelmektedir (116)
(Sekil 7). Saglikli bireylerde non-amiloidojenik yolak daha baskin iken AH’nda APP yikiminin
amiloidojenik yolaga dogru kaydigi disuntlmektedir (19). Alzheimer hastalarinin beyinlerinde
a-sekretaz aktivitesinin azalmis, tersi olarak B-sekretaz aktivitesinin ve diizeyinin artmis olarak

saptanmasi bu distnceyi destekler niteliktedir (117-119).
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Sekil 7. APP’nin proteolitik olarak yikilmasinin sematik gdésterimi.

1999 yilinda birbirinden bagimsiz bes farkli arastirma grubu tarafindan B-sekretazin 11.
kromozomdaki geni bulunarak karakterize edilmis ve daha sonra bu enzime BACEL (beta-site
APP cleaving enzyme 1) adi verilmistir. Bir baska deyisle, B-sekretaz aktivitesinden sorumlu
olan BACE1, ayni zamanda A Uretiminde hiz kisitlayici enzimdir (120-125). Transgenik AH
modeli olusturulan farelerde BACE1’in nakavt edilmesi sonucunda AP Gretimi engellenmekte

ve beyindeki AH patolojisi timdayle ortadan kaldiriimaktadir (126-128).
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B-sekretazdan farkl olarak y-sekretaz, dort adet proteinden olusan bir proteaz
kompleksidir. y-sekretaz kompleksinin bilesenleri arasinda presenilin (PS), nikastrin (Nct),
presenilin enhancer 2 (PENZ2) ve anterior pharynx-defective 1 (APH1) yer alir (129). PS,
aspartil proteaz aktivitesine sahip multi-transmembran bir proteindir (120). PS, Kkatalitik
aktiviteden sorumlu en kritik protein olsa da diger bilesenlerden herhangi birinin eksikligi y-
sekretaz aktivitesinde belirgin kayba yol agmaktadir (130, 131).

APP, hem embriyonel gelisim sirasinda hem de eriskin dénemde néronlar tarafindan
yuksek diizeyde eksprese edilir ve sentezlenmelerinin ardindan hizli bir sekilde yikima ugratilir
(132). ER (endoplazmik retikulum)’da sentezlendikten sonra golgi’ye tasinan APP, trans-golgi
agl (TGN) kaynakli sekretuvar vezikdller ile hiicre membranina ulastirilabilecedi gibi direkt
olarak endozomlara da verilebilir (133). a-sekretazin, agirlikli olarak hiicre membraninda yer
almasi nedeniyle hiicre membranina ulasan APP, a-sekretazlar ile parcalanmakta ve aciga
¢ikan sSAPP-a ekstraseliiler araliga salinmaktadir. Membranda kalan C99 parcasi ise y-sekretaz
tarafindan kesilerek APP sinyalizasyonunda 6nemli rol oynayan AICD olusturulmaktadir
(133). Parcalanmamis APP’ler, endozomlar vasitasiyla hizli bir sekilde hicre icine alinir ve
endozomlarda bulunan B- ve y-sekretazlarla yikilarak AR peptid Uretilir (116). TGN sisteminin
yani sira golgiden direkt olarak endozomlara verilen APP de ayni sekilde AP Uretimine katkida
bulunur (133). Endozomdaki AP’lar, daha sonra ekzositozla interstisyel siviya salinir ve
beyindeki temizleme mekanizmalariyla ortadan kaldirilir (134). Bu durumda AB’ya kaynaklik
eden APP’lerin, 6ncelikle hiicre membranina kadar tasinip daha sonra hiicre icine alindigi ve
AB’nin blydk bir kisminin endozomlarda Uretildigi gorilmektedir (Sekil 8). Fakat bu model
tum durumlar icin gecerli degildir. Ornedin endozomlardaki APP, retromerler vasitasiyla
golgiye tekrar tasinabilmektedir. Ayrica retromerlerin sadece bu tasinima 6zgl olmadigi ve
endozomlardan TGN’ye dogru direkt santlarin olusmasinda da etkili olduklari ileri
strilmustiir. Bunlara ek olarak endozom icindeki AB’nin, hiicre disina salinmadi§i durumda

endozom-lizozom birlesmesiyle lizozomlar tarafinda yikilmasi saglanmaktadir (133).
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Sekil 8. APP’nin néron icindeki tasinimi. Yeni sentezlenen APP (mor renk) Golgi’den aksona dogru
transport edilemekte (1) veya hiicre icindeki endozomal kompartmana verilmektedir (2). Hiicre yiizeyine
ulastiktan sonra bazi APP’ler a-sekretaz (6) ile kesilerek sAPPa (yesil) olusturulur. Bazi APP’ler ise
endozomlar icine alinarak (3) B-sekretaz ile AR (mavi) uretilir. Takip eden sirecte endozomun hiicre
yuzeyine geri donmesi (4) sonucunda AB ve sAPP, ekstraseliiler ortama salinir. Fakat APP, [ -sekretazlar
ile kesime ugramadan 6nce retromerler (5) vasitasiyla golgiye tekrar tasinabilir.

APP’nin parcalanmasi, hucresel kolesterol seviyeleriyle yakin iliski igindedir.
Kolesterollin, B- ve y-sekretaz aktivitesi Uzerine indikleyici etkisi bulunmaktadir (135).
Noron kultlri calismalarinda, kolesterol deplesyonu sonrasinda O-sekretaz aktivitesinin
belirgin olarak yikseldigi ve sAPP-a seviyelerinin arttigr gosterilmistir (136, 137). B- ve y-
sekretaz aktivitesi ise tam tersi olarak kolesterol deplesyonuyla birlikte inhibe olmakta ve AB
Uretiminde azalma gergeklesmektedir (136, 138). BACE1, hiicre membraninda agirlikli olarak
kolesterolden zengin “lipid raft” adi verilen yapilarda yer alir (116). Bu sayede BACEZ1’in,
membranin diger kisimlarinda bol miktarda bulunan APP’ye ulasmasinin 6nline gecilmis olur
(139). B-sekretaza ek olarak y-sekretazin da cogunlukla lipid raftlarda yerlesim gosterdigi
bildirilmistir. APP Uzerindeki a-kesim noktasindan sekiz aminoasit uzakta bulunan GSNK
motifi, Kkolesterol baglanma bdlgesi olarak tanimlanmistir (140) (Sekil 9). Kolesteroliin
APP’ye direkt olarak baglanabilmesi, APP’lerin lipid raft’a alinmasina ve BACEL ile
kesilmesine olanak sa§lamaktadir. Fakat saglikli bireylere ait noéronlarda, plazma
membraninin blyuk bir kisminin lipid raft icermemesi ve APP’nin cogunlukla lipid raft’tan
fakir olan bu bolgelerde yer almasi sayesinde fazladan AP uretilmesinin 6ntine gecilmektedir
(139).
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Sekil 9. C99’un solusyon NMR (nikleer manyetik rezonans) spektroskopi yéntemiyle ortaya konmus
olan modellemesi ve kolesteroliin, AB zerindeki baglanti bolgesinin gdsterimi.

Kolesterolden zengin beslenen tavsanlarin hipokampuslarinda, AP dretimi ve
birikiminde artis gozlenmektedir (141). Ayrica diyetle hiperkolesterolemi olusturulan APP
transgenik farelerin beyinlerinde, kolesterolden fakir beslenenlere kiyasla BACE1
aktivitesinde ve AP miktarinda daha fazla artis gerceklesmektedir (142). Sonug olarak
hlcresel kolesterol iceriginde ortaya ¢ikan degisiklikler, plazma membranindaki kolesterol
seviyelerini ve buna bagh olarak lipid raft olusumunu etkileyerek AH patogenezinde énemli
rol oynamaktadir (140).

2.1.7. AB peptid

APP’nin B- ve y- sekretazlar ile ardisik kesimi sonucu 37-43 aminoasit uzunlugunda
AP peptid olusur. Normalde en sik (%80-90) dretilen form, 40 aminoasit iceren AB40 iken
ikinci siklikta (%5-10) 42 aminoasitlik AB42 Uretilir (143, 144). AB42, AB40’a gore noronlar
uzerinde daha fazla toksik etkiye sahiptir ve karboksi ucunda bulunan fazladan iki hidrofobik
aminoasit nedeniyle interstisyel sivida daha az ¢6ziinerek amiloid plaklar seklinde ¢okme
egilimi gosterir (144). Uretilen AP’larin, aminoasit uzunluklari acisindan polimorfizm
gostermesi dikkat cekicidir. y-sekratazin, C99’u €-, - ve y- bolgelerinden ardisik kesime

ugratmasi sonucunda bu tarz bir farklilik ile karstlasildigi ileri strtlmustir. Ortaya atilan bu
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gorise gore y-sekretaz, C99’u ilk olarak e-bdlgesinden keserek 49 aminoasit uzunlugundaki
AB49 olusmakta ve arda kalan 50 aminoasitlik par¢a ise AICD olarak sitoplazmaya
salinmaktadir. AB49’un (-kesime ugramasiyla AP46 ve AP46°nin y-kesime ugramasi
sonucunda ise AB43 olusmaktadir. Eger y-sekretaz kesime devam ederse sonraki asama Ap40,
AB38 ve AB37 olusumuyla sonuglanmaktadir. AB42 Uretilmesinde ise €- Z- ve y-kesimleri
sirastyla AB48, AB45, Ap42 ve AB39 seklinde devam etmektedir (143) (Sekil10).

AP, C-terminal bolgesinin yani sira N-terminal bdlgesi agisindan da polimorfizm
sergiler. BACE1’in APP’yi AB’nin birinci amino asitinden 6nceki peptid bagindan kesmesi ve
ardi sira gelen y-sekretaz aktivitesi sonucunda sirasiyla 40 ve 42. aminoasitten olusan AB1-40
ve AP1-42 uretilir (48). BACEL’in APP’yi 3’ bdlgeden (AB’nin 10 ve 11. aminoasitleri
arasindan) kesmesi ise AB11-40 /AB11-42 olusumuyla sonuglanir (116). Alzheimer hastalari
veya saglikli bireylerin BOS ya da beyin dokularinda tim bu AP formlarna rastlanmistir.

Fakat AP1-40 ve AP1-42’ye kiyasla diger formlarin konsantrasyonlari oldukca dlsik
dizeylerdedir (9).

AB40 producing product line
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Sekil 10. APP’nin y-sekretaz tarafindan ardisik olarak kesime ugratiimasi (143).

2.1.8. AP Oligomerleri
Yakin dénemde yapilan ¢alismalar sayesinde AB’nin toksisitesinden sorumlu esas

yapilarin, AB oligomerlerinin oldugu anlasilmis ve bunun tzerine oligomer formlari ortaya
koymaya yonelik ¢ok sayida calisma gerceklestirilmistir. 1997 yilindan itibaren gunimuze
kadar gecen dénemde bircok oligomer tanimlanmistir. Baslica tanimlanan oligomer tipleri;
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protofibril (PF), AB-derived diffusibl ligand (ADDL), globulomer, annular ve amilosferoid
(ASPD) formdaki oligomerlerdir.

Ik kez 1997 yilinda Walsh ve ekibi tarafindan sentetik AB1-40 ve AB1-42 kullanilarak
cesitli molekiler gorintileme yontemleriyle “protofibril” adi verilen AB oligomeri (ABO)
tanimlanmistir (145). Protofibriller, fibrillerin saptanmasindan 6nce ortaya ¢ikan ve en fazla
200 nm uzunlugunda (<8 X <200 nm) olan egri seklinde yapilardir (Sekil 11). Fibrillerin
olusumuyla birlikte PF’ler artik g6zlenemezler (146). Ayni yil yayinlanan bir baska ¢alismada
bu yapilarin, fibril 6ncesi donemde go6zlenen ara drlnler oldugu dogrulanmistir (147).
PF’lerin toksik etkiye sahip olduklar bircok calismayla ortaya konmustur. Rat kortikal
kiltarlerinde, PF eklenmesinden sonra néronal sag kalimin azaldigi saptanmistir (148, 149).
Ayrica primer néron kiltirlerinin PF ile inkibasyonu sonrasinda, doz bagimli bir sekilde
MTT reduksiyonunda azalma ortaya c¢iktigr bildirilmistir (150). PF’lerin, ndrotoksik
olmalarinin yani sira noronlardaki elektriksel aktivite tzerinde de belirgin olumsuz etkileri
bulunmaktadir. Primer neokortikal néronlara AB1-40 PF’lerin uygulanmasi sonrasinda, yama-
kiskaci (patch-clamp) teknigiyle saptanan aksiyon potansiyellerinde ve eksitator post-sinaptik
akim (EPSC) aktivitesinde artis gozlenir. Noronlardaki artmis eksitabilite, konsantrasyon
bagimlidir ve geriye dénddrilebilir bir degisimdir (148). PF’in sahip oldugu elektrofizyolojik
aktivitenin, fibrilden farklilik gosterdigi ortaya konulmustur (151). PF’lerin néronlar tizerinde
yol actigi bir diger elektriksel aktivite degisikligi, long term potansializasyonun (LTP)
belirgin olarak bloke edilmesidir. LTP’nin bloke edilmesi ise farelerde 6grenme ve hafizanin
bozulmasiyla sonuglanmaktadir (152).

PF’in tanimlanmasindan yalnizca bir sene sonra Klein ve ekibi tarafindan “ADDL (ApB-
derived diffusibl ligand)” olarak isimlendirilen bir diger oligomer formu bildirilmistir (153).
5-6 nm capinda, kicuk globiler yapilar olan ADDL’ler, yalnizca AB1-42 tarafindan
olusturulur ve PF’lere gore daha stabil yapilardir (151) (Sekil 11). ADDL icerigi, trimer’den
heksamer’e kadar degisebilmekte fakat tetraeicosamer (-108 kDa) gibi buylk tdrler de
saptanabilmektedir (146). ADDL’lerin en énemli karakteristigi, fibrillerden bagimsiz yapilar
olmalaridir. Diger bir ifadeyle fibrillerin olusumu sirasinda ortaya ¢ikan ara driinler degildir
(151).
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Sekil 11. AB1-42’ye ait fibril, protofibril ve ADDL’lerin, atomik kuvvet mikroskopisiyle (AFM) elde
edilmis gorunttleri (6l¢ek gubugu 200 nm) (154).

ADDL’nin kesfinden sonra oligomerler, “on-pathway” ve “off-pathway” olarak ikiye
ayrilmaya baslanmistir. PF’ler, fibril olusum yoladinda yer alan (on-pathway) oligomerler
iken ADDL’ler fibril olusumuna katilmayan yolak disi (off-pathway) olusumlardir.
ADDL ’lerin, Alzheimer hastalarinin beyinlerinde de bulunup bulunmadigi merak edilmeye
baslanmis ve 2001 yilinda Lambert ve ark.larinin yaptigi calismayla Alzheimer hastalarinin
beyin dokularinda, biyik kismi dodecamer seklinde olmak Uzere 20 kat artmis seviyelerde
ADDL’lerin bulundugu gosterilmistir. Ayrica hastalik patogeneziyle uyumlu bir sekilde
serebral kortekste daha fazla oligomer saptanmis iken serebellum gibi hastaliktan daha az
etkilenen bolgelerde boyle bir artisa rastlanmamistir (155). Fare/rat beyinleri ya da
hipokampal néron kultiri calismalarinda, ADDL uygulanmasinin ardindan sinaptik
plastisisitenin bozuldugu, sinaptik terminallerde kayip ortaya ¢ikti§i ve néron 6limlerinin
indlklendigi belirlenmistir (153, 156-158). ADDL’nin uygulanmasindan kisa bir siire sonra
hipokampal LTP’de inhibisyon gerceklesirken, daha uzun sire beklendiginde sinaptik
terminallerdeki lokal etkisi sonucu sinaps kaybi ve selektif néronal 6ltimler ortaya ¢ikar (153,
156).  immiinofloresans isaretleme  yontemlerinin  kullanildiinda  néron  kultiirii
calismalarinda, sinaptotoksik aktiviteyle uyumlu olarak ADDL’nin, dendritik dallanmalara
tutundugu gosterilmistir (159, 160).

Lashuel ve ark.lar1, in vitro olarak gerceklestirdikleri bir calismada, dis ve i¢ ¢aplari
sirasiyla 8 ve 2 nm olan halka seklinde “annular” bir oligomer formu bildirmislerdir (161).
Bu oligomerlerin, off-pathway grubunda yer aldigi distnulmektedir. ADDL ve PF’e benzer
sekilde norotoksik etkili olan bu oligomerler, hiicre membraninda destriiksiyona ya da por
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olusumuna yol acarak hiicre ici Ca™ diizeylerinin arttirmakta ve sonug olarak hiicrenin
apoptoz ile 6lmesine neden olmaktadir (146).

Sato ve ekibi 2003 yilinda, en fazla 20 nm c¢apa sahip “amilosferoid (ASPD)” adini
verdikleri blylk (~100 kDa) kiresel bir oligomer formu tanimlamislardir (162). Yakin
donemde yaptiklari bir ¢calismada, bu oligomerlerin Alzheimer hastalarinin beyin dokularinda
bulundugunu ve ADDL’den farkli olarak genellikle postsinaptik yerlesim gosterdigini
saptamislardir (163). ASPD, ndron kilturlerinde GSK-3B aktivitesini arttirici ve hicre
olumlerini indlkleyici etki gosterir (162).

Off-pathway oligomerler arasinda yer alan “globulomer”, ilk kez 2005 yilinda AB1-42
peptidlerin kullanildigi bir calismada, dodecamer (~60 kDa) yapida sodyum dodesil sulfat
(SDS)-stabil bir oligomer olarak gosterilmistir (164). Globulomerler, AH modeli olusturulan
fare (Tg2576) beyinlerinde ve Alzheimer hastalarinin hem beyin hem de BOS’unda
bulunmaktadir. Globulomerlerin, organotropik fare beyin dilimlerinde LTP olusumunu inhibe
ettigi gorilmektedir (164).

Literattr verileri tarandiginda, Alzheimer hastalarinin beyinlerindeki oligomerleri
tanimlamaya yonelik oldukca az sayida calismanin gerceklestigi gorilmektedir. Bu konuyla
iliskili ilk calisma Kuo ve ark.lari tarafindan gerceklestirilmis olup hem kontrol hem de AH
beyinlerinde non-fibriler formda AB’nin izole edilmesi saglanmistir. Beyinden alinan érnekler
sulu tampon iginde 220 000 g’de santriftj edildikten sonra stipernatantin 100 kDa, 30 kDa ve
10kDa olmak uzere farklh MWCO (molekiler-agirlik cut-off)’da filtrasyonu saglanmis ve
monomerden baslaylp 100kDa’u asan oligomerlere kadar uzanan farkli AP turleri
saptanmistir. Fakat en fazla disuk molekil agirhikli oligomer formlarin (dimer’den oktamer’e
kadar) bulunduguna dikkat gekilmistir (165). McLean ve ark.larinin calismasinda Alzheimer
hastalarina ait frontal korteks érnekleri PBS icine alinarak 175 000g’de dondirilmis ve
stpernatantin Western blot analizi yapilmistir. Sonug¢ olarak beyinde monomer, dimer ve
trimer seklinde AR turlerinin bulundugu ortaya konmustur (166). Bu calismadakine benzer
sekilde SDS-stabil disuk molekul agdirhkli oligomerlerin, sivi  kromatografi- kdtle
spektrometri (LC-MS) yontemi kullanilarak BOS’ta da bulundugu saptanmis ve 06zellikle
yliksek stabilite gdsteren non-kovalent bagli AB1-40 dimerlerinin varhgina dikkat cekilmistir
(167).
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2.1.9. AB’nin beyinden temizlenmesi

Saglikl genc bireylerde, noronlar tarafindan sirekli olarak Uretilen AB’nin, beyin
dokusundan hizli bir sekilde temizlendigi gorilir. AB’nin beyinden temizlenmesini saglayan
bircok mekanizma bulunmaktadir. Bunlarin arasinda interstisyel sividan BOS’a dogru olan
sivi akimi, perivaskuler aralik boyunca drenaj, KBB araciligiyla beyinden sistemik dolagsima
transport, mikroglial fagositoz ve enzimatik yikim yer alir (168, 169) (Sekil 12).

.# Parenchymal degradation

A

__ Perivascular drainage

R ")"Transport across vesse

Degradation within vessel wall

A = Microglial phagocytosis
o

Sekil 12. AB’nin beyinden temizlenmesini saglayan mekanizmalar (168).

Uretildikten sonra interstisyel siviya verilen AB, BOS’a dogru gerceklesen sivi akimi
(bulk flow) sayesinde BOS’a gecip buradan da kan dolasimina katiimaktadir (169). Bu
mekanizma, total AP’nin ancak %10-15’ini temizleyebilmektedir (170). Serebral kan
damarlarina ait pulsasyon gticti, perivaskiler aralik boyunca AP’nin drenajina olanak saglar
(171). Virchow-Robin araligi da denilen perivaskiler aralik, BOS ile devamlilik gosterir
(172). Bu sayede perivaskiiler aralik boyunca tasinan AB’nin, BOS’a gecmesi saglanir (168).
Fakat bu mekanizmanin total klirense olan katkisi oldukg¢a dusuktir (169). Ayrica Alzheimer
hastalarinda bu mekanizmanin etkin bir sekilde ¢alismadigi dustnulmektedir. Yaslanmayla
birlikte ortaya ¢ikan ateroskleroz ve AB’nin Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VSMC) birikmesi,
damar duvarinda sertlesmeye yol acar. Ayrica AH’nda, serum tepki faktori (SRF) ya da
myocardin (MYOCD)’in artmis ekspresyonu, VSMC’ndeki kontraktil proteinlerde artisa ve
sonu¢ olarak arteriyel hiperkontraktiliteye neden olur (171). Buna ek olarak interstisyel
sividaki AP, damarlar Gzerinde vasokonstriktor etkiye sahiptir (173). Tim bu nedenler,
arteriyel pulsasyonu azaltarak AB’nin perivaskiler arahiktaki drenajina engel olur (171).

AR’nin  beyinden temizlenmesini saglayan diger bir mekanizma, proteolitik enzimler
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tarafindan AB’nin yikima ugratiimasidir. in vitro olarak AB’y1 bir ya da birden fazla noktadan
kesebilen ¢ok sayida enzim tanimlanmistir (168). Fakat bu enzimlerden birgogunun, in vivo
olarak beyin dokusunda da islev gorip gérmedigi netlestirilebilmis degildir (174). Cinko
metalloproteinazlar, serin proteazlar ve sistein proteazlar, bu enzimler arasinda tzerinde en
fazla calisiimis olanlardir. Cinko metalloproteinaz grubu icinde neprilizin (NEP), NEP-2,
endotelin-donustiricu enzim (ECE-1 ve ECE-2), anjiotensin donustirict enzim (ACE),
instlin-yikici enzim (IDE) ve matriks metalloproteinazlar (MMP-2, MMP-3 ve MMP-9) yer
alir (175) (Tablo 3).

Tablo 3. AR’y yikan enzimlerin, yer aldiklari enzim ailelerine ve hlcredeki lokalizasyonlarina gore listesi

Ailesi Enzim Lokalizasyon Hucre tipi Yikilan AB formu
M13, cinko Neprilizin Plazma membrani Néron, VSMC Monomer,
metalloendopeptidaz oligomer
M13,¢inko ECE-1 Plazma membrani, TGN Endotel Monomer
metalloendopeptidaz
M13,¢inko ECE-2 Plazma membrani, TGN Noron, astrosit, Monomer
metalloendopeptidaz mikroglia
Cinko ACE Plazma membrani Noron Monomer
metalloproteinaz
Cinko IDE Sitozol, peroksizom, Noron, astrosit, Monomer
metalloendopeptidaz plazma membrani, hiicre mikroglia, endotel

disi (sekrete edilen)
Matriks MMP-9 Plazma membrani, hicre Ndron, astrosit, Monomer,
metalloproteinaz disi (sekrete edilen) mikroglia oligomer, fibril
Matriks MMP-2 Hiicre disi (sekrete edilen)  Astrosit, mikroglia Monomer,
metalloproteinaz oligomer, fibril
Serin proteinaz MBP Plazma membrani Oligodendrosit Monomer, fibril
Serin proteinaz Plazmin Sitoplazma, hiicre dis! Noron Monomer,

(sekrete edilen) oligomer, fibril
Sistein proteinaz Katepsin B Lizozom, hiicre disl Noron, mikroglia Monomer, fibril

(sekrete edilen)

NEP, NEP-2, ECE-1, ECE-2 ve ACE’den olusan vazopeptidazlar, tip 2 integral
membran proteinleridir ve aktif bolgelerinin hiicre disinda yer almasi nedeniyle interstisyel
sividaki ¢oztnebilir AB (SAB)’nin basarili bir sekilde yikilmasini saglarlar (176). MMP’ lar da
vazopeptidazlara benzer sekilde aktif boélgelerinde, cinko baglayici “HEXXH” maotifine
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sahiptir fakat latent proenzimler olarak Gretilirler ve aktive olmalari icin proteolitik olarak
yikilmalari gerekir (175). IDE’in, difger cinko metalloproteazlardan farkli olarak aktif
bolgesinde “HXXEH” motifi tasidigr goralir ve bu nedenle “inverzincin” olarak da
adlandirihir (7). IDE, sitozol ve peroksizomda yer alan tek AB yikict enzimdir (175). Fakat
hiicre membraninda bulunabildigi gibi interstisyel siviya da salinabilir (176). Miyelin bazik
proteini (MBP), plasmin ve agil peptid hidrolaz (APEH), AP ylkimindan sorumlu serin
proteaz grubunu olusturur (168). Ayrica doku plazminojen aktivatori (tPA) ve lrokinaz tip
plazminojen aktivatort (UPA), aktif plazmin olusumunu saglamalari nedeniyle bu grup iginde
kabul edilir (177). Sistein proteazlar arasinda 0zellikle katepsin B (CatB) 6n plana cikar.
CatB, in vivo olarak AB’yl yiktigi gosterilmis olan tek sistein proteazdir (168). Genellikle
lizozomal sistemde gorev alsa da bazi patolojik durumlarda ekstraseliler ortama da
salinabilmektedir (175).

AB’nin yikiminda goérev alan tum enzimler, monomer formlari degradasyona
ugratabilmektedir (168). Fakat fibriler formun, yalnizca MMP, MBP, plazmin ve CatB
tarafindan yikilabildigi gosterilmistir (176). AH patogenezi agisindan oldukca 6nem tasiyan
oligomer formlarin yikimi ise NEP, MMP ve plazmin tarafindan gerceklestirilir (175). Fibril
ve oligomer formlarda, AB’nin hidrofobik C-terminal bélgesi, enzimlerin ulasamayacagi
sekilde yapinin i¢ kisminda kalir. Bu nedenle fibril ve oligomerler, monomerlere gore
enzimatik yikima daha direnclidir (178). AB yikimindan sorumlu enzimler, genellikle néron
ve glial hicreler tarafindan sentezlenir. Fakat ECE ve IDE, endotel hiicreleri tarafindan da
eksprese edilir. Oligodendrositler ise yalnizca MBP’yi sentezleyebilmektedir (168). AB’yI
yikan enzimler arasinda, tzerinde en fazla calisiimis ve en iyi karakterize edilmis olani
neprilizindir (177). NEP, AB’nin yikilmasinda hiz kisitlayici enzim olarak gérev alir (179).
NEP’in, AB’nin yikimindan sorumlu esas enzim oldugu bircok calismayla ortaya konmustur
(20, 174, 180, 181). NEP disindaki diger enzimlerin, AB disindaki diger substratlarina olan
afinitesi daha fazladir. Tersi olarak NEP’in, AB i¢in oldukca disik Km degerlerine sahip
oldugu ve diger substratlara kiyasla AB’ya belirgin afinite gosterdigi gorGlur (174). Bazi
arastirmacilara gore IDE, AB’nin in vivo olarak yikilmasinda etkin rol oynayan bir diger
enzimdir (7). Fakat IDE, direkt olarak AB’y! yikmanin yani sira diger substrati olan instlini
yikmak suretiyle APP’den AB olusumunu engelleyici yonde etki gosteriyor olabilir (20).
instllin’in, ekstraseliiler AR duzeylerinde artisa yol actig iyi bir sekilde ortaya konmustur
(182). Ayrica IDE’nin insiline daha fazla afinite gosterdigi bilinmektedir (183). NEP,
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genellikle presinaptik terminalde yer alir, ekstraseliler AB’y1 yikar ve oligomerler (zerinde
etkinlik gosterir (177). Bunun tersi olarak, IDE’nin, baslica sitozol de yer almasi ve
oligomerleri yikamamasi, sinaptik aralikta birikim gdsteren oligomerler Uzerinde etkinlik
gosterememesine yol acar (20).

AP’nin beyinden temizlenmesinde etkin rol oynayan bir diger mekanizma, AB’nin,
KBB aracihgiyla beyinden sistemik dolasima dogru tasinmasidir. KBB’ni olusturan endotel
hicrelerinin, birbirine siki baglanti (tight junction) ile tutunmus olmasi, AP gibi polar
molekdllerin direkt olarak kana gecisini imkansiz kilar. Bu molekiller icin KBB uzerinde
bulunan spesifik tasiyicilara ihtiyac vardir (184). AB’nin, beyinden sistemik dolasima dogru
tasinmasini  dustk-yogunluklu lipoprotein reseptor-iliskili protein (LRP) saglar (185).
LRP’nin, sAB formlarinin (monomerik ve oligomerik AB) tasinmasinda etkin rol oynadigi
bircok calismayla ortaya konmustur (11, 169, 170, 186-188). LRP, aralarinda apoE, APP, ApB,
tPA, UTPA ve alfa-2-makroglobulin’in yer aldigi bircok ligandi baglayabilmektedir (189).
A, direkt olarak veya apoE-AB kompleksi seklinde LRP’ye baglanir (184). ApoE ile
kompleks olusturmayan serbest AB, LRP’ye daha fazla tutunur ve bu sayede daha hizh bir
sekilde temizlenir (65). AB1-40"in LRP’ye olan afinitesi, AB1-42 ve mutant AB1-40 (Dutch
ve lowa)’dan daha fazladir (188). ApoE €4, apoE €2 ve apoE €3’e gore LRP’ye daha dusik
afiniteyle baglanir ve AB’nin temizlenmesinde daha az basarihdir (65).

LRP’nin yani sira sAP’nin temizlenmesinde gorev alan diger bir mekanizma,
mikroglialar tarafindan AB’nin ortadan kaldirilmasidir. sAP’nin mikroglialara alinmasi
genellikle LRP aracilikli endositozla gerceklesir (190). Fakat mikroglialar, LRP bagimsiz bir
sekilde makropinositozla da sAB’y! hiicre i¢ine alabilir. Hucre icine alinan AB, yikilmak tzere
gec¢-endozomal sistem vasitasiyla lizozomlara gonderilir (190). Mikroglia, fibriler formdaki
AB (fAB)’yr da vyutabilir fakat daha sonra fAR’ylr yikip yikamadigr tam olarak
bilinmemektedir. Paresce ve ark.lari, fAR’nin haftalarca mikroglialar icinde yikilmadan
kaldigini gostermistir (191). Fakat Majumdar ve ark.larinin galismasinda, aktive olmamis
mikroglianin, fAR’y!l yikamadigini fakat makrofaj koloni-stimile edici faktor (M-CSF)
tarafindan aktive edildikten sonra lizozomlardaki artmis asidifikasyon sonucunda fAB’y
basariyla degrade edebildigini ortaya koymustur (192). fAB’nin mikrogliaya alinmasi, ¢opg
reseptorler (class A scavenger receptor, SR-A; class B scavenger receptor B, SR-B) tarafindan
saglanir (190, 193). Mikroglialar, proinflamatuar sitokinlerin varhiginda fAP’yr daha az
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degrade edebilmektedir. Antiinflamatuar sitokinler ise fAB degradasyonunu arttirict yonde
etki gosterir (194, 195).

2.2. ileri Glikasyon Son Uriinleri Reseptérii (RAGE)

RAGE, imminglobulin stper ailesi icinde yer alan bir hiicre yuzey reseptoridir (196).
ilk kez 1992°de Schmidt ve ark.lari tarafindan ileri glikasyon son drinlerini (AGE)
baglayabilen polipeptidlerden biri olarak sigir akcigerinden izole edilmistir (197). 404
aminoasitten olusan RAGE, posttranslasyonel olarak N-bagli glikozilasyona ugramakta ve bu
nedenle molekiler agirligi 45-50 kDa arasinda degisebilmektedir (196). Hucre disi
parcgasinda, reseptorin hiicre membranina yonlendirilmesini saglayan kisa bir sinyal dizisi ve
ligand baglanmasindan sorumlu tg adet immunglobulin benzeri bélge (bir V-tipi ve iki C-tipi
bolge) yer alir (198). RAGE’ye baglanan ligandlarin biyik kismi V-tipi bolgeye tutunmakta
iken az sayida ligandin, C1- ve C2-tipi bolgeye tutundugu gorilur (199) (Sekil 13). RAGE,
monomer  seklindeyken ligand baglayamamaktadir. Bu sebeple RAGE’nin hicre
membraninda homodimer veya multimer seklinde bulundugu ileri strtlmis fakat bu konuya
tam olarak aciklik getirilememistir (200, 201). Reseptoriin transmembran bélgesi, reseptorin
membrana tutunmasini saglamakta iken bu parcayi takip eden 43 aminoasitlik sitoplazmik

kuyruk, hiicre ici sinyalizasyonda gorev almaktadir (196).
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Sekil 13. RAGE’nin sematik gosterimi.

RAGE, ozellikle T lenfosit, podosit, endotel hiicresi, alveolar epitelyal hiicre,
mononukleer fagosit, diz kas hiicresi ve mikroglia basta olmak Uzere viicuttaki birgok hiicre

tarafindan sentezlenmektedir (202-204). Embriyonel gelisim sirasinda yiksek dizeyde
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eksprese edilmekte iken eriskin donemde alveolar epitelyal hucrelerin disinda ekspresyon
duzeylerinde belirgin disls ortaya ¢ikmaktadir (202). Fakat ateroskleroz, inflamatuar bébrek
hastaliklari, inflamatuar bagirsak hastaliklari, romatoit artrit ve Alzheimer hastaligi gibi
RAGE ligandlarinin arttigi durumlarda, dokudaki RAGE ekspresyonunda hem mRNA hem de
protein seviyesinde belirgin artis gerceklesmektedir (205-209). RAGE, ilk bulundugunda
AGE baglayici bir reseptér olarak tanimlanmis olsa da sonraki ¢alismalarda amiloid A,
transtiretin (TTR), makrofaj-1 antijen (Mac-1), S100/kalgranulin ailesi, yuksek mobilitesi
olan grup B1 protein (high-mobility group box-1, HMGB1) ve AP gibi bir¢ok ligand icin
reseptor gorevi gordigu ortaya konmustur (210). Yapisal olarak birbirine benzemeyen birgok
ligandin RAGE tarafindan nasil tanindigi bir ¢ok arastirmacinin dikkatini ¢cekmis ve RAGE-
ligand etkilesimini arastiran yapisal analizler sonucunda reseptoriin, spesifik aminoasit
diziliminden ziyade proteinlerin ¢ boyutlu yapisini tanidigi (B-tabaka ve fibril gibi)
anlastimistir (211, 212). Sistemik amiloidozda biriken amiloid A ve TTR’in ya da AH’de
biriken AB’nin, B tabakadan zengin fibriller olusturmasi bu distinceyi desteklemektedir (199).

2.2.1. RAGE izoformlari

RAGE’nin ilk kez tanimlanmasindan yaklasik yedi yil sonra Malherbe ve ark.larinin
yaptiklari calismada, RAGE’nin degisik bir varyanti saptanmis ve bunu takip eden
calismalarda ¢ok sayida farkhh RAGE izoformunun oldugu gosterilmistir (213). Bu
izoformlara ¢ozlnebilir RAGE1/2/3 (sSRAGEL/2/3), endojen ¢6zinebilir RAGE (endogen
solubl RAGE, esRAGE), insan RAGE sekrete formu (hRAGEsec), C-terminali kesilmis tip
RAGE (Ct-RAGE), N-terminali kesilmis tip RAGE (Nt-RAGE), RAGE-delta (RAGE®) ve
delta 8-RAGE (A®-RAGE) gibi degisik isimler verildigi gorilmektedir (214-217).
Isimlendirmeden kaynaklanan bu karisikligi 6nlemek amaciyla Hudson ve ark.lari, tim
izoformlari tanimlayan ve siniflandiran yeni bir terminoloji 6nermislerdir (218). Bu
terminolojiye gore izoformlar, RAGE-varyant (RAGE-v) olarak isimlendirilmekte ve birden
ondokuza kadar numaralandiriimaktadir.

RAGE geni, 11 ekson ve 10 intron igerir (196). Normalde 11 eksonun tamami
translasyona ugramakta ve tam boydaki RAGE’nin (full-length RAGE) olusmasi
saglanmaktadir (218). Tek bir genden cok sayida izoformun sentezleniyor olmasi RNA
dizeyinde secimli eklenme (alternatif splicing) mekanizmasinin kullanildigini gostermektedir

(219). RAGE’nin en cok saptanan varyanti olan RAGE-v1, 10. eksonu icermeyen splice
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mRNA tarafindan sentezlenir ve bu nedenle transmembran parca ve sitoplazmik kuyruga
sahip degildir. RAGE-v1’in transmembran bolgeye sahip olmamasi, ekstraseluler araliga
salinmasina neden olur. RAGE-v1, es-RAGE olarak da bilinen izoforma karsilik gelir (196).
RAGE’nin diger izoformlari arasinda da ekson 10’u icermeyen varyantlar yer almakta fakat
hiicre disina salinabilen tek c¢6zunebilir RAGE varyantinin, RAGE-v1/esRAGE oldugu
gorilmektedir (218). Diger varyantlarin, sentezlendikten sonra hizli bir sekilde sitoplazmada
yikima ugramasl, hicre disina salinmalarini engellemektedir (196, 218). Nt-RAGE adi da
verilen RAGE-v2 izoformunda, reseptorin ekstraseltler bdlgesine ait V-bolgesi
bulunmamakta ve bunun neticesinde bircok ligandin, Nt-RAGE’ye baglanamadi§i ve hiicre
icine sinyal iletilemedigi goralmektedir (220, 218). Hiucre membraninda yer alan
metalloproteinazlarin, membrana yakin bir noktadan reseptoriin ekstraseltler bdlgesini
kesmesi ve kesilen bu parcanin sitoplazmaya salinmasi sonucunda diger bir RAGE formu
olan tRAGE (truncated RAGE) uretilmektedir (196). RAGE’yi hlicre membraninda hangi
metalloproteinazin kestigi net ortaya konabilmis degilse de ADAM-10"un (a disintegrin and
metalloproteinase-10) bu gorevi yerine getirdigine dair t¢ yayin bulunmaktadir (221-223).
Hem tRAGE hem de esRAGE, hucre disina salinmalarinin ardindan vicut sivilarinda
saptanabilmektedir (220). t-RAGE, esRAGE’yle birlikte total ¢ozlnebilir RAGE (SRAGE)
havuzunu olusturmaktadir (SRAGE=tRAGE + esRAGE) (219) (Sekil 14).

sRAGE

£ tRAGE
RAGEv2 RAG) r RAGEY]
(Nt-RAGE) (esRAGE),

.
1
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1 1 1

mRNA RAGEV2 mRNA RAGE mRNA RAGEv] mRNA RAGE

Sekil 14. esRAGE, tRAGE ve Nt-RAGE’nin olusumundan sorumlu olan hiicresel mekanizmalar (196).

esRAGE’nin yapisal olarak énemli bir 6zelligi, 10. eksona sahip olmamasinin yani

sira 9. intronu igermesi ve bu sebeple C-terminal bdlgesinde 22 aminoasitlik ufak bir parcanin
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bulunmasidir (220, 196). Bu parcaya karsi gelistirilen antikorlar sayesinde doku ornekleri ve
viicut sivilarindan esRAGE’nin spesifik olarak saptanabilmesi mimkin hale gelmistir (224).
Reseptorin ektraseltler kismina karsi gelistirilen antikorlar ise total SRAGE’nin 6lgtlmesine
olanak saglamaktadir (196). Ligandlarin, interstisyel sividaki tRAGE ve esRAGE’ye
baglanmasi sonucunda hiicre membraninda yer alan RAGE’ye tutunmalari ve hicre igine

sinyal iletmeleri engellenmektedir (219) (Sekil 15).
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Sekil 15. RAGE-ligand etkilesimi sonrasinda aktive olan sinyal yolaklari. Nt-RAGE ve esRAGE’nin,
sitoplazmik kuyruga sahip olmamasi nedeniyle sinyal iletemedikleri gérilmektedir (196).

2.2.2. RAGE ligandlari

RAGE’nin ilk tanimlanan ligandi olan “AGE”, diabetes mellitus’un kronik
komplikasyonlarinin (nefropati ve ndropati gibi) gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir,
Ayrica aterosklerotik lezyonlarin olusmasinda ve iskemi/reperfiizyon hasari sonrasi kardiyak
hicrelerin 6lmesinde de etkili olduklari dustuntlmektedir (196). Bu istenmeyen etkilerinin
ortaya ¢ikmasinda proteinlerde yapisal degisiklere yol agmalarinin (reseptér bagimsiz etki)
yani sira RAGE’ye baglanarak hucresel islevleri bozmalarinin (reseptor bagimh etki) da
katkisi bulunmaktadir (225). Bir diger RAGE ligandi olan “HMGBL1”, nikleusta DNA-
baglayici protein olarak gérev yapmakta fakat hicre disina salinmalari durumunda sitokin
benzeri islev gorerek inflamatuar sireclerde yer almaktadir (196). Ayrica HMGB1-RAGE
etkilesimi matriks metalloproteinazlarin (MMP) salinimina yol acarak timoér hicrelerinin
gocund ve yayilimini arttirmaktadir (199). RAGE, yapisal olarak birbirine benzerlik gosteren

21 proteinden olusan “S100 protein ailesi”’nin bazi tyeleri tarafindan da aktive edilmektedir
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(196). S100 ailesi, kalsiyum baglayici proteinler olarak hiicre ici kalsiyum dengesinin
korunmasinda gorev almaktadir. S100 proteinlerinden en az yedi tanesinin RAGE’ye
baglandigi gosterilmis olup bunlarin arasinda 6zellikle S100B, S100A6, S100A9 ve
S100A12’nin AH patogeneziyle iliskili oldugu bilinmektedir (199). Diger bir ligand olan
“AB”nin RAGE’ye baglanabildigi ilk kez 1996 yilinda endotelden zengin akciger dokusu
kullanilarak belirlenmis, AR’nin AH patofizyolojisinde énemli rol oynadiginin anlasiimasiyla
birlikte AB-RAGE etkilesimini aciklamaya yonelik ¢ok sayida calisma gergeklestirilmistir
(226). Yan ve ark.larinin calismasinda, AGE, HMGB1 ve monomer formdaki AB’nin RAGE
uzerinde ayni bolgeye (V-bolgesi) baglandiklari gosterilmistir (226). Takip eden calismalarda
da AP’ya ait monomer ve fibrillerin, acik bir sekilde RAGE’ye baglandigi saptanmistir (227,
228). Baska bir calismada ise fibriler (fAB) ve monomer formlara ek olarak oligomer (ABO)
formlarin da yiksek afiniteyle RAGE’ye baglandigi belirlenmistir (229). Sturchler ve
ark.larinin calismasinda, fAB’nin reseptor tizerinde C-1 bélgesine, ABO’nun ise V-bdlgesine
baglandigi gosterilmistir (230). ABO’nun AH patogenezindeki belirgin roli g6z 6nlinde
bulunduruldugunda, tedavi stratejisi olarak ABO-RAGE baglanmasini 6nleyen/azaltan
bilesiklerin gelistirilmesinde reseptoriin V-bolgesinin hedeflenmesi blylik 6nem tasimaktadir
(199).

2.2.3. RAGE’ye ait sinyal yolaklari

RAGE’nin kendi ligandlar icgin sinyal reseptori olarak goérev yaptigi bircok
calismayla ortaya konmustur (231-235). RAGE’nin bir¢ok liganda sahip olmasinin disinda bir
diger karakteristik 6zelligi, birbirinden farkli ¢cok sayida hicre ici sinyal ileti yolagini aktive
edebilmesidir (210). Bu ileti yolaklarinda JAK (Janus kinaz), mitojen aktive edici protein
kinaz (MAP kinaz) ve Rho GTPaz gibi bircok enzim gorev almaktadir (233, 235, 236-238)
(Sekil 15). RAGE-ligand etkilesimi sonrasinda muhtemelen hiicre tipine, ligand tipine,
ligandin reseptor Gzerindeki baglanma yerine ve ligandin doz konsantrasyonuna bagl olarak
hiicre icinde hangi sinyal yolaginin secilecegine karar verilmektedir (196).

RAGE-ligand etkilesimiyle aktive olan sinyal yolaklari, sonraki asamada c-jun, c-fos,
sinyal donustdrici ve transkripsiyon aktivatori (STAT), c-AMP cevap elementi baglayici
protein (CREB) ve nukleer faktor-kappa beta (NF-kB) gibi ¢ok sayida transkripsiyon
faktorinl aktive etmektedir (229). Bu transkripsiyon faktorleri arasinda yolaklarin biyuk bir

kismi tarafindan aktive edilmesi, proinflamatuar genlerin ekspresyonunu arttirarak
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inflamatuar sireclere yol agmasi ve kronik inflamatuar hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli
rol oynamasi nedeniyle NF-kB’nin 6n plana c¢iktigi gorilmektedir (210). RAGE geninin
promotor bolgesinde NF-kB’ya ait iki adet tepki elemant bulunur ve RAGE-ligand etkilesimi
neticesinde pozitif geri besleme ile RAGE’nin kendisini up-regule etmesi saglanir. Bu durum,
ligandin baglanacagi yeni RAGE reseptorlerinin sentezine ve RAGE-ligand baglanti sayisinda
artisa yol agmaktadir (239). Diger reseptorlerden farkli olarak RAGE’nin aracilik ettigi NF-
KB aktivasyonu, uzun stire devam etmektedir. Normalde NF-kB’nin aktive ettigi genler
arasinda IKBa (inhibitér kapa B alfa) da bulunmakta ve bu sayede hiicresel uyaranin ortadan
kalkmasiyla birlikte yeni sentezlenen IkBa tarafindan NF-kB’nin inaktive edilmesi
saglanmaktadir. Fakat RAGE nin yer aldigi strec icerisinde NF-kB’yi baski altinda tutan bu
tr negatif otoregulator dongulerin asildigi ve hicre icinde uzun sureli bir NF-kB
aktivasyonunun ortaya ciktigi gorulir. RAGE-NF-kB ekseninde bu olayin nasil gergeklestigi
tam olarak anlasilabilmis degilse de ileri sirilen bir varsayima gére, NF-kB’nin aktivasyonu
ve nikleusa translokasyonunu iceren ilk asamayi, NF-kB’nin denovo olarak sentezlendigi
ikinci bir asamanin takip etmesidir (210). Boylece ilk asamada sentezlenen IK-Ba’nin, ikinci
asamada sentezlenen yeni NF-kB’ler ile basa ¢ikamamasi sonucunda surekli bir NF-kB
aktivasyonuyla Kkarsilasilmaktadir (239). Sonuc¢ olarak NF-kB ile indiuklenen RAGE
ekspresyonunun, NF-kB’nin uzun sireli aktivasyonuna yol actigr ve bu sayede ligand
kaynakl sinyalizasyonun daha fazla guclendigi ve devamli hale getirildigi bir stire¢ ortaya
cikmaktadir. Diger bir ifadeyle RAGE, inflamatuar uyarilar sonrasinda ortaya ¢ikan gecici
inflamatuar cevabin, kalici hale donustlrilmesinde adeta salter gorevi gormektedir (210)
(Sekil 16).
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Sekil 16. RAGE-ligand etkilesimi sonrasinda NF-kB’nin aktive edilmesi (210).

43



2.2.4. AB’nin kan beyin bariyerindeki transportunda RAGE’nin rolu

Dolasimdaki serbest AB, KBB’nin luminal yiiziinde yer alan RAGE tarafindan
transitozla beyne dogru tasinmaktadir (240). RAGE ve LRP, AP transportu agisindan KBB
Uzerinde birbirine zit fonksiyon gosteren iki farkli tasima mekanizmasi olusturur. RAGE,
AR’y kandan beyne dogru (influks) tasirken, LRP ise beyinden kana dogru (efluks)
tasimaktadir (8) (Sekil 17). KBB (izerinde AB’ya ait tastyici reseptorlerin oldugu, ilk defa
1993 yilinda Zlokovic ve ark.larinin calismasiyla ortaya konmus ve takip eden dénemde
gerceklestirilen cok sayida ¢alismada, AB’nin KBB’de transport edildigi dogrulanmistir (241-
252). Deane ve ark.larinin calismasinda, [*°I] isaretli hAB1-40 (insan AP1-40)’in, farelerin
sistemik dolasimina injekte edilmesinin ardindan beyin kapiller damarlari tarafindan alindig
ve KBB’de transporta ug@radigi gosterilmistir. Ayni calismada, RAGE spesifik IgG’nin
uygulanmasi ya da RAGE’nin eksprese edilmesinin engellenmesiyle (RAGE-null fare), [**I]-
hAB(1-40) ve [**1]-hAB(1-42)’nin KBB’deki transportunun engellendigi saptanmistir. Radyo-
isaretli olmayan hAB1-40’in sistemik dolasima injeksiyonu sonrasinda ise 10 ve 60 dk sonra
siraslyla beyin mikrodamarlari ve parankiminde hAB1-40’in varhg imminohistokimyasal
olarak ortaya konmustur. Ayrica dolasimdaki hAB1-40"in, hAB1-42’ye kiyasla beyne dogru
daha fazla transport edildigi gozlenmistir (252). Beyindeki RAGE ekspresyonunun,
embriyonel donemde oldukca yiksek dizeylerde iken eriskin donemde dusuk seviyelere
geriledigi gorulir. Fakat arteriyol ve kapiller endoteldeki ekspresyon, yiksek diizeyde
kalmaya devam eder (233). Bu durum, saglikh bireylerde bile dolasimdaki AB’nin, RAGE
uzerinden siirekli olarak beyine dogru tasindigini gosterir. Fakat KBB Uzerinde LRP’nin daha

aktif fonksiyon gérmesi neticesinde AB’nin beyinde birikmesinin 6nune gegilmektedir (8).
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Sekil 17. AB’nin RAGE ve LRP aracilifiyla kan-beyin bariyerinde transport edilmesi.

2.2.5. RAGE ve Alzheimer hastaligi

RAGE ekspresyonu, kendisine baglanan ligand diizeyleri ile yakin iliski icindedir. in
vitro ve in vivo birgok calismada, ortamdaki ligand miktarinin arttirilmasinin, RAGE
ekspresyonunda artisa yol actigi gosterilmistir (210, 219). Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde, RAGE’ye ait ligandlarin (AB, S100, HMGBL1 ve AGE gibi) artmis dlizeylerde
oldugu bilinmektedir (199, 253). Bu nedenle néron, mikroglia, astrosit ve kapiller endoteldeki
RAGE ekspresyonunda belirgin bir artisla karsilasiimaktadir (254, 255). RAGE
diizeylerindeki artis, 6zellikle hipokampus ve dentat girus gibi AH’ndan etkilenen bdlgelerde
kendini gostermekte fakat serebellum ve bazal cekirdeklerde herhangi bir artisa
rastlanmamaktadir (254, 255).

Mikroglia, ndron ve Kkapiller endotelde gozlenen RAGE ekspresyon artisi, AH
patogenezi agcisindan blyik ©6nem tasimaktadir (229). RAGE, AP’ya cevap olarak
mikroglialarin aktive edilmesinde merkezi role sahiptir (256, 257). AB’nin mikroglialar
tzerindeki RAGE’ye baglanmasi sonucunda NF-kB aktivasyonu tzerinden IL (interlokin) 1,
IL-6, TNF-a (timor nekrozis faktdr), M-CSF ve makrofaj inflamatuar protein-1a (MIP-1a)
gibi bircok proinflamatuar sitokin salinmaktadir. Anti-RAGE antikorlari kullanilarak Ap-
RAGE etkilesiminin engellenmesi durumunda ise sitokin salinimi 6nemli 6lctide azalmaktadir

(229). Lue ve ark.larinin Alzheimer hastalarinin beyinlerini inceleyerek gercgeklestirdikleri
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calismada, RAGE-pozitif mikroglialarin 6zellikle hipokampus ve parahipokampal girusta
artmis oldugu ve bu artisin hastaligin patolojik evresiyle korelasyon gosterdigi belirlenmistir
(254). Hipokampal formasyonu olusturan bu yapilarda, hastaligin erken dénemlerden itibaren
patolojik degisikliklerin gozleniyor olmasi ve ayni bolgelerde mikroglial RAGE
ekspresyonunda artis saptanmasi, AH patogenezi agisindan RAGE’nin 6nemini ortaya
koymaktadir (229).

Alzheimer hastalarinda, saghkli yasl bireylere kiyasla beyin damarlarindaki RAGE
ekspresyon diizeylerinde belirgin artis saptanmaktadir (252, 255). Bunun sonucunda AB’nin
RAGE’ye baglanmasiyla birlikte endotelden salinan sitokinlerin (TNF-a ve IL-6 gibi) ve
adezyon molekullerinin (interseliler adezyon molekilu-1, trombosit endotelyal hiicre adezyon
molekili-1 ve vaskiler hiicresel adezyon molekull gibi) sentezinde artis gerceklesmektedir
(Sekil 17). Proinflamatuar sitokinler, lokal inflamasyona yol acarak komsu beyin
parankiminde hasarlanmaya neden olurken, adezyon molekillerindeki artis ise dolasimdaki
monositlerin beyne dogru goc¢ etmesinde etkili olmaktadir (171, 229, 240). Ayrica RAGE,
AB’nin beyin damarlari tizerindeki vazokonstriktor etkisine aracilik etmektedir. AB-RAGE
etkilesimi sonrasinda endotel hicreleri tarafindan kuvvetli bir vazokonstriktor olan endotelin
(ET-1)’in saliniminda artis gergceklesmekte ve bunun sonucunda beyin kan akiminda azalma
ortaya ¢cikmaktadir (229, 252) (Sekil 15). Transkranial doppler ve SPECT (tek foton emisyon
bilgisayarli tomografi) yontemi kullanilarak Alzheimer hastalarinin beyin kan akimi (CBF)
degerlendirildiginde temporoparyetal bolgelerde azalmis kan akimi gézlenmektedir. Ayrica
ayni bolgelerde PET (pozitron emisyon tomografi) ile saptanan glukoz kullaniminda azalma
izlenmektedir (172). Beyin kan akimindaki azalma, ndronlara glukoz ve oksijen tasinmasinda
azalmaya yol acarak noronal fonksiyon bozukluguna ve nérodejenerasyon gelismesine
katkida bulunmaktadir (172). AH’nda ortaya cikan bozulmus glukoz metabolizmasinda,
RAGE’nin indikledigi inflamatuar degisikliklerin belirgin rol oynadigi ileri surtlmustir. Bu
varsayima gore, RAGE’nin NF-kB aktivasyonu ile uzun sureli olarak proinflamatuar sitokin
salinimina yol agmasi, noronlarin efektif olarak enerji retmesine engel olmaktadir. Benzer
durum ozellikle kanser hastalarinda kaseksi seklinde kendini gostermekte ve bu hastalarda
gozlenen artmis diizeylerdeki TNF-a, IL-6 ve IFN-y (interferon- y)’nin, kanserli olmayan
normal hucrelerde azalmis ATP (adenozin trifosfat) seviyelerine ve artmis laktat tretimine yol
actigr bilinmektedir. RAGE aktivasyonu sonrasinda endotel hicreleri, mikroglialar ve

astrositler tarafindan surekli olarak proinflamatuar sitokinlerin saliniyor olmasi, néronlarin bu
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sitokinlere uzun sureli maruz kalmasina ve muhtemelen azalmis hicre igi ATP seviyelerine
yol acmaktadir. ATP, vyalnizca ndronlarin  hayatta kalmasi icin gerekli olmayip
nérotransmitter sentezi gibi fonksiyonel islevler icin de gereklidir. Boylece azalmis ATP
seviyeleri sonucunda basta asetilkolin olmak Ulzere bircok nérotransmiterin sentezinde ortaya
cikan bozulma, AH’ndaki kognitif bozukluklara katkida bulunmaktadir (253).

AH’nda KBB’deki endotelde ortaya ¢ikan artmis RAGE dizeyleri, dolasimdaki
¢Oziinebilir AR peptidlerin (monomer ve oligomer formlarin) beyne dogru daha fazla
tasinmasina ve beyindeki amiloid yikinde artisa neden olmaktadir (184). Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde RAGE’nin tam tersi olarak basta endotel hicreleri olmak tizere LRP
dizeylerinin belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir (170). Boylece kapiller endotel Uizerindeki
RAGE duzeylerinin artmasi ve LRP dizeylerinin ise azalmasi neticesinde beyne dogru artmis
AB transportuyla karstlasiimaktadir. Bu durum, AB’yr beyinden temizlemekte gdrevli bir
diger mekanizma olan katabolik aktivite (zerinde artmis yike sebep olmaktadir. Fakat
AH’nda basta neprilizin olmak lzere AB’yl yikan enzim dizeylerinin, belirgin derecede
azalmis oldugu gorillmektedir (177). Bu nedenle artmis AB yikiyle basa ¢ikilamamakta ve
AB’nin giderek amiloid plaklar seklinde biriktirilmeye calisildigi gériilmektedir. Bu savunma
mekanizmasi sayesinde hastalik olusumundan sorumlu olan AP oligomerleri, daha az toksik
form olan fAB seklinde lokalize edilmekte ve néronlarin oligomerlere daha az maruz kalmasi
saglanmaktadir (19).

Oligomer formlarin, AB monomerlerinden farkli olarak néronlar tzerinde belirgin
toksik etkiye sahip oldugu ve norotoksik etkilerini bircok mekanizma (zerinden
gerceklestirdigi bilinmektedir (258). AP oligomerlerin, kortikal ndronlardaki RAGE’yi direkt
olarak aktive etmesi, noronlarda hasarlayici etkiye hatta hiicre 6limlerine yol agmaktadir
(229). Noronal RAGE ekspresyonu, saglikli bireylerin beyinlerinde oldukca dusuk
diizeylerde iken Alzheimer hastalarinin beyinlerinde parankimdeki artmis AR duzeylerine
baglh olarak yiiksek diizeylerde saptanmaktadir (255). Farelerde AB1-40’in sistemik dolasima
injekte edilmesiyle, noronlardaki TNF-a, IL-6 ve heme oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonunun
arttigr, RAGE-null farelerde ise ekspresyon diizeylerinde herhangi bir degisiklik olusmadigi
gosterilmistir (252). Bu durumda artmis RAGE ekspresyonu gosteren noronlar tarafindan
sekrete edilen proinflamatuar sitokinlerin hem otokrin olarak ayni hicre Uzerinde hem de
cevresindeki noronlar Gizerinde artmis hiicresel strese yol actigi gorilmektedir (229). RAGE,
AB oligomerlerinin yani sira AP fibrilleri tarafindan da aktive edilmektedir (230). Boylece
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noritik plaklar gcevresinde yerlesim gosteren glial hiicrelerdeki ve néronlardaki RAGE’nin AB
fibrilleriyle uyarilmasi sonucunda bu hicrelerden ortama salinan sitokinlerin, lokal
inflamasyona yol acmasi veya daha uzaktaki néronlar Uzerinde toksik etki gostermesi
mimkunddr. Fakat noritik plaklarin olusturdugu bu hasarlayici etki, tim parankim boyunca
rahatlikla ilerleyebilen c¢oziinebilir AB oligomerlerin olusturdugu norotoksik etkiye gore
oldukca zayif kalmaktadir (19). AB-RAGE etkilesimi sonrasinda diger proinflamatuar
mediyatorlere ek olarak néronal M-CSF ekspresyonunda da artis gozlenmektedir (254). M-
CSF’nin, cevredeki mikroglialari aktive etmesi ise néroinflamasyonun daha fazla arttigi kisir
bir dongl olusturmaktadir (229).

RAGE ligandlari, birbirlerinin etkilerini sinerjistik olarak arttirabilmektedir (259-261).
S100B, S100A6/9/12, TTR ve HMGBL1 gibi AB disindaki diger RAGE ligandlarininin da
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde artmis duzeylerde oldugu gortlmektedir (262-264). Tim
bu ligandlarin, sinerjistik etki gostermesi sonucunda RAGE ve NF-kB aktivasyonu
aracithigiyla kalici ve gucli bir néroinflamatuar cevap gelismektedir (199). AB ve diger
ligandlar icin noronlar UGzerinde spesifik ve induklenebilir bir reseptérin (RAGE gibi)
bulunmasi, hastaliin erken evrelerinden itibaren bu ligandlar tarafindan ndéronlarin
hasarlanmasina yol agmaktadir (229).

2.3. Dusiik-Yogunluklu Lipoprotein Reseptor-iliskili Protein (LRP)

Alfa-2-makroglobulin reseptori (A2MR), apolipoprotein E reseptori (ApoER) veya
yuzey farklilasma antijeni 91 (CD91) olarak da bilinen LRP (LRP1), LDL reseptor ailesi
icinde yer alan ¢ok fonksiyonlu bir hicre yuzey reseptérudur (Sekil 18). Bu ailenin ikinci
kesfedilen Uyesi olan LRP, LDL reseptoriine benzerlik gosteren diger proteinlerin ortaya
konmasi amaciyla cDNA kitiiphanesinin taranmasi sirasinda kesfedilmis ve 1988 yilinda
klonlanmasinin ardindan A2MR olarak adlandirilmistir. Sonraki yillarda APOER ve CD91
olarak da adlandirilan LRP, gunimizde daha ¢ok LRP1 ve LRP isimleriyle bilinmektedir
(265).
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Sekil 18. LDL reseptor ailesini olusturan reseptorlere ait yapisal bilesenler.

LRP, ailenin diger Uyelerine yapisal olarak benzerlik gosterse de onlardan (LRP1B ve
LRP2 haric) belirgin olarak daha buyuktir. 4454 aminoasitten olusan ve 600 kDa agirhginda
olan LRP, vicuttaki en biyiik hiicre yiizey reseptorlerinden biridir (266). ilk kez
kesfedildiginde ¢Opcu reseptori olarak tanimlanmis fakat daha sonra sinyal iletiminde de
gorev yaptigi anlasiimistir. ER’da sentezlenmesinin ardindan golgi’ye goénderilen LRP, TGN
icindeyken furin tarafindan kesilerek 515 kDa ve 85 kDa agirliginda iki parcaya (sirasiyla
‘agir a-zinciri’ ve ‘hafif B-zinciri’) ayrilmakta fakat daha sonra bu iki parca, non-kovalent
olarak bir arada bulunmaya devam etmektedir (169) (Sekil 19). LRP’nin ER’da dogru bir
sekilde katlanmasi ve uygun tersiyer yapi kazanabilmesi icin reseptor-iliskili protein (RAP)’e
ihitiya¢ duyulmaktadir. RAP ayrica LRP’nin ER ve cis-golgi agi (CGN)’nda tasinmasi
sirasinda LRP zerindeki ligand baglayici bolgelere baglanarak bu bolgeleri kapatmakta ve bu
sayede LRP’nin ligandlariyla erken etkilesime girmesine engel olmaktadir. LRP’nin golgiye
ulasmasiyla birlikte RAP, ER’a geri donmekte, LRP ise TGN araciligiyla hiicre membranina
tasinmaya devam etmektedir (267). LRP, LDL reseptor ailesinin tim Uyelerinde bulunan bes
yaygin yapisal Unite icerir: (a) sisteinden zengin ligand-baglayici (kompleman) tip tekrar, (b)
epidermal buyltme faktorii (EGF) benzeri tekrar, (c) B-pervane (B-propeller) yapi gosteren
tekrar, (d) membrani bir defa kateden transmembrandz parca ve (e) NPXY motifini iceren
kisa bir sitoplazmik kuyruk. Ligand baglayici tip tekrarlar, reseptériin hiicre disi pargasi
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Uzerinde kimelenme gostererek ‘ligand baglayici bolge’leri olusturur. LRP’nin hiicre disl
pargasi Uzerinde sirasiyla 2, 8, 10 ve 11 adet tekrar iceren dort ligand baglayici bélge bulunur.
LRP’ye ait ligandlar, 6zellikle ikinci ve dordincli boélgelere baglanmaktadir. Reseptorin
hlcre disi parcasi, transmembrandz parcanin hemen dncesinde yer alan alti adet EGF benzeri
tekrar ile son bulmaktadir (Sekil 18) (268). LDL reseptor ailesinin timi, apoE gibi ortak bir
liganda sahip olsa da endositik fonksiyon acisindan birbirlerinden farklilik gostermektedir.
Diger Uyelerden farkli olarak LRP, kendi ligandiyla etkilesime girmesinin ardindan hizli bir
sekilde (<0.5 sn) endositozla hiicre icine alinabilmektedir (267).

LRP, ozellikle karaciger (KC), beyin ve akciger basta olmak Uzere kalp, bagirsak,
bobrek, over ve testis gibi vicuttaki birgok doku tarafindan eksprese edilmektedir (269). LRP,
SSS’deki hemen hemen tim hucreler (endotel hicresi, vaskiler diiz kas hiicresi, perisit,
ependim hcresi, néron, mikroglia ve astrositler) tarafindan sentez edilebilmektedir. Noéronlar
LRP’yi guclu bir sekilde sirekli olarak eksprese etmekte iken mikroglia ve astrositlerdeki
ekspresyonun, distk seviyelerde oldugu fakat aktive edilmelerinin ardindan up-regile
edildigi gorulmektedir (169). LRP’nin beyindeki ekspresyonu, tum alanlarda homojen bir
sekilde gerceklesmeyerek bolgesel bir takim farkhliklar icerir. Ozellikle dentat girus’un
graniler tabakasindaki néronlarda, hipokampusun CA1, CA3, CA4 bdlgelerindeki piramidal
noronlarda, entorinal korteksteki noronlarda ve koroid pleksusun epitelyal hicrelerinde
immunohistokimyasal olarak artmis boyanma paterni izlenir.  Entorinal korteks ve
hipokampal formasyonun, AH’ndaki patolojik degiskliklerden yogun bir sekilde etkileniyor
olmasli, LRP’yi bu hastalik agisindan 6nemli hale getirmektedir (270).

APP’e benzer sekilde LRP’nin de hicre membraninda ardisik proteolitik kesime
ugradigr  belirlenmistir. Kontrolli membran i¢i proteoliz (regulated intramembrane
proteolysis; RIP) adi verilen bu proteolitik sirec, ilk defa sterol diizenleyici eleman baglayici
protein (SREBP)’de tanimlanmis ve ardi sira yapilan calismalar ile hiicre membraninda yer
alan birgok protein ve reseptdrde (Notch, APP, reseptor tirozin kinaz ErbB-4, hyaluronan
reseptoril CD44, aktivasyon transkripsiyon faktorl 6, inositol gerektiren 1, LRP ve kaderin
gibi) RIP’in gerceklestigi ortaya konmustur (271). RIP’e ugrayan proteinler tipik olarak dnce
hiicre membranina yakin bir noktadan kesilmekte ve ardindan transmembrandz parcanin
ikinci bir kesime ugramasiyla intraselller parganin sitoplazmaya salinmasi saglanmaktadir.
Sitoplazmaya salinan parganin, nikleusa tasinmasi ise bir¢cok genin transkripsiyonunda

degisiklige yol acmaktadir. ikinci kesimi, genellikle presenilinin yer aldifi y-sekretaz
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kompleksi gerceklestirmekteyken, birinci kesimi gerceklestiren enzim, proteinler arasinda
farklilik gosterebilmektedir. LRP igin birinci kesimi, ndronlarda BACEL, hepatositlerde ise
metalloproteinazlar gerceklestirir (169, 271). BOylece LRP’nin hiicre disinda yer alan 515
kDa’luk a-zinciri ve B-zincire ait 15kDa’luk kismi, interstisyel alana salinmaktadir. Hiicre
disina salinan bu parca, ¢ozinebilir LRP (sLRP) olarak isimlendirilir (169) (Sekil 19). sLRP,
ligand baglayici bolgelere sahip olmasi nedeniyle ‘tuzak reseptor’ gibi gorev yaparak
ligandlarin, hicre membranindaki LRP’ye baglanmasini engellemekte ve bu sayede hiicre
icine sinyal iletilmesini dnleyerek artmis LRP-ligand etkilerine karsi koruyucu bir mekanizma
saglamaktadir. Ayrica sLRP, plazmada nanomolar seviyede bulunmakta ve plazmada AP icin
tastyici protein olarak gorev yapmaktadir. Boylece KBB’deki AB-RAGE etkilesimini
onleyerek AB’nin beyine dogru olan tasinmasini azaltici yonde etki gosterir (272). Birinci
kesimin ardindan membrana tutulu halde kalan 70 kDa’luk B-zincir parcasinin, y-sekretaz ile
kesilmesi ise intraselller parcanin (LRP-ICD; LICD) sitoplazmaya salinmasiyla sonuclanir
(169) (Sekil 19).
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2.3.1. LRP ligandlari

LRP’nin ilk tanimlanan ligandlarindan olan “apoE”, kolesterol hemostazi ve
lipoprotein metabolizmasinda énemli rol oynamaktadir (273). Bagirsaklardan emilen lipidleri
tastyan silomikronlar, vaskuler endoteldeki lipoprotein lipazlar ile silomikron kalintilarina
donlsturtlmelerinin ardindan, KC’e tasinarak apoE reseptorleri araciligiyla dolasimdan
temizlenmektedir (266). LRP’nin kesfedilmesinden once KC’deki tek lipoprotein kalinti
reseptorunun, disik-yogunluklu lipoprotein reseptérii (LDLR) oldugu dusinulmekteyken,
LDLR fonksiyonunun engellendigi (LDLR gen delesyonu gibi) calismalarda, silomikron
kalintilarinin  dolasimdan rahatca temizlenebildigi gosterilmesi Uzerine baska bir apoE
reseptoriinin varhgina dikkat cekilmistir. LDLR’ne yapisal olarak benzerlik gdstermesi,
KC’de yuksek dlzeyde eksprese edilmesi ve apoE’ye baglanabilmesi nedeniyle LRP’nin,
KC’deki diger kalinti reseptori olabilecegi dustnilmis ve Willnow ve ark.larinin yaptiklari
calismayla bu varsayimin dogrulugu kanitlanmistir (274). Bu c¢alisma sonrasinda
gerceklestirilen diger bircok calismada da LRP’nin, KC’de apoE reseptori olarak gorev
yaptigi dogrulanmistir (275, 276). ApoE, periferik dolasimda genellikle silomikron kalintilari
ve IDL (ara-yogunluklu lipoprotein) tipi lipoproteinler icinde yer almaktayken SSS’nde
agirlikh - olarak yuksek-yogunluklu lipoprotein  (HDL) benzeri lipoproteinler iginde
bulunmaktadir (277). Baslica KC tarafindan tretilen ve periferik dolasima verilen apoE,
KBB’ni gecememekte ve bu nedenle SSS’nin kendisine ait bagimsiz bir apoE havuzu
bulunmaktadir. Periferik apoE’nin tersine beyinde dretilen apoE, KBB’de bulunan LRP
vasitasiyla beyinden sistemik dolasima dogru gecebilmektedir (273). Myelin kilifi ve néronal
hicre membraninin devamhiligi agisindan néronlara strekli olarak kolesterol saglanmasi
gerekmektedir. Ayrica sinaptik baglantilarin dayanikliliinda ve yeni sinaps olusumunda
(sinaptik plastisitede oldugu gibi) kolesterolin aktif rol oynadigi gorilur (273, 276). LRP,
KC’e ek olarak beyinde de apoE reseptori olarak goérev yapmakta ve néronlara kolesterol
saglanmasi, apoE-LRP etkilesimi sayesinde gerceklestirilmektedir. Astrosit ve mikroglialar
tarafindan Uretilen apoE, LRP vasitasiyla néronlara alinmakta ve bu esnada kendisiyle birlikte
kolesteroliin de huicre icine tasinmasina aracilik etmektedir (273).

Proteinaz inhibitorleri olan “a2-makroglobulin (a2M)” ve “gebelik bdlgesi proteini”,
yalnizca inhibe ettikleri enzimler ile kompleks olusturduktan sonra LRP’ye
baglanabilmektedir (266). Proteinazlarin, 02M (zerindeki tuzak bolgelere baglanmasi

sonucunda a2M’nin kendi Uzerine katlanarak konformasyonel degisiklige ugradigi ve bu
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sayede proteinazlarin kapana kisilarak inhibisyona ugradiklari gortlmektedir. Bu sekilde
yapisal degisiklik gosteren 02M, aktive a2M (a2M*) olarak adlandirilir . a2M*’in, LRP’ye
baglanmasi sonrasinda endositozla hiicre icine alinmasi ve lizozomlar tarafindan ortadan
kaldiriimasi sayesinde dokularin, proteinazlardan kalici olarak temizlenmesi saglanmaktadir
(189).

a2M’e benzer sekilde serin proteinaz inhibitorii (serpin) olan “plazminojen aktivator
inhibitord-1 (PAI-1)”in de LRP’ye baglanabilmesi icin inihibe edecegi uPA ve tPA’ya
baglanarak yapisal degisiklige ugramis olmasi gerekmektedir (278). Fakat “uPA” ve “tPA”,
PAI-1 ile kompleks olusturmadan da direkt olarak LRP’ye baglanabilmektedir (265).
uPA’nin, uPA reseptoriine (UPAR) baglanmasi sonucunda plasminojenin proteolitik olarak
yikilmasiyla plasmin olusmasi saglanmakta ve bu proteolitik stre¢ PAI-1 ile regule
edilmektedir. PAI-1’in uPAR’a bagh olan uPA ile stabil kompleks olusturmasi sonrasinda
PAI-1-uPA-uPAR kompleksi, PAI-1 vasitasiyla LRP ile de etkilesime girmekte ve bu dortli
kompleks yapi (PAI-1-uPA-uPAR-LRP), LRP vasitasiyla hizli bir sekilde hiicre igine
alinmaktadir. Endozom iginde yer alan bu yapilardan PAI-1 ve uPA, lizozomlara verilerek
yikilmakta iken UuPAR ve LRP’nin intakt halde hicre membranina geri dénmesi
saglanmaktadir (266).

Diger bir ligand olan tPA, uPA’ya benzer sekilde plasmin olusumuna katkida
bulunurak fibrinolitik sistem icinde yer aldigi gibi SSS’de diger birgok farkh fonksiyona
aracthk etmektedir. Ornegin norit bilytimesi, néronal migrasyon, visual korteks plastisitesi ve
LTP olusumunun tPA aktivitesiyle direkt olarak iliskisi bulunmaktadir (279). Hipokampusta
yuksek duzeyde eksprese edilen LRP, 6zellikle hipokampal LTP olusumunda tPA’nin bu
etkilerine aracilik etmektedir. RAP ile LRP dizeylerinin azaltilmasi, tPA’nin LTP arttiric
etkilerini bloke etmektedir (278).

LRP, insanlarda hastalik yapan bazi “rhinovirislerin”, *“prion proteininin” ve
“Pseudomanas exotoksin A”nin hicre igine alinmasina yol agmaktadir. Ayrica “HIV-Tat
proteini” igin reseptor gorevi gorerek HIV’in aktivasyonunda rol oynamaktadir (189). HIV ile
enfekte hiicrelerden salinan HIV-Tat, LRP araciligiyla endozom icine alinmakta ve daha
sonra tam olarak anlasilamamis bir mekanizmayla niikleusa ulasarak uyuyan (dormant) viral
genlerin transkripsiyonunu aktive etmektedir. Bu stire¢ 6zellikle SSS igin 6nem tasir. LRP’nin
noronlar tarafindan oldukga ytiksek diizeyde sentezleniyor olmasi, HIV ile enfekte kisilerde

stk gozlenen HIV-demans kompleksinin gelisimi icin zemin hazirlar (278). LRP’nin AH
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acisindan énemli bir ligandi olan “AB”, direkt olarak ya da apoE vasitasiyla ligand baglayici
bolgelere tutunur (272). AB’nin noronlar, mikroglialar ve vaskiler diz kas hicreleri
uzerindeki LRP’ye baglanmasi, bu hiicreler tarafindan hiicre igine alinmasina ve lizozomlar
vasitasiyla yikilmasina yol acarken, KBB uzerindeki LRP’ye baglanmasi ise beyinden
sistemik dolasima dogru temizlenmesiyle sonuclanir (171). AR’nin yani sira Knutiz tip
proteinaz inhibitér (KPI) bolgesi iceren “APP” de LRP ligandlari arasinda yer almakta fakat
APP695 gibi KPI bolgesi icermeyen APP’ler, LRP’ye baglanamamaktadir. APP’nin LRP’ye
baglanmasi, hizl bir sekilde endositozla hiicre icine alinmasina ve daha sonra endozomlar

icinde sekretazlar tarafindan AP uretilmesine yol agmaktadir (267).

2.3.2. AB’nin kan beyin bariyerindeki transportunda LRP’nin roli

Noronlar tarafindan tretilen AB, KBB’nin abluminal yuztinde yer alan LRP tarafindan
transitozla sistemik dolasima dogru tasinmaktadir (280) (Sekil 17). LRP’nin beyindeki
kapiller endotel hiicreleri tarafindan eksprese edildigi immdinohistokimyasal c¢alismalarla
ortaya konmustur (169). Ayrica yiksek ¢ozindrltklt konfokal miksroskop gorintilerinde
endotel hicrelerinin 6zellikle beyine bakan yuziinde kiimelenme gosterdigi belirlenmistir
(184). Hayvan calismalari, AB’nin taginmasinda spesifik olarak LRP’nin yer aldigini ortaya
koymustur (169).

LRP ekspresyonu Uzerinde etkili olan ¢ok sayida faktor tanimlanmistir. Hem deney
hayvanlarinda (fare, domuz ve maymunlar gibi) hem de insanlarda yaslanmayla birlikte
KBB’deki LRP dizeylerinin azaldigi ve AP Klirensinde bozulma ortaya c¢ikarak RAGE
aktivitesinin giderek daha baskin hale geldigi goriilmektedir (184). Ayrica AB’dan zengin bir
ortamda, beyin endotel hiicrelerindeki artmis RAGE diizeylerinin, LRP ekspresyonunu inhibe
ettigi ve bu etkinin RAGE-spesifik antikorlar ile engellendigi bildirilmistir (8). Duzenli
egzersiz yapilmasi ve cevresel ortamin zenginlestirilmesi ise farelerde, KBB’deki LRP
ekspresyon diizeylerini arttirmakta ve AB’nin temizlenmesini hizlandirmaktadir (272).

AB’nin, endotel tzerindeki LRP’ye baglanmasi yalnizca transitozla sonuglanmayip patolojik
konsantrasyondaki AB’ya maruz kalan endotel hiicrelerinde, hiicre ylizeyinde olusan AB-LRP
komplekslerinin, proteozomal sistem tarafindan ortadan kaldirilabildigi gorilmektedir (240)
(Sekil 15). Zlokovic ve ekibinin 2004 yilinda yaptigr ¢alisma 6ncesinde AP’nin yalnizca
apoE, apoJ ve a2M gibi saperonlar ile kompleks olusturduktan sonra LRP’ye baglanabildigi

distinilmekte iken bu calisma sonrasinda AB’nin direkt olarak LRP’ye baglanabildigi
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anlasiimistir (188). Zlokovic ve ark.larina gore ApB40’a kiyasla AB42’nin, fibrillesmeye daha
yatkin olmasi ve beyinden daha zor temizlenmesi neticesinde yaslanmayla birlikte beyindeki
AB42 diizeyleri giderek artis gostermekte ve sonug olarak AH’nda gbzlenen artmis amiloid

birikimleriyle karsilasiimaktadir (169).

2.3.3. LRP ve Alzheimer hastaligi

Alzheimer hastalarinin beyinlerinden elde edilen doku 6rneklerinin, Western blot
yontemiyle analiz edilmesi sonucunda ayni yas grubundaki saglikli yashlara gére LRP
dizeylerinin belirgin olarak azaldigi gorilmektedir (281). Ayrica Alzheimer hastalarindan
elde edilen doku kesitlerinin (frontal korteks ve hipokampus gibi), immunohistokimyasal
olarak analizi sonrasinda kapiller endotelde azalmis LRP ekspresyon duzeyleriyle
karsilasiimaktadir (170). Fakat endotel htcrelerinin tam tersi olarak, hem Alzheimer
hastalarinda hem de AH modellerinde, néronlardaki LRP seviyelerinde belirgin artis saptanir.
Amiloid plaklarin imminohistokimyasal analizinde ise hem LRP hem de bircok ligand (apoE,
a2M, tPA ve MMP9 gibi), plaklar icinde artmis miktarda saptanmaktadir (272).

Yaslanma sureci icinde KBB’deki endotelde LRP diizeylerinin azalmaya baslamasiyla
birlikte AB’nin etkin bir sekilde temizlenememesi sonucunda beyindeki AP dizeyleri giderek
artis gosterir (184). Beyindeki artmis AB’nin, KBB’deki RAGE ekspresyon diizeylerini
arttirmasi ve tam tersi olarak LRP duzeylerini azaltmasi ise kisir bir dénguye yol agmaktadir.
Ayrica artmis RAGE’nin, LRP ekspresyonu (zerinde direkt olarak inhibe edici etKi
gostermesi, tabloyu daha da agirlastirir. Tim bunlara ek olarak, ilerleyen sire¢ iginde
patolojik diizeylere yiikselen AB’nin, proteozomal sistem tarafindan LRP’nin yikilmasini
indiklemesi ise reseptor dizeylerini daha fazla azaltir. Boylece etkin bir sekilde
temizlenememesi sonucunda beyinde surekli olarak birikim gosteren AB monomerleri,
oligomer ve fibriler formlara doniserek Alzheimer hastaligina yol acan patofizyolojik slreci
baslatmaktadir (169).

Hicre ici kalsiyum seviyelerinin, hiicre disi uyarilarla belirli bir dizeye kadar artis
gostermesi, sinyal iletimi ve LTP olusumu igin gerekliyken, daha fazla artarak toksik
duizeylere ulagsmasi hiicreyi apoptoza suriuklemektedir (282). LRP-ligand etkilesimi sonrasinda
aktive olan LRP’nin, PSD-95 araciligiyla NMDA reseptrlerinden hiicre igine Ca*? girisini
indikledigi ve LTP olusumunu kolaylastirdigi gosterilmistir (189). AH’nda ise LRP’nin,
néronlarda artmis diizeyde olmasi ve beyindeki artmis AR ile etkilesime girmesi sonucunda

hiicrelere fazla miktarda Ca™ girisi gerceklesmekte ve bu durum AB’ya ait norotoksik
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etkilerin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamaktadir. Ayrica kortikal ve hipokampal ndronlarda
LTP olusum mekanizmasi bozulmakta ve bu durum hastalarda gozlenen hafiza kaybina
katkida bulunmaktadir (189). Bunlara ek olarak, LRP’nin GSK-3[ aktivitesinde artisa yol
acmasl, NFY olusumunu arttirarak néronal disfonksiyona ve ilerleyen stiregcte noronlarin

apoptozla kaybedilmesine yol agmaktadir (277).

2.4. Neprilizin

AP’y yikan enzimler arasinda Uzerinde en fazla calisilmis ve en iyi karakterize
edilmis olani neprilizin (NEP)’dir (177). NEP, M13 proteolitik enzim ailesi i¢inde yer alan bir
cinko metalloendopeptidazdir (176). ilk kez 1974 yilinda Kerry ve Kenny tarafindan insiilinin
B zincirini hidrolize eden bir endopeptidaz olarak bobrek epitel hiicrelerinin fircamsi kenar
membranlarindan izole edilmis ve 1978 yilinda Schwartz ve ekibi tarafindan beyindeki
enkefalinleri yikan enzimlerden biri olarak tekrar kesfedilmistir (283, 284). Turner ve ark.
lari, 1983 yilinda yaptiklari calismayla bobrekteki “nétral endopeptidaz” ile beyindeki
“enkefalinaz”in aslinda ayni enzim olduklarini goéstermis ve bunun Gzerine NEP,
“endopeptidaz-24.11” olarak adlandiriimistir (285). ilerleyen siirec icinde NEP’in, lokositlerin
taninmasinda kullanilan hiicre yiizey antijenlerinden biri olarak “ortak akut lenfositik 16semi
antijeni (CALLA)” veya “CD10” seklinde adlandirildigr gorilmektedir (286). Ayrica
literatiirde “atriopeptidaz”, “deri fibroblast elastazi; SFE”, “membran metallo-endopeptidaz;
MME” gibi isimlendirmelerle de karsilasiimaktadir (287). Bu isim karisikhginin 6niine
gecmek amaciyla ginimizde Uluslararasi Biyokimya ve Molekiler Biyoloji Birligi’nin
(IUBMB) 6nerdigi “neprilizin” (EC 3.4.24.11) ismi kullaniimaktadir (288).

NEP, tip Il integral membran proteinidir ve bu nedenle C-terminal kismi hcre
disinda, N-terminali ise sitoplazmada yer alir. Uzun hiicre disi pargasi Uzerinde, ¢inko
metallo-endopeptidazlarda tipik olarak bulunan ve ¢inko baglayici bélge olarak gorev yapan
“HEXXH” motifi yer almaktadir. Buna ek olarak “EXXXD” motifi ve 10 adet sistein
rezidisl tasimaktadir. Cinkonun baglanmasinda HEXXH motifi tzerindeki iki histidine ek
olarak EXXXD uzerindeki glutamat da ti¢unct bir baglanti noktasi olarak goérev yapmakta ve
bu nedenle M13 ailesinin diger Uyelerinden farkli olarak NEP, “gluzincin” olarak da kabul
edilmektedir (289). HEXXH motifini iceren ve enzimatik aktiviteden sorumlu olan bélgenin,
enzimin ekstraselller parcasi tzerinde yer almasi nedeniyle NEP, ektoenzim gibi fonksiyon

gorerek ekstraselller alanda bulunan substratlarin parcalanmasini saglar (290).
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NEP, oOzellikle bobrek (fircamsi kenar membran proteinlerinin %4’Unu olusturur),
bagirsak, nétrofil, timosit, karaciger, dalak, akciger, prostat, testis ve beyin olmak Uzere
vicuttaki bircok hicre tarafindan sentezlenmektedir (291). Bobrege kiyasla beyindeki
ekpresyon diizeyleri oldukca distktir. Beyinde baslica nigrostriatal yolakta bulunmakta fakat
daha az oranda korteks ve hipokampusta da saptanmaktadir (292). NEP immiinoreaktivitesini
hicresel dizeyde analiz eden calismalar neticesinde NEP’in, astrosit ve mikroglialar
tarafindan eksprese edilmeyip sadece noronlar tarafindan sentezlendigi ve ¢ogunlukla akson
terminallerinde bulunmasi nedeniyle presinaptik bdlgede aktivite gosterdigi anlasiimistir
(177).

NEP’in ekpresyon dizeyleri (zerinde etkili olan bircok faktor tanimlanmistir. Bunlarin
arasinda yaslanma, AH icin 6nemli bir risk faktori olmasi nedeniyle blylik ©6nem
tasimaktadir. Yaslanma sonucunda beyindeki NEP duzeyleri, bélgesel spesifite gosterecek
sekilde degisiklige ugramaktadir. Fare ve ratlarda NEP ekspresyon dizeylerinin, amiloid
birikimlerinin sik gozlendigi bolgelerde (hipokampus ve korteks gibi) belirgin olarak azaldigi
fakat amiloid birikimlerine karsi direncli olan bdlgelerde (serebellum ve striatum gibi) ise tam
tersi olarak artis gosterdigi saptanmistir (293). Hayvan c¢alismalarinin yani sira insanlarda da
yaslanma sonucunda, temporal ve frontal korteksteki NEP seviyelerinde azalmanin ortaya
ciktigr  belirlenmistir (20). Hipokampusun DG ve CA bdlgelerinde, AH’nin erken
donemlerden itibaren amiloid birikimlerinin ve ndérodejenerasyonun gelistigi bilinmektedir
(100). Bu patolojik tablonun ortaya ¢ikmasinda muhtemelen bu bdlgelerde ortaya ¢ikan NEP
azalmasi etkili olmakta ve sonu¢ olarak hipokampustaki sinaptik ddéngusunin kesintiye
ugramasiyla hafiza ve 6grenme gibi kognitif fonksiyonlarda belirgin kayip ortaya ¢ikmaktadir
(20).

Somatostatin (SST), primer néronal hicre kdlttrlerine uygulandiginda NEP aktivitesinde
artisa yol agcmaktadir (294). Lu ve ark.larinin ¢alismasinda, beyinde sentezlenen proteinlere
ait 11.000 transkript taranmis ve bunlarin iginden aralarinda SST mRNA da olmak Uzere 50
tanesinin, 40’1 yaslardan itibaren belirgin derecede azaldi§i saptanmistir (295). Beyindeki
SST dizeylerinde ortaya cikan azalma, NEP duzeylerinde de azalmaya yol acarak AB’nin
daha fazla birikmesine yol agmakta ve artmis AB ise hem SST’i hem de neprilizini daha fazla
azaltarak kisir bir dongu olusturmaktadir (294). Hicre kilturi ¢ahsmalarinda yesil cay
ekstratlari, polifenoller ve epigallokatesin-3-gallat (EPCG)’in, NEP aktivitesini arttirdigi

gosterilmistir. Histon deasetilaz inhibitéri olan valproik asitin, AH modeli olusturulan
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farelere verilmesi, NEP aktivitesini arttirmakta ve bu sayede beyindeki amiloid ile iliskili
toksisiteyi azaltmaktadir (292). Tum bunlara ek olarak, kognitif uyari olusturabilecek cesitli
cisimlerle zenginlestirilmis ortamda tutulan farelerde, NEP aktivitesinin belirgin olarak arttig

ve bu sayede ¢ozlnebilir AB seviyelerinin anlamli olarak azalchigi bildirilmistir (168).

2.4.1. AB’nin yikilmasinda neprilizinin yeri

AB’nin, NEP tarafindan yikima ugratildigr ilk kez 1995 yilinda Howell ve ark.lan
tarafindan sentetik AB’larin kullanildigr in vitro bir calismada gosterilmistir (296). Bu
calismada NEP’in, AB’y1 E3-F4, G9-Y10, F19-F20, A30-131 ve G33-L34 kalintilari arasindan
kestigi gosterilmistir. ilerleyen dénemde yapilan calismalarda, bu kesim noktalarina ek olarak
A2-E3, R5-H6, V12-H13, K28-G29, G29-A30, 132-G33 ve G33-L34 aminoasitleri arasindan
da NEP araciligiyla kesim gerceklestirildigi belirlenmistir (168) (Sekil 20).
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Sekil 20. AB’y! yikan enzimlere ait proteolitik kesim noktalari. (168)

(N, neprilisin; E, ECE; I, IDE; A, ACE, M2, MMP2; M9, MMP9; P, plazmin; C, CatB; Mtl, membran tip metalloproteinaz
1; MB, MBP; AP, agil peptid hidrolaz; N2, neprilizin2; P14, proteaz XIV; aC, alfa kimotripsin)

NEP’e benzer sekilde daha bircok enzim, in vitro olarak AB’y1 degisik bolgelerden
kesime ugratabilmektedir (168) (Sekil 20). Takaomi C. Saido, bu duruma iliskin olarak soyle
bir yorumda bulunmustur: “Eger ac bir aslani (herhangi bir proteaz), bir penguenle (AB) aynl
kafese (test tlpl veya hiicre kiltlrt) koyarsaniz muhtemelen aslan, pengueni yiyecektir.
Fakat bu durum, dogal ortamda (beyinde) penguenlerin baslica yok edicisinin aslan oldugunu
gostermez” (297). Bu nedenle, in vivo olarak gergeklestirilen calismalara ihtiya¢ duyulan bir
donemde (ilk in vitro calismadan bes sene sonra), Saido ve ark.lari tarafindan fare
beyinlerinde AP yikimindan sorumlu esas enzimleri belirlemek amaciyla ardisik ¢ok sayida
calisma gerceklestirilmis ve in vivo olarak AP yikimindan sorumlu olan esas enzimin
neprilizin oldugu ortaya konmustur (20).

NEP, noronlarda agirlikh olarak presinaptik membranda bulunmakta ve bunun
sonucunda AP’y! cogunlukla sinaptik aralikta yikmaktadir (174). AB oligomerlerinin, sinaptik
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arahikta birikim gostererek LTP olusumunu engelledigi ve AH’nda go6zlenen hafiza
bozukluklarina yol actigi bilinmektedir (152, 153). NEP’in, monomerlerin yani sira AB’ya ait
oligomer formlari da yikabiliyor olmasi, AB’nin sinaptotoksik etkilerine karsi koruyucu bir
mekanizma saglamaktadir (174). NEP, sentetik olarak hazirlanan oligomerlere ek olarak
beyin dokusundan elde edilmis oligomerleri de basaril bir sekilde yikabilmekte ve in vivo
olarak AB oligomerlerini parcalayabilmektedir (298). NEP, diger substratlarina kiyasla AB’ya
karsi daha fazla afinite gOstermekte ve AR40’1, AB42’ye gbre daha etkin bir sekilde
yikabilmektedir (299).

2.4.2. Neprilizin ve Alzheimer hastaligi

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde, benzer yas grubundaki saglikli bireylere gore
NEP mRNA ve protein dizeylerinde belirgin azalmayla Kkarsilasiimaktadir.
Immiinohistokimyasal analizlerde, hem néronlarda hem de vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
NEP ekspresyonunun azaldigi fakat amiloid plaklarin ¢evresinde yer alan aktive astrositlerde,
tam tersi olarak arttigr gortlmektedir (292). Ayrica beyin parankimindeki azalmayla uyumlu
olarak BOS’taki NEP duzeylerinde de belirgin azalma gozlenmektedir (10). NEP’teki bu
azalma, AH’ndan etkilenen bdlgeler olan hipokampus ve kortekste kendini géstermekte fakat
serebellum ve striatumda herhangi bir azalmaya rastlanmamaktadir (174). NEP duzeylerine ek
olarak beyindeki AR seviyelerini de degerlendiren calismalarda, NEP ile ¢ozlnebilir AB
seviyeleri arasinda negatif korelasyonun oldugu bildirilmistir. Ayrica NEP dlzeyleri yiiksek
olan hastalarin, premortem olarak daha iyi klinik performansa (Blessed skoru ve MMSE)
sahip oldugu belirlenmistir (293). AH’nda, beyindeki artmis oksidatif hasarlanma sonucunda
okside formdaki NEP duzeyleri giderek artis gostermekte ve bu durum, NEP’in fonksiyon
gobrmesine engel olarak NEP aktivitesinde belirgin kayba yol agmaktadir (175). Sonug olarak
AH’nda, beyindeki NEP seviyelerinde gozlenen belirgin azalma sonucunda AB, etkin bir
sekilde yikilamamakta ve oligomerler seklinde birikmeye baslamaktadir. AB oligomerini,
sinaptik aralikta yikan esas enzimin NEP olmasi nedeniyle oligomerlerin de yikilmadigi
gorilmekte ve bu durum LTP olusumunu engelleyerek hafiza olusumunda bozulmaya yol
acmaktadir. Ayrica oligomerlerin, mikroglial hiicrelerdeki RAGE’yi aktive etmesiyle birlikte
noroinflamasyon ve oksidatif hasarlanmada artis ortaya cikmakta, artmis reaktif oksijen
urinlerinin (ROS) NEP’i oksidize etmesi ise NEP fonksiyonlarinda daha fazla azalmaya
neden olarak AB’nin birikmeye devam etmesine ve sonu¢ olarak amiloid plaklar seklinde

depolanmasina neden olmaktadir (20).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. ARAC VE GERECLER

3.1.1. Cihazlar ve Kitler

Tablo 4. Tez calismasinda kullanilan cihazlar

CIHAZ ADI MARKA MODEL URETICI FIRMA
Otoanalizor Architect C16000 Abbott Diagnostic, USA
Kan Sayim Cihazi Beckman Coulter | LH780 Coulter Corp, USA

ELISA Plak Okuyucusu | Thermo Varioskan Flash Thermo, Finlandiya
ELISA Plak Yikayicisi Thermo Wellwash 4MK2 | Thermo, USA

Santrifuj Hettich Rotina 35 Hettich Zentr., Almanya
Vorteks Velp Scientifica ZX3 Velp Scientifica, italya
Derin Dondurucu(-80°C) | Thermo VLT1740-5-V40 | Thermo Elect. Corp, USA
Derin Dondurucu(-20°C) | Argelik 2031 Arcelik, Tarkiye

Saf Su Cihazi Milipore Mili-Q | ZLX55003Y Hettich Corp, Almanya
Otomatik Pipetler Eppendorf Res. Plus, 8kanal | Eppendorf, Almanya
Elektronik Hassas Terazi | Presica XB 220 A Presica, Isveg

pH Metre Orion 420 USA
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Tablo 5. Tez ¢alismasinda kullanilan Kitler.

KIiT ADI YONTEM KATALOG NO FIRMA
AR 1-40 Enzim immunassay 27713 IBL
AP 1-42 Ultrasensitive | Enzim immunassay KHB3544 Invitrogen
AB Oligomer Enzim immunassay 27725 IBL
SLRP-1 Enzim immunassay CSB-E13348h Cusabio
SRAGE Enzim immunassay DRG00 R&D Systems
esRAGE Enzim immunassay K1009-1 B-Bridge
Neprilizin Enzim immunassay E1785h Wuhan ElAab Science
AST Enzimatik Kolorimetrik | 7D81-20 Abbott Diagnostic
ALT Enzimatik Kolorimetrik | 7D56-20 Abbott Diagnostic
GGT Enzimatik Kolorimetrik | 7D65-20 Abbott Diagnostic
Total Kolesterol Enzimatik Kolorimetrik | 7D62-20 Abbott Diagnostic
Trigliserid Enzimatik Kolorimetrik | 7D74-20 Abbott Diagnostic
LDL Kolesterol Friedewald formiili
HDL Kolesterol Enzimatik Kolorimetrik | 3K33-20 Abbott Diagnostic
Kreatinin Enzimatik Kolorimetrik | 7D64-20 Abbott Diagnostic
Eritrosit Empedans Coulter Corp, USA
Trombosit Empedans Coulter Corp, USA
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3.2. OLGULARIN SECiMIi, ORNEKLERIN TOPLANMASI VE SAKLANMASI

3.2.1. Olgularin Secimi

Dokuz Eyliil Universitesi (DEU) Hastanesi Néroloji poliklinigine bagvuran ve Demans
polikliniginde izlenmekte olan, NINCDS-ADRDA ve DSM-IV kriterlerine gore (Tablo 1, 2)
Alzheimer tanisi almis kisiler hasta grubu olarak ve saglkli yash kisiler ise kontrol grubu
olarak calismaya alindi. AH grubunu olusturan kisilerin segiminde; serebro vaskiler hastaliklar,
psikiyatrik hastaliklar, diger santral sinir sistemi dejeneratif hastaliklari, hipoksi yapacak bir
kalp ve akciger hastaligi, alkolizm 6ykusi, malignite, kronik inflamatuar hastaliklar (tlseratif
kolit ve romatoid artrit gibi), hastanin mental ve genel durumunu kotulestirecek sistemik
hastaliklar (kronik bobrek yetmezligi, kronik karaciger hastaligi ve konjestif kalp yetmezligi
gibi) dikkate alinarak bu hastaliklara sahip olanlar calisma disi birakildi. Kontrol grubu
olusturulurken; hem bu hastaliklara sahip olmayanlar hem de kognitif bozuklugu disundiren
belirti ve bulgularin olmadigi Kisiler secildi. Ayrica kontrol grubundaki bireylerin, Alzheimer’li
hastalar ile birinci dereceden akrabalik tasimamasina dikkat edildi. Poliklinikte yeni tani
konulan ve AH nedeniyle izlenen hastalarda normal tani ve takip prosediri geregi; Klinik
muayenesi, noropsikolojik testleri, radyolojik incelemeleri (BBT veya MRG) ve laboratuvar
testleri (aclik kan sekeri, bobrek fonksiyon testleri, karaciger fonksiyon testleri, tiroid hormon
dizeyleri, B12 vitamini ve folik asit duzeyleri, hemogram) yapildi. Calismamizda kandaki
dizeylerini olctugimuz parametrelerden bazilarinin, yas ve cinsiyet faktérinden etkilenmesi
nedeniyle iki grup arasinda yas ve cinsiyet acisindan denklik saglandi. Ayrica bu parametreler
uzerinde etkili olan ilaclarin (instlin, pentoksifilin, fibrat gibi) kullanimi, her iki grupta da
dislama kriteri kabul edilirken kontrol grubu icin bunlara ek olarak bir yildan uzun sireli
vitamin destegi, gingko biloba ve piracetam kullanimi dislama kriterleri icine alindi. Fakat oral
antidiyabetik, statin, Gstrojen, nonsteroid anti-inflamatuar ilag (NSAID), anti-koagiilan, anti-
histaminik, H, reseptér antagonisti ve ergotaminin, c¢alisma parametreleri Gzerine etKisi
olmadigi gosterilmis olmasi nedeniyle, bu parametreler her iki grup icin dislama kriterleri
icinde yer almadi (300-308). Calisma kriterlerini karsilayan 50 Alzheimer hastasi ve demansi
olmayan 50 kontrol olgusu ¢alismaya dahil edildi.

Etik kurul onayr alindiktan sonra baslatilan calisma icin 6rnek alinacak tim
Alzheimer hastalarinin yakinlari ve kontrol grubunu olusturan kisiler bilgilendirildi ve imzali
onam formlari alindi (EK 1, 2, 3). Ayrica hastalara ait hazirladiimiz veri kayit formlari

dolduruldu.
62



Calismaya alinan tim hastalara ve kontrol grubundaki Kisilere, kognitif bozuklugu
degerlendirmede en yaygin olarak kullanilan Kisa Mental Durum Muayenesi (Mini Mental State
Examination, MMSE) yapildi (EK 4). MMSE ile hafiza, oryantasyon, dikkat, verbal akicilik,
nominal afazi, reseptif afazi, aleksi, agrafi ve konstruksiyonel apraksi, 30 puan (zerinden
degerlendirildi. Kontrol grubu icin MMSE: =27 olarak kabul edildi. Ayrica tim olgulara,
demansin evrelemesinde ve zaman igindeki degisiminin 6Ol¢tlmesinde kullanilan 6lgekler icinde
altin standartlardan biri olan Klinik Demans Evreleme Olgegi (Clinical Demantia Rating, CDR)
testi uygulandi (EK 5). CDR ile bellek, oryantasyon, yargilama-problem ¢ézme, ev disinda
islevsellik, ev yasami-hobiler ve kisisel bakimdan olusan 6 alan, bellek puani esas alinarak
degerlendirildi. CDR evrelemesinde CDR: 0 kontrol, CDR:1 erken evre, CDR:2 orta evre ve
CDR:3 ileri evre demans olarak kabul edildi. Bu testler, hastalar ve yakinlari ile yuz yize

gorisme yontemi ile uygulandi.

3.2.2. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Dokuz Eylul Universitesi (DEU) Hastanesi Noroloji poliklinigine bagvuran ve Demans
polikliniginde izlenmekte olan Alzheimer hastalarindan ve kontrol grubunu olusturacak saglikh
yashi kisilerden; rutin tani ve takip prosediri geredi istenen laboratuvar testleri icin kan
ornekleri poliklinikte alindi. Periferik venlerden vacutainer ile girilip duz tipe bir kez olmak
uzere 6-8 mL, EDTA’lL tupe (1,8 mg/mL EDTA) bir kez olmak lzere 2 mL kan alindi.
Alinan kan ornekleri en Kkisa stirede laboratuvara ulastirildi.

Dz tupler hemen, EDTA’lI tupler ise hemogramlari ¢alisildiktan sonra 3000 rpm’de 10 dk
santriftij edildi. Poliklinik icin rutin tani ve takip prosedirl geregi istenilen laboratuvar testleri
cahsildiktan sonra, kalan serum ve plazmalar; calisilacak her test parametresi icin birer
ependorf ve ayrica U¢ yedek ependorf olmak Uzere toplam 17 ependorf tlipe ayrilarak

calisilincaya kadar -80°C’de saklandi.
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3.3. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

insan AB1-40, AP1-42, AP oligomer, sSLRP-1, sRAGE, esRAGE ve neprilizin
analizleri enzim bagh immdunosorbent 6lcim (ELISA) ile calisildi. AB1-40, AB1-42 ve AP
oligomer analizinde plazma 6rnekleri kullanilirken, SRAGE, esRAGE, sLRP1 ve neprilizin
icin serum oOrnekleri kullanildi. ELISA ile calisilan tim parametrelerde standartlar ve
ornekler duplike cahsildi. AST, ALT, GGT, lipid paneli ve kreatinin Olgimleri enzimatik
kolorimetrik yontem ile spektrofotometrik olarak, eritrosit ve trombosit ol¢imleri ise

empedans yontemi ile DEU Hastanesi Merkez Laboratuvari otoanalizorlerinde calisildi.

3.3.1. insan AB1-40 Analizi

Olglim Yoéntemi ve Test Prensibi: AB1-40 analizi IBL Human ELISA Kiti ile
yapildi. Standartlar ve 6rnekler, monoklonal anti-human AR (35-40) antikoru ile kapli
kuyucuklarda 4 °C’de bir gece inkiibe edildi. inkilbasyon ve yikama sonrasinda, horse
radish peroksidase (HRP) konjuge anti human AR (11-28) monoklonal antikoru eklendi.
inkiibasyon ve son yikama basamaginin ardindan kuyucuklara renklendirici olarak tetra
metil benzidin soliisyonu (TMB) eklendi. Karanlikta inkibasyonun ardindan reaksiyon
asidik soliisyon ile sonlandirildi ve olusan sari renkli Uriinin absorbansi 450 nm’de
okundu. Absorbans degerleri AB1-40’in konsantrasyonuyla orantili olarak bulundu. insan
AP1-40 standardinin yedi farkli dilisyonuyla elde edilen standart konsantrasyonlarina karsi
absorbans degerleri kullanilarak standart egrisi ¢izildi (Grafik 1). Orneklerin konsantrasyonu
bu standart egrisi kullanilarak hesaplandi.

Olguim araligi: 7.81 — 500 pg/mL

Four Parameter Logisfics

R-Square = 0.9999718 , RMSE = 0.00257
3 = 0.01709, b = 1.26032, ¢ = 2056.26392, d = 6.531M4

Absorbans (450 nm)

=
| =

Ap1-40 standart konsantrasyonu (pg/mL)

Grafik 1. AB1-40 standart egrisi
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Analiz Asamalari:

Olgtimden yaklasik 30 dk oncesinde tiim reaktifler oda sicakhigina getirilip, hafifce
karistirildi.

Liyofilize standart ve 1 mL distile su hafifce karistirthp cozilerek 1000 pg/mL’lik
stok sollisyon hazirlandi. Sekiz adet tiip icine 230 pyL EIA tamponu konuldu. Birinci
tlipe 230 pL standart sollisyonu (1000 pg/mL) eklenip, 500 pg/ml’lik standart elde
edildi ve hafifce karistirildi. Sonrasinda 1. tipteki karisimdan 230 pL alinarak 2. tlipe
aktarildi. Bu sekilde yedi tlp icin seri dillisyon yapildi (500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.63 ve 7.81 pg/mL). 8. tip 0 pg/mL’lik standart olarak birakildi.

Plak Uzerinde ornek kori, 6rnek ve standartlar icin kullanilacak olan kuyucuklar
belirlendi. 1-7. tlplere 100 pL dilue standartlar, 8. tlpe 100 pL 6rnek koru ve
belirlenen kuyucuklara 100 pL 6rnekler, reaktif kort olarak belirlenen kuyucuklara
100 pL EIA tamponu eklendi.

Plak 4 °C’de bir gece inkiibe edildi.

Plak yikayici ile plak’in toplam yedi kez yikanmasi saglandi.

100 pL isaretli antikorun drnek, drnek korl ve standartlarin bulundugu kuyucuklara
eklenmesi saglanip ve 4 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Plak bir dnceki yikama basamagindaki gibi dokuz kez yikandi.

Her bir kuyucuga 100 yL kromojen konulurak oda sicakhginda ve karanhkta 30 dk
inkibe edildi. Kuyucuklardaki rengin maviye déndigu goruldu.

Kuyucuklara 100 pL stop solusyonu koyulup ve plak hafifce wvurularak
kuyucuklardaki sivinin  karismasi saglandi. Stop sollsyonu konulduktan sonra
kuyucuklardaki rengin sartya doénustigi gozlendi. Plak’in tabaninda herhangi bir
Kirlilik veya su damlaciginin kalmamasina ve sivi ylzeyinde hava kabarciginin

olmamasina dikkat edilerek 30 dk icinde plak okuyucu ile 450 nm’de plak okutuldu.
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3.3.2. insan AP1-42 Analizi

Olgiim Yoéntemi ve Test Prensibi: Analiz, invitrogen Human AB42 Ultrasensitive
ELISA Kiti ile yapildi. insan AB’sinin N terminaline spesifik monoklonal antikor ile kapli
kuyucuklara ornek ve standartlar konarak AP (1-42)’nin C terminaline spesifik tavsan
monoklonal antikoru ile inkiibe edildi. Baglanmis olan tavsan monoklonal antikorlari, HRP
isaretli anti-tavsan antikoru ile saptandi. Anti-tavsan antikorlarinin fazlaligi yikanarak
ortamdan uzaklastirildiktan sonra bagli enzim isaretli antikor saptanmasi icin kuyucuklara
renklendirici olarak tetra metil benzidin (TMB) solisyonu eklendi. Karanlikta inkiibasyon
sonrasinda asidik sollisyon ile reaksiyon sonlandirildi. Olusan sari renkli Grin 450 nm’de
okundu. AP (1-42) miktari ile renk degisimi orantilidir. insan AB (1-42) standardinin sekiz
degisik dilisyonu ile elde edilen standart konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri
kullanilarak standart egrisi c¢izildi (Grafik 2). Standart egrisi kullanilarak 6rneklerin

konsantrasyonu hesaplandi.

Olgtim araligi: <1.0 — 100 pg\mL

Linear
R-Square = 0.0975768 , RMSE = 0,04529
3 =0.02460, b = 010493

Analyte 1

25 1 - 0 sl

-—
-

Absorbans (450 nm)

—.—*_._-..—

01 1 10 100

AB1-42 standart konsantrasyonu (pg/mL)

Grafik 2. AB1-42 standart egrisi.
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Analiz Asamalari:
Olgtimden yaklasik 30 dk éncesinde tiim reaktifler oda sicakligina getirildi ve hafifce
karistirildi.
Standart dilusyon tamponu icin 2.31 g sodyum bikarbonat (NaHCO3, ultrapure grade),
500 mL deionize su iginde ¢Ozulip 2 N sodyum hidroksit ile pH=9a getirildi. Bu
solusyon 0.2 pm’lik filtreden gecirildi. Hazirlanan standart dilisyon tamponu ile
liyofilize standart hafifce karistirilarak ¢ozildi. Konsantrasyonu 1 pg/mL olan stok
solisyondan 0.1 mL alinarak 0.9 mL standart dilisyon tamponu ile karistirildi
(100,000 pg/mL). Bu ¢ozeltiden 0.1 mL ahinip 0.9 mL standart dilisyon tamponu ile
karistirildi (10,000 pg/mL). Sonrasinda ¢ozeltiden 0.1 mL alinarak 0.9 mL standart
dilusyon tamponu ile karistirilip 1000 pg/mL’lik standart elde edildi. Bu ¢tzeltiden de
0.2 mL alinip 1.8 mL standart dilisyon tamponu ile karistirildi (100 pg/mL). Sonraki
alti tip icin standart dilisyon tamponu ile seri dilisyonlar hazirlandi (50, 25, 12.5,
6.25, 3.13 ve 1.56 pg/mL). Sadece standart diltisyon tamponu igeren tiip 0 pg/mL’lik
standart olarak kabul edildi.
Uygun diliisyon\konsantrasyon oranlarinda érnekler ve hazirladigimiz standartlar plak
kuyucuklarina 50 pL olarak konuldu.
Her bir kuyucuga 50 pL deteksiyon antikoru hizlica eklenip oda sicakliginda 3 saat
inkibe edildi.
Yikama talimatlarina uygun sekilde plak’in dort kez yikanmasi saglandi.
Kuyucuklara 100 pL anti-tavsan Ab-HRP sollisyonu hizlica eklenip ve oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.
Plak, yikama talimatlarina uygun sekilde yine dort kez yikandi.
Her bir kuyucuga 100 pL stabilize kromojen eklenip ve kuyucuklardaki rengin maviye
dondagu goraldi. Plak, karanlikta ve oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakildi.
Kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu eklendi ve plak tabani hafifce vurularak
kuyucuklar icindeki sivinin karismasi saglandi. Bu sirada sollisyonun renginin
maviden sartya dondugu gozlendi. 30 dk icinde plak okuyucu ile 450 nm’de plak
okutuldu.
Ornek ve standart serilerine ait ortalama absorbans degerinden kér (0 ng/mL)

absorbans degeri cikarilarak net absorbans degeri elde edildi. Her bir standarta ait
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bilinen konsantrasyona karsilik gelen net absorbans degeri X ve y ekseninde cizdirildi.

Boylece cizilen standart egri grafigi ile 6rneklere ait konsantrasyonlar saptandi.

3.3.3. A Oligomer Analizi

Olclim Yontemi ve Test Prensibi: Ap Oligomer analizi IBL Human ELISA Kiti ile
yapildi. Once U-plak kullanilarak isaretli antikorlarin (HRP konjuge anti-human AB (N) fare
monoklonal antikorlari) standartlar ve &rnekler ile primer reaksiyonu icin inkibasyonu
saglandi. Sonrasinda bu inkube edilmis karisim anti-human AR (N) fare monoklonal
antikorlari ile kapli plak’a eklenip sekonder reaksiyon gerceklestirilmek tzere tekrar inkiibe
edildi. Yikama islemi sonrasi renklendirici olarak TMB eklendi. Karanlikta inkibasyonun
ardindan reaksiyon asidik solusyon ile sonlandirildi ve olusan sari renkli Grinin
absorbansi 450 nm’de okundu. insan AB(1-16) dimer standardinin yedi farkl diliisyonuyla
elde edilen standart konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri kullanilarak standart
egrisi ¢izildi (Grafik 3). Orneklerin konsantrasyonu bu standart egrisi kullanilarak hesapland.
Bu kit insan AB (1-16) dimer’e spesifiktir ve duyarliligi 4.41 pmol/L dir.

Olgtim araligr: 18.98-1215 pmol/L

Five Parameter Logistics

R-Square = 0,9999328 , RMSE = 0,02365
a = 0.09933, b = -1.58333, ¢ = 422.85389, d = 5.08180, e = 1.04469

o Analyte 1

4 : ® Stdi
T —
E 34
2
=
2 24 -
©
o
S .
é]— ——

> —
0 = — T PR T——

10 100 1000
Ap oligomer standart konsantrasyonu (pmol/L)

Grafik 3. AB Oligomer standart egrisi.
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Analiz Asamalari:
Olgtimden yaklasik 30 dk éncesinde tiim reaktifler oda sicakligina getirildi ve hafifce
karistirildi.
Liyofilize standart ve 0.5 mL deiyonize su hafifce karistirihp c¢ozulerek 2430
pmol/L’lik stok slisyon hazirlandi.
Standart dilisyonu icin sekil 22°de goruldigu gibi U-plak kullanildi. A1-H1 ve A2-H2
kuyucuklarina 100 pL EIA tamponu konuldu. Sonrasinda Al ve A2 kuyucuklarina
stok standart sollisyonundan (2430 pmol/L) 100 pL eklenir ve bdylece 1215
pmol/L’lik standart elde edildi. Takibinde Al ve A2 kuyucuklarindaki karisimdan 100
uL alinarak B1 ve B2 kuyucuklarina aktarildi. Bu sekilde G1 ve G2 kuyucuguna kadar
seri dilusyon yapildi (1215, 607.5, 303.75, 151.88, 75.94, 37.97, 18.98 pmol/L). Son
olarak G1 ve G2 kuyucugundan 100 pL sivi disari atildi. Boylece H1 ve H2 kuyucugu
0 pmol/L’lik standart ve 6rnek kort olarak kullanildi.
Reaktif korl olarak belirlenen kuyucuklara 120 pL EIA tamponu eklendikten sonra
ornekler icin kullanilacak olan kuyucuklar belirlenip bu kuyucuklara da 100 pyL 6rnek
konuldu.
Ornek, ornek kori ve standartlarin bulundugu kuyucuklara 20 pL isaretli antikor
solisyonu eklendiginde kuyucuklardaki rengin maviye doénistimia goézlendi. Primer
reaksiyonun gerceklesmesi igin U-plak 4 °C’de 60 dk inkibe edildi.
Inkiibasyonu takiben U-plak’daki her bir kuyucuktan 100 L solsyon alinarak antikor
kapli plak’daki kuyucuklara konuldu. Boylece antikor kapli plak sekonder
reaksiyonun gerceklesmesi icin 4 °C’de 60 dk tekrar inkiibe edildi.
Yikama talimatlarina uygun sekilde plak yikayici ile plak’in yedi kez yikanmasi
saglandi.
Her bir kuyucuga 100 pL kromojen konularak oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk
inkibe edildiginde kuyucuklardaki rengin maviye dondugu goraldd.
Kuyucuklara 100 pL stop solusyonu koyulup plak’a hafifce vurularak kuyucuklardaki
sivinin karismasi saglandiktan sonra ise kuyucuklardaki rengin sariya donistlgu
gozlendi. Plak’in tabaninda herhangi bir kirlilik veya su damlaciginin kalmamasina ve
sivi yuzeyinde hava kabarciginin olmamasina dikkat edilerek 30 dk icinde plak

okuyucu ile 450 nm’de plak okutuldu.
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3.3.4. sLRP-1 Analizi

Olcim Yoéntemi ve Test Prensibi: Analiz icin  “Cusabio Human Low-density
lipoprotein-receptor-related protein 1 (LRP-1) ELISA kit”i kullanilarak serum drneklerindeki
sLRP-1 duzeyleri ELISA yontemi ile 6lculdii. insan sLRP-1’ine spesifik antikorla kapli
plak’daki kuyucuklara standartlar ve ornekler eklenip inkibe edildi. Kuyucuklardaki sivi
disari alindiktan sonra biyotinlenmis sLRP-1 spesifik antikorla tekrar inklbe edilen plak
yikama isleminden gecirildi. Avidinlenmis HRP eklenerek inklbe edilen plak’a
baglanamayan molekdller yikanarak ortamdan uzaklastirildi. Her bir kuyucuga TMB substrat
solisyonu eklendikten sonra sadece sLRP-1, biyotinle konjuge antikor ve enzimle konjuge
avidin iceren kuyucuklarda renk degisimi gozlendi. Otuz dakikalik karanlikta
gerceklestirilen inklibasyon siresinin bitiminde sulfirik asit eklenerek enzim-substrat
reaksiyonu sonlandirildi ve olusan renk degisikligi 450 nm’de okutuldu. Standart sSLRP-1
standardinin yedi farkh ditisyonu ile elde edilen standart konsantrasyonlarina karsi absorbans
degerleriyle standart egrisi cizildi (Grafik 4). Orneklere ait konsantrasyonlar bu standart egri
kullanilarak hesaplandi. Bu kit insan sLRP-1"i icin spesifiktir ve minimum saptama dozu
<1.56 ng/mL’dir.

Olgtim arahigi: 6.25-40 ng/mL

Four Parameter Logistics
R-Square = 09979788 , RMSE = 0.03576
a = -0.01055, b = 0.98842, c = 725.36478, d = 29.05906

Analyte 1
—— @ Sudi

™ oo i L] = o

Absorbans (450 nm)

L=
=

e

=
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——
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LRP1 standart konsantrasyonu (ng/mL)

Grafik 4. sLRP-1 standart egrisi.
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Analiz Asamalari:
Olciimden yaklasik 30 dk éncesinde tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.
Standart viali 6000-10000 rpm’de 30 sn santriflij edilip 1 mL sample dilGenti ilave
edilerek standart ¢ozildi. Elde edilen 400 ng/mL’lik bu stok soltsyonu seri dillisyon
oncesinde en az 15 dk yumusak bir sekilde calkalandi. Sample diltenti kullanilarak
seri diltisyon ile yedi tip icinde standartlar (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 ve 0.625 ng/mL)
hazirlandi. Sadece sample diltienti olan 8.tup, 0 ng/mL standart olarak kabul edildi.
Onceden belirlenen semaya uygun sekilde her bir kuyucuga standart ve ornekler 100
UL eklenip plak 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.
Sonrasinda kuyucuklardaki sivi disari alinip kuyucuklara 100 pL biotin-Ab soliisyonu
eklendi. Plak 37 °C’de bir saat tekrar inkube edildi.
Kuyucuklardaki sivi aspire edilip ve yikama talimatlarina uygun sekilde l¢ kez
yikandi.
Her bir kuyucuga 100 pL HRP-avidin solisyonu eklenip 37 °C’de bir saat
inkibasyona birakildi.
Yikama talimatlarina uyularak benzer sekilde aspirasyon ve yikama islemi bes kez
yapildi.
Kuyucuklara 90 yL TMB-substrat ilave edildikten sonra plak karanlikta olacak sekilde
37 °C’de 10-30 dk son defa inkiibe edildi.
Her bir kuyucuga 50 pL stop solisyonu eklenince renk degisimi gdzlendi. Renk
degisiminin uniform olmasi i¢in plak’a ¢cok yumusak bir sekilde vurularak karismasi

saglandi. Reaksiyon stoplandiktan sonra 30 dk i¢inde 450 nm’de plak okutuldu.

3.3.5. sSRAGE Analizi

Olcim Yontemi ve Test Prensibi: Analiz R&D Quantikine Human RAGE
Immunoassay Kiti ile gerceklestirildi. Bu kitte kantitatif sandvi¢ enzim immun 6l¢im teknigi
kullaniimaktadir. Ylzeyi SRAGE (ekstraseliler parca) icin spesifik fare monoklonal antikor
ile kaplanmis plak kuyucuklarina standart ve érnekler eklendi. Oda sicakliginda inkiibasyonun
ardindan plak yikandi. Yikama sonrasi kuyucuklara sRAGE icin spesifik enzim bagli
poliklonal antikor eklendi. inkiibasyonu takiben kuyucuklar tekrar yikanip ve kuyucuklara

substrat solusyonu konarak karanlikta inkibe edildi. SRAGE miktari ile orantili olarak renk
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degisimi gerceklesti. Sonlandirma soluisyonu ile reaksiyon stoplandiktan sonra olusan rengin

yogunlugu 450 nm’de 6lciildi. insan SRAGE standardinin yedi farkh diliisyonu yapilarak

elde edilen standart konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri kullanilarak standart

egrisi cizildi (Grafik 5). Orneklerin konsantrasyonu bu standart egrisi kullanilarak hesaplandi.

Bu kit insan sRAGE’si igin spesifiktir ve minimum saptanabilir doz ortalamasi 4.12

pg/mL’dir.

Olguim araligi: 78-5000 pg/mL

Absorbans (450 nm)

0.8 4
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04

0.2

Four Parameter Logistics
R-Square = 0.9988636 , RMSE = 0.03334
a = 0.06680, b = 0.93144, c = 34176.76254, d = 13.77493
Analyte 1
— @ Stdi
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RAGE standart konsantrasyonu (pg/mL)

Grafik 5. SRAGE standart egrisi.

Analiz Asamalari:

Olclimden yaklasik 30 dk dncesinde tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.

Liyofilize standart, 1 mL deiyonize veya distile su ile ¢ozllerek 50,000 pg/mL stok
solusyonu hazirlandi. 15 dk hafifce calkalanarak Kkaristiriima islemi sonrasi 100pL
stok sollisyonu ve 900 pL kalibrator diluenti RD6-10 konularak 5000 pg/mL’lik
standart elde edildi. 5000pg/mL’lik standarttan seri dilusyonlar ile alti ayri tup icinde
2500, 1250, 625, 312, 156, 78 pg/mL’lik standartlar olusturuldu (Sekil 21). Sadece
kalibrator diltenti iceren 8. tlip 0 pg/mL’lik standart olarak kabul edildi.
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Sekil 21. sSRAGE standartinin seri diliisyonu.

Folyosundan ¢ikarilan plak kuyucuklarina assay diltienti RD1-60 100 pL eklendi.
Daha dnce belirledigimiz semaya uygun sekilde standartlar (0, 78, 156, 312, 625,
1250, 2500, 5000 pg/mL) ve drnekler kuyucuklara 50 pL olarak konuldu.

Plak oda sicakliginda iki saat inkibe edildi.

Her bir kuyucuktaki reaksiyon karisimi aspire edilip kuyucuklar 400 pL wash tampon
ile 4 kez yikand.

Her bir kuyucuga 200 pL konjugat konarak oda sicakliginda iki saat inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasi yikama talimatlarina gore yikama ve aspirasyon islemi dort kez
yapildi.

Her bir kuyucuga 200 pL substrat solisyonu eklenip, plak isiktan korunarak oda
sicakliginda 30 dk inkube edildi.

50 pL stop soliisyonu eklenip kuyucuklardaki mavi rengin sartya degistigi goraldu.
Renk degisiminin uniform olmasi igin plak’a hafifce vurularak karismasi saglandi.

Reaksiyon stoplandiktan sonra 30 dk iginde 450 nm’de plak okutuldu.

3.3.6. esRAGE Analizi

Olgiim Yontemi ve Test Prensibi: Analiz B-Bridge esSRAGE ELISA kiti kullanilarak

ELISA 6lcum yontemiyle gerceklestirildi. Standart ve ornekler, anti-RAGE ile kaph plak
Uzerine saptama antikoru (HRP konjuge esRAGE antikoru) da eklenerek 4-10 °C’de 16-24

saat inkube edildi. Yikama islemi sonrasi her kuyucuga substrat (TMB-H,O, ilave

edildiginde sari renk degisimi goruldu. Plak karanlikta olacak sekilde oda sicakliginda 30 dk

inkibe edildikten sonra enzimatik reaksiyon, sonlandirma solusyonu ile durdurularak plak
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okuyucuda 450 nm’de okutuldu. insan esRAGE standardinin yedi farkli dilisyonuyla
olusturulan konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri kullanilarak standart egrisi cizildi

(Grafik 6). Olusturulan bu standart egri kullanilarak érneklere ait konsantrasyonlar hesaplandi.

Olguim araligi: 0.05-3.2 ng/mL

Four Parameter Logistics

R-Square = (.9979986 , RMSE = 0.03180
a = 0.14028, b = 1.21779, ¢ = 27.29657, d = 20.33397

Analyte 1
—— @ Stdl

08 4

06 4

Absorbans (450 nm)

04 4

0.2 4 & _——

0.01 0.1 1 10

es RAGE standart konsantrasyonu (ngimL)

Grafik 6. esRAGE standart egrisi.

Analiz Asamalari:
Olciimden yaklasik 30 dk éncesinde tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.
Liyofilize standart 0.5 mL distile su ile ¢ozulerek 3.2 ng/mL’lik standart hazirlandi.
15 dk hafifce calkalanarak karistirilan bu dilte edilmemis 1.tupteki standarttan,
tampon kullanilarak seri diltisyon ile farkl alti tip icine standartlar (1.6, 0.8, 0.4, 0.2,
0.1 ve 0.05 ng/mL) olusturuldu. Sadece tampon iceren 8. tip 0 ng/mL’lik standart
olarak kabul edildi.
Folyosundan ¢ikarilan plak kuyucuklarina esRAGE Ab-HRP 100 pL eklendi.
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Onceden karar verdigimiz semaya uygun sekilde standartlar (0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4,
0.8, 1.6, 3.2 ng/mL) ve érneklerden 20 pL kuyucuklara eklenip pipetle karistirild.
Plak sarsiimadan 4-10 °C’de 16-24 saat inkube edildi.

Her bir kuyucuktaki reaksiyon karisimi aspire edilip kuyucuklar 350 pL wash
soliisyonu dort kez yikandi.

Kuyucuklara 100 L substrat koyulup plak’in direkt 1siga maruz kalmasi engellenerek
oda sicakhginda 30 dk inkibe edildi.

100 pL sonlandirma soliisyonu her bir kuyucuga ilave edilip reaksiyon durdurulduktan
sonra plak 30 dk i¢inde 450 nm’de okutuldu.

3.3.7. Neprilizin Analizi

Olgim Yontemi ve Test Prensibi: Analiz icin  “USCN Life Science Human
Neprilysin, Common Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen, CALLA\CD10 ELISA Kkit”i
kullanilarak 6rneklerdeki neprilizin dizeyleri ELISA yontemi ile olgildi. insan CALLA
(neprilizin) spesifik antikor ile kapl plak’daki kuyucuklara standartlar ve drnekler eklenerek
inkidbe edildi. Kuyucuklardaki sivi disari alindiktan sonra biyotinlenmis poliklonal antikorla
tekrar inkiibe edilen plak yikandi. Avidinlenmis HRP eklenen plak inklbe edilip tekrar
yikandi. Her bir kuyucuga TMB substrat sollisyonu eklendikten sonra CALLA (neprilizin),
biyotinle konjuge antikor ve enzimle konjuge avidin igeren kuyucuklarda renk degisimi
gozlendi. Karanlikta inkuibasyon siresinin bitiminde kuyucuklara stlfirik asit eklenip enzim-
substrat reaksiyonu sonlandirildi ve olusan renk degisikligi 450 nm’de okutuldu. CALLA
(neprilizin) standardinin yedi degisik dilusyonu ile olusturulan standart konsantrasyonlarina
karsi absorbans degerleriyle standart egrisi ¢izildi (Grafik 7). Orneklerin konsantrasyonlari bu
standart egri kullanilarak hesaplandi. Bu kit insan CALLA (neprilizin) icin spesifiktir ve
minimum saptama dozu 7.8 pg/mL’dir.

Olgiim arali§i: 31.2-2000 pg/mL
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Four Parameter Logistics
R-Square = 0.9911062 , RMSE = 0.08788
a = 0.18027, b = 1.28906, c = 68675.79718, d = 174.10148
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Grafik 7. Neprilizin standart egrisi.

Analiz Asamalari:
Olclimden yaklasik 30 dk dncesinde tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.
Liyofilize standart 1 mL sample diltenti ile c¢ozllerek 2000 pg/mL’lik standart
hazirlandi. Elde edilen bu standart, seri dillisyon dncesinde en az 15 dk yumusak bir
sekilde calkalandi. Sample diltenti kullanilarak seri diltsyon ile farkl alti tip icinde
standartlar (1000, 500, 250, 125, 62.5, ve 31.2 pg/mL) hazirlandi (Sekil 22). icinde
sadece sample dillienti olan 8.tlip, 0 pg/mL standart olarak kabul edildi.

500ul 500ul 500ul 500ul 500ul 500ul

TXTITITINTITY

CLLLLLL

pg/mL 2000 1000 2.5 31.2 0

Sekil 22. Neprilizin standartinin seri dillisyonu.
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Onceden belirlenen semaya uygun olarak kuyucuklara standart ve 6rnekler 100 pL
eklenip 37 °C’de iki saat inkube edildi.

Sonrasinda kuyucuklardaki sivi disari alinip her bir kuyucuga 100 pL detection reaktif
A sollisyonu eklenen plak, 37 °C’de bir saat tekrar inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki sivi aspire edilip, plak yikama talimatlarina uyularak t¢ kez yikandi.
Her bir kuyucuga 100 pL detection reaktif B eklenip 37 °C’de bir saat ink{ibe edildi.
Yikama talimatlarina uyularak benzer sekilde aspirasyon ve yikama islemi i¢ kez
yapildi.

Kuyucuklara 90 yL TMB-substrat ilavesinden sonra plak karanlikta olacak sekilde 37
°C’de 30 dk inkiibe edildi.

Her bir kuyucuga 50 pL sonlandirma solusyonu eklenince olusan renk degisiminin
uniform olmasi i¢in plak’a ¢ok yumusak bir sekilde vurularak karismasi saglandi.

Reaksiyon durdurulduktan sonra 30 dk icinde 450 nm’de plak okutuldu.

3.3.8. AST Olgiim Yontemi

Aspartat aminotransferaz (AST, EC 2.6.1.1), Architect C16000 (Abbott Diag.,

USA) otoanalizorii ile spektrofotometrik olarak o6lctldii. Olglim icin enzimatik kolorimetrik

yontem kullanildi. Ornekte bulunan AST, amino grubunun, oksaloasetat ve L-glutamat

olusturmak Uzere L-aspartattan o-ketoglutarata transferini katalizler. NADH ve malat

dehidrogenaz varhginda oksaloasetat L-malata indirgenir.

Bu reaksiyonda NADH, NAD’e

okside olur. Reaksiyon, NADH’In 340 nm’de fotometrik olarak belirlenen absorbans disis

hizinin 6lgtimu ile izlenir.

o-ketoglutarat + L-aspartat

Oksaloasetat + NADH + H*

AST

<
«

MDH

»
|

»
»

A

L-glutamat + Oksaloasetat

L-malat + NAD"
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3.3.9. ALT Ol¢iim Yo6ntemi

Alanin aminotransferaz (ALT, EC 2.6.1.2), Architect C16000 (Abbott Diag., USA)

otoanalizorii ile spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Olgiim igin enzimatik kolorimetrik yontem

kullanildi. Ornekteki ALT, amino grubunun, piriivat ve L-glutamat olusturmak Uzere L-

alaninden a-ketoglutarata transferini katalizler. NADH ve laktat dehidrogenaz varliginda

piriivat L-laktata indirgenir. Bu reaksiyonda NADH, NAD’e okside olur. Reaksiyon,

NADH’In 340 nm’de fotometrik olarak belirlenen absorbans disus hizinin 6lcimd ile izlenir.

d
<«

ALT

o-ketoglutarat + L-alanin

LDH

»
»

pirivat + NADH + H"

L-glutamat + pirivat

L-laktat + NAD*

3.3.10. GGT Olgim Yontemi

Gama glutamil transferaz (GGT, EC 2.3.2.2), Architect C16000 (Abbott Diag.,

USA) otoanalizorii ile spektrofotometrik olarak él¢tldi. Olciim icin enzimatik kolorimetrik

yontem kullanildi. Ornekteki GGT, gamaglutamil grubunun, verici substrattan glisilglisine

transferini katalizler. 412 nm’deki absorbans artisi Ornekteki GGT seviyesi ile dogru

orantihdir.

L-y-glutamil 3-karboksi-4-nitroanilid + glisilglisin

GGT

" 3-karboksi-4-nitroanilin
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3.3.11. Kreatinin Ol¢tim Yoéntemi

Kreatinin, Architect C16000 (Abbott Diag., USA) otoanalizor ile spektrofotometrik
olarak o6lguldii. Olgiim igin enzimatik kolorimetrik yontem kullanildi. Ornekteki kreatinin,
alkali pH'da, pikrik asit ile reaksiyona girerek kreatinin-pikrat kompleksi olusturmaktadir (Jaffe
reaksiyonu). Olusan renkli kompleksin, 500 nm’de verdigi absorbansdaki artis kreatinin
konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Alkali pH

kreatinin + pikrik asit *©—— kreatinin-pikrat kompleksi

3.3.12. Trigliserid Olgtim Yoéntemi
Trigliserid Architect C16000 (Abbott Diag., USA) otoanalizéri ile

spektrofotometrik olarak olgiildi. Olglim icin enzimatik kolorimetrik yontem kullanildi.
Trigliseridler enzimatik olarak lipaz tarafindan yag asidlerine ve gliserole hidrolize edilirler.
Gliserol, gliserol kinazli ATP tarafindan gliserol-3-fosfat ve ADP olusturmak icin fosforile
olur. Gliserol-3-fosfat, gliserol fosfat oksidaz ile dihikroksiaseton fosfata oksidize
edilmekte ve hidrojen peroksit (H202) uretilmektedir. Peroksidaz ile katalize edilen bir
renkli reaksiyonda, H,O, kirmizi renkli bir boya olusturmak ic¢in 4-aminoantipirin ve 4-
klorofenol ile reaksiyona girmektedir. Bu renkli boyanin 500 nm’de okunan absorbansi
ornekteki trigliserid konsantrasyonu ile orantilidir.

Lipoprotein Lipaz

Trigliserid+ 3H,0 » Gliserol + 3RCOOH (Serbest yag asidleri)
Gliserol kinaz (Mg*?)
Gliserol + ATP » Gliserol-3-fosfat + ADP
Gliserolfosfat oksidaz
Gliserol-3-fosfat + O, » Dihidroksiaseton fosfat + H,0,
Peroksidaz

H,O0; + 4-aminoantipirin + 4-klorofenol ——— Kirmizi renkli boya + H,O + HCI
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3.3.13. HDL Kolesterol Olgiim Yontemi

HDL Kkolesterol Architect C16000 (Abbott Diag., USA) otoanalizéri ile
spektrofotometrik olarak 6lcildi. Olguim igin enzimatik kolorimetrik yontem kullanildi.
”Accelarator selective detergent” yontemi ile &lgim yapihr. Yontem, HDL’den
kaynaklanmayan  esterlesmemis  kolesterol ile  kolesteroloksidaz  reaksiyonunun
hizlandirilmasi ve 6zel deterjan kullanarak HDL kolesteroliin spesifik olarak ¢6zinmesi
esasina dayanmaktadir. Analiz 6ncesi herhangi bir 6n islem veya santrifligasyon basamagi
olmaksizin iki asamali bir analiz yontemi kullaniimaktadir. Birinci basamakta kolesterol
oksidaz enziminin etkisi ile HDL disindaki esterifiye kolesterolden agiga ¢ikan hidrojen
peroksit,  peroksidaz  enzimi  ve  N,N,bis (4-sulphobutyl)-m-toluidine-disodium
(DSBmMT) ile reaksiyona girerek renksiz bir iiriin olusturmaktadir. ikinci basamakta ise HDL
kaynakli kolesterol bir deterjan yardimi ile lipoproteinden ayrilarak, kolesterol esteraz ile
reaksiyona girmektedir. Olusan serbest kolesterol 4-aminoantipyrine ile renkli Grin
meydana getirmektedir. Bu renkli triin 604 nm’de okunabilmektedir.

3.3.14. Total Kolesterol Olgiim Yontemi

Total kolesterol Architect C16000 (Abbott Diag., USA) otoanalizéri ile
spektrofotometrik olarak 6lciildi. Olgiim icin enzimatik kolorimetrik yontem kullanildi.
Kolesterol esterler, kolesterol esteraz ile enzimatik olarak kolesterol ve serbest yag
asitlerine hidroliz olmaktadir. Serbest kolesterol daha sonra kolesterol oksidaz ile Kolest-4-
en-3-on ve hidrojen perokside okside olmaktadir. Son olarak hidrojen peroksit,
hidroksibenzoik asit (HBA) ve 4-aminoantipirin ile reaksiyona girerek 500 nm’de okunan

kromoforu (quinoneimine dye) olusturmaktadir.

Kolesterol esteraz

Kolesterol esterleri » Serbest kolesterol + RCOOH

Kolesterol oksidaz

Kolesterol + O, > Kolest-4-en-3-on + H,0,

Peroksidaz

2 H,0, + 4-amino antipyrine + HBA » Kromofor + 4H,0
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3.3.15. LDL Kolesterol Hesaplanmasi

LDL Kolesterol diizeyleri ‘Friedewald Formuli’ kullanilarak hesaplandi.

LDL Kolesterol = Total Kolesterol — ( HDL Kolesterol + Trigliserid / 5)

3.3.16. Eritrosit ve Trombosit Olglim Yoéntemi

Eritrositler ve trombositler Beckman Coulter LH780 (Coulter Corp, USA )
otoanalizériinde empedans yontemi ile 6lgtldi. Bu yontemde yalitkan olan kan, iletken bir
sivida seyreltilerek vakum yardimi ile bir arahiktan gecirilir. Kan hicreleri bu araliktan
gecerken dogru akim uygulanmis elektrodlar arasinda olusturduklari direncten dolayi voltaj
degisikliklerine neden olur. Olusan elektriksel sinyallerin sayisi partikil sayisini gosterirken
elektrik sinyallerinin buyuklukleri hicrelerin hacimleri ile orantihdir. Yazihm programi
kullanilarak hcrelerin  hacimleri x- eksenine, sayilari y- eksenine gelecek sekilde
histogramlar  olusturulur.  Histogramlarin  incelenmesi  hicre  sub-populasyonlarinin

saptanmasini saglamaktadir.

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde, “SPSS for Windows 15.0”
programi kullanildi. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi icin 6ncelikle ortalama deger ve
standart sapmalari hesaplandi. Degerlerin normal dagilima uygunlugu Levene testi ile
degerlendirildi. Grup ortalamalarinin karsilastirtimasinda degiskenin durumuna gore
parametrik independent samples t testi veya ki-kare testi kullanildi. Birden fazla grubun
karsilastiriimasinda ise nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal-
Wallis analizi ile anlamh farklilik gérulen parametreler icin ikili grup analizi, Mann Whitney
U testiyle yapildi. Korelasyon analizlerinde Spearmen korelasyon testi kullanildi. Korelasyon
katsayisi (r degeri), 0,00-0,24 arasinda ise zayif; 0,25-0,49 arasinda ise orta; 0,50-0,74
arasinda ise gucli ve 0,75-1,00 arasinda ise c¢ok gucli olarak kabul edildi. Calisilan
parametreler icin tanisal spesifite ve tanisal sensitivite degerleri hesaplandiktan sonra bu
parametrelere iliskin kesim (cut-off) degerlerinin saptanmasinda ROC egrisi kullanildi.

Tim testlerde p< 0,05 anlamli bir farklilik olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. TANIMLAYICI BULGULAR
4.1.1. Calisma Grubu

Calisma grubu, AH tanisi alan 50 hastadan, kontrol grubu ise 50 saglikli yash bireyden
olusturuldu (Tablo 6) . AH ve kontrol grubunda yas ortalamasi 79 olarak hesaplandi. Yas
parametresi her iki grupta 65-74, 75-84 ve 285 olarak ¢ yas araligina ayrildiginda her bir yas
arah@i icin iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhilik bulunmadi. Cinsiyet
acisindan iki grup arasinda farklilik yoktu fakat hem AH hem de kontrol grubunda kadinlarin
sayisi erkeklerden daha fazlaydi. Yas ve cinsiyete ek olarak egitim dizeylerinin de, iki grup
icin benzer oldugu belirlendi. Yeni tani alan (¢ hasta goz ardi edildiginde AH grubunda
hastalik stresi ortalama 4.5 yil (minimum: 1 yil ve maksimum: 10 yil) idi. AH disindaki
hastaliklar agisindan karsilastirma yapilirken, hastaya bakim veren Kisilerden saglikh bilgi
alinamamasi nedeniyle AH grubundaki iki hasta goz ardi edildi. Hipertansiyon, Tip2 diabetes
mellitus (DM) ve gecirilmis koroner arter hastaligi (KAH) acisindan iki grup arasinda anlamli
bir farklihga rastlanmadi. Hiperlipidemik hastalarin sayisit AH grubunda daha fazla olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi. Statin ve asetilsalisilik asit kullananlarin
sayisi AH grubunda kontrol grubuna gore daha yuksekti ancak bu ylkseklik sadece
asetilsalisilik asit icin anlamh diizeydeydi (p<0,001). Alzheimer hastalari AchE inhibitdr
kullanimina gore ¢ gruba ayrildiginda, donepezil ve rivastigmin’in galantamine gére daha
fazla kullanildigr goraldi (p= 0,004). Bu karsilastirmalar yapilirken yeni tani almis olan (¢
hasta, ila¢ tedavisinin ilk kez baslanmasi nedeniyle goz ardi edildi. AH ve kontrol gruplari,
antihipertansif ve oral antidiyabetik kullanimi acisindan karsilastirildiginda anlamli farklilik

saptanmadi.
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Tablo 6. AH ve kontrol gruplarinin demografik 6zellikler ve 6yki agisindan karsilastiriimasi.

AH grubu Kontrol grubu
Sayi (%) 50 (%50) 50 (%50)
Yas (Ort+SD) 79+6,9 79+6,4
Yas araliklari, n (%)
65-74 11 (28) 17 (34)
75-84 27 (54) 21 (42)
=85 12 (24) 12 (24)
Cinsiyet, K/E (% K) 40/10 (80) 40/10 (80)
Egitim, n (%)
Egitim almamis 21 (42) 18 (36)
5-11 yil 24 (48) 25 (50)
>13 yil 5 (10) 7 (14)
MMSE skoru (Ort+SD) 16+6,5 27+2,4*
Hastalik suresi (yil) (Ort£SD) 4,5+3,5 -
Diger hastaliklar, nt
Hipertansiyon 26 (54) 27 (54)
Hiperlipidemi 13 (27) 7(14)
Tip2 DM 9(19) 9(18)
Gegirilmis KAH 7 (15) 4 (8)
Benign prostat hiperplazisi - 12
Kolesistektomi - 2(4)
ilag kullanimi, n*
Antihipertansif 26 (54) 26 (52)
Statin 13 (27) 7 (14)
Oral antidiyabetik 9 (19) 9 (18)
AchE inhibitori
Donepezil 21 (45)° -
Rivastigmin 19 (40)° -
Galantamin 7 (15) -
Memantin 31 (66) -
Asetilsalisilik asit 21 (44) 4 (8)*
Ketiapin 19 (40) -
Gingko biloba 5(11) -
o-blokorii - 1(2)

* p< 0,001; sp= 0,004
tAH grubunda: 48 kisi kullanilarak hesaplandi.

¥Ach inhibitorleri, memantin, ketiapin ve gingko biloba i¢cin AH grubunda: 47 kisi kullanilarak hesaplandi.
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4.1.2. Klinik evreleme

Calismaya aldigimiz 50 Alzheimer hastasinin, CDR evrelemesine gore dagilimlari

Sekil 23’te gorulmektedir.

AH grubundaki hastalarin 20’si CDR1, 14’0 CDR2 ve 16’si CDR3 evresinde yer

almaktaydi. Buna gore Alzheimer hastalarinin %401 hafif evre, %28’i orta evre ve %32’si

agir evre AH olarak degerlendirildi.

CDR3

(Agir evre)
32%

Sekil 23. Alzheimer hastalarinin CDR evrelemesine gore dagilimi.
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4.2. RUTIN BIYOKIMYASAL VE HEMATOLOJIK PARAMETRELERE AIT
BULGULAR

Rutin  biyokimyasal ve hematolojik parametrelerin, AH ve kontrol gruplarinda
karsilastirilmalari Tablo 7’de gorilmektedir.

AH grubu ve kontrol grubu arasinda karsilastirma yapildiginda total kolesterol, HDL
kolesterol ve LDL kolesterol diizeylerinin AH grubunda kontrol grubundan anlamli diizeyde
yuksek oldugu saptandi (sirasiyla p<0,001, p<0,001 ve p= 0,005). Diger biyokimyasal
parametreler ve hematolojik parametreler agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlamh farklilik bulunmadi.
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Tablo 7. Rutin biyokimyasal ve hematolojik parametrelerin kandaki konsantrasyonlarinin

AH ve kontrol gruplarinda karsilastiriimasi

AH grubu Kontrol grubu

(Ort+SD) (Ort+SD)
Total kolesterol (mg/dL) 224450 171+40
HDL-K (mg/dL) 5413 4213
LDL-K (mg/dL) 122+36" 104+29
Trigliserid (mg/dL) 167199 138+54
AST (IU/L) 23+9 2147
ALT (1U/L) 1629 1647
GGT (IU/L) 21+12 26+15
BUN (mg/dL) 1846 1745
Kreatinin (mg/dL) 0,84+0,3 0,76x0,2
Hemoglobin (g/dL) 12,35+1,44 12,6£1,1
Hematokrit (%) 37,52+4,09 36,44+3,15
Lokosit (x10%/uL) 7,3+2,02 6,94+1,49
Eritrosit (x10%/pL) 4,21+0,48 4,15+0,42
Trombosit (x10°/pL) 23070 20747

*p<0,001 kontrole gore. Tp= 0,005 kontrole gore.
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4.3. PLAZMA AB1-40, AB1-42 ve AR OLIGOMER DUZEYLERI
4.3.1. Plazma AB1-40 Duzeylerinin Karsilastirilmasi
Plazma AB1-40 dlzeylerinin ortalamasi AH grubunda 308 pg/mL ve kontrol grubunda 301

pg/mL olarak saptand.

iki grup arasinda plazma AB1-40 diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli
farklilik saptanmadi (p=0,746) (Grafik 8).
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Grafik 8. AH grubu ve kontrol grubu arasinda AB1-40 duzeylerinin karsilastirilmasi.

(Grafikte kutunun alt siniri 25. persentili, Gist sinir1 75. persentili ve kutunun icindeki yatay ¢izgi ise ortancayi gostermektedir.
Kutunun yiksekligi ceyrekler arasi araligi ifade eder. Kutularin alt ve (st kenarlarinin ortasindan gizilen dikey ¢izgiler, yani
alt veya Ust kenarlar, uzakli§i 1.5 kutu boyundan az olan en biyik ve en kiigiik degerlere kadar uzanmaktadir.)
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AH grubunda CDR’ye gore yapilan evrelendirme sonrasinda, plazma AB1-40 duzeylerinin
ortalamasi hafif evrede 316 pg/mL, orta evrede 313 ve agir evrede 295 pg/mL olarak bulundu.

Hastalik evreleri arasinda ve her bir hastalik evresi ile kontrol grubu arasinda ve plazma AB1-
40 dizeyleri acisindan anlamli farkhhik saptanmadi (p= 0,707) (Grafik 9).
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Grafik 9. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda AB1-40 diizeylerinin
karsilastiriimasi.
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4.3.2. Plazma AB1-42 Duzeylerinin Karsilastirilmasi
Plazma AB1-42 dlzeylerinin ortalamasi AH grubunda 3,32 pg/mL ve kontrol grubunda 3,54
pg/mL olarak bulundu.

iki grup arasinda plazma AB1-42 diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli
farklilik bulunmadi (p=0,672) (Grafik 10).
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Grafik 10. AH grubu ve kontrol grubu arasinda AB1-42 diizeylerinin karsilastiriimasi.

(Grafikte kutunun alt sinir 25. persentili, tist sinir1 75. persentili ve kutunun icindeki yatay ¢izgi ise ortancayi gostermektedir.
Kutunun yiiksekligi ceyrekler arasi arahdi ifade eder. Kutularin alt ve Ust kenarlarinin ortasindan cizilen dikey cizgiler, yani
alt veya (st kenarlar, uzakhgi 1.5 kutu boyundan az olan en bilyiik ve en kiiciik dederlere kadar uzanmaktadir. Ug kutu boyu
ya da daha uzak olan degerler asteriks (*), 1,5-3 kutu boyu uzaklikta olan degerler ici bos daire (0) ile gosterilmektedir.)
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AH grubunda CDR’ye gore yapilan evrelendirme sonrasinda, plazma AB1-42 duzeylerinin
ortalamasi hafif evrede 3,03 pg/mL, orta evrede 3,47 pg/mL ve agir evrede 3,57 pg/mL olarak
saptandi.

Hastalik evreleri arasinda ve her bir hastalik evresi ile kontrol grubu arasinda plazma AB1-42
dizeyleri acisindan anlamli farklilik saptanmadi (p= 0,923) (Grafik 11).
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Grafik 11. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda AB1-42 diizeylerinin
karsilastiriimasi.
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4.3.3. Plazma AR Oligomer Duizeylerinin Karsilastirilmasi

Plazma AR oligomer diizeylerinin ortalamasi AH grubunda 62,16 pmol/L ve kontrol grubunda

80,68 pmol/L olarak saptandi.

iki grup arasinda plazma AB oligomer dlzeyleri karsilastirildiginda, AH grubunda kontrol

grubuna gore disiuk bulundu ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0,190)
(Grafik 12).
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Grafik 12. AH grubu ve kontrol grubu arasinda AB oligomer diizeylerinin karsilastiriimasi.
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AH grubunda CDR’ye gore vyapilan evrelendirme sonrasinda, plazma AP oligomer
diizeylerinin ortalamasi hafif evrede 89,17 pmol/L, orta evrede 56,78 pmol/L ve agir evrede
38,45 pmol/L olarak saptandi.

Plazma AP oligomer duzeyi, AH grubu icinde hastalik evresi arttikca kademeli bir dusUs
gostermekteydi. AgQir evrede, hafif evreye gore anlamli olarak disus saptandi (p= 0,019).
Hastalik evreleri ile kontrol grubunun Kkarsilastirmasinda ise a§ir evre’deki AP oligomer
diizeyinin kontrole goére olan dusuklugu istatistiksel olarak anlamli bulundu. (p= 0,041)
(Grafik 13).
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Grafik 13. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda AR oligomer

dizeylerinin karsilastiriimasi.
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4.4. SERUM sRAGE ve esRAGE DUZEYLERI
4.4.1. Serum sRAGE Duzeylerinin Karsilastiriimasi
Serum sRAGE diizeylerinin ortalamasi AH grubunda 1398 pg/mL ve kontrol grubunda 1321

pg/mL olarak saptand.

iki grup arasinda serum sRAGE dizeyleri Kkarsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli
farklilik saptanmadi (p= 0,616) (Grafik14).
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Grafik 14. AH grubu ve kontrol grubu arasinda SRAGE duzeylerinin karsilastiriimasi.
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AH grubunda CDR’ye gore yapilan evrelendirme sonrasinda, serum sRAGE diizeylerinin
ortalamas! hafif evrede 1532 pg/mL, orta evrede 1538 pg/mL ve agir evrede 1107 pg/mL

olarak bulundu.

Hafif ve orta evredeki serum sSRAGE duzeyleri, kontrol grubuna gore yuksek saptandi. Ancak
bu yuksekligin istatistiksel olarak anlamlilik dizeyine ulasmadigi belirlendi (sirasiyla p=
0,160 ve p= 0,069). Agdir evrede SRAGE hem kontrol grubuna hem de hafif ve orta evreye
gore dusuk bulundu ancak bu fark, sadece orta evre i¢in anlamli diizeydeydi. (sirasiyla p=
0,047). (Grafik 15).
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Grafik 15. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda sSRAGE diizeylerinin
karsilastiriimasi.
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4.4.2. Serum esRAGE Duzeylerinin Karsilastiriimasi
Serum esRAGE diizeylerinin ortalamasi AH grubunda 456 pg/mL ve kontrol grubunda 417

pg/mL olarak saptandi.

iki grup arasinda serum esRAGE diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli
farklilik saptanmadi (p= 0,466) (Grafik16).
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Grafik 16. AH grubu ve kontrol grubu arasinda esSRAGE duzeylerinin karsilastiriimasi.
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AH grubunda CDR’ye gore yapilan evrelendirme sonrasinda, serum esRAGE diizeylerinin
ortalamasi hafif evrede 524 pg/mL, orta evrede 467 pg/mL ve agir evrede 362 pg/mL olarak

bulundu.

Plazma esRAGE dulzeyi, AH grubu icginde hastalik evresi arttikca kademeli bir disus
gostermekteydi. Agir evrede, hafif evreye gore anlamli olarak disls saptandi (p= 0,046).
Hastalik evreleri ile kontrol grubunun Kkarsilastirmasinda ise eSRAGE, agir evrede kontrole
gore daha disuk bulunmakla beraber bu disukligln istatistiksel olarak anlamlilik diizeyine
ulasmadigi belirlendi (p= 0,448) (Grafik 17).
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Grafik 17. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda esRAGE

dizeylerinin karsilastiriimasi.
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4.5. SERUM sLRP1 DUZEYLERI
4.5.1. Serum sLRP duzeylerinin karsilastirilmasi
Serum sLRP duzeylerinin ortalamasi AH grubunda 3,17 ng/mL ve kontrol grubunda 3,44

ng/mL olarak saptandi.

iki grup arasinda serum sLRP diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli farklilik
saptanmadi (p= 0,467) (Grafik18).
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Grafik 18. AH grubu ve kontrol grubu arasinda sLRP duzeylerinin karsilastiriimasi.
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AH grubunda CDR’ye gore yapilan evrelendirme sonrasinda, serum sLRP diizeylerinin
ortalamasi hafif evrede 3,08 ng/mL, orta evrede 2,97 ng/mL ve agir evrede 3,47 ng/mL olarak
bulundu.

Hastalik evreleri arasinda ve her bir hastalik evresi ile kontrol grubu arasinda plazma sLRP
diizeyleri acisindan anlamli farklilik saptanmadi (p= 0,462) (Grafik 19).
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Grafik 19. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda sLRP diizeylerinin
karsilastiriimasi.
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4.6. SERUM NEPRILIiZIN DUZEYLERI
4.6.1. Serum neprilizin diizeylerinin karsilastiriimasi
Serum neprilizin dizeylerinin ortalamasi AH grubunda 527 pg/mL ve kontrol grubunda 419

pg/mL olarak saptandi.

iki grup arasinda serum neprilizin diizeyleri karsilastirildiginda, AH grubunda kontrol
grubuna gore daha yiksek oldugu gorildi ancak bu yikseklik istatistiksel olarak anlamlilik
gostermedi (p=0,401) (Grafik 20).
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Grafik 20. AH grubu ve kontrol grubu arasinda neprilizin duzeylerinin karsilastirilmasi.
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AH grubunda CDR’ye gore yapilan evrelendirme sonrasinda, serum neprilizin diizeylerinin
ortalamasi hafif evrede 407 pg/mL, orta evrede 690 pg/mL ve agir evrede 533 pg/mL olarak
saptandi.

Hastalik evreleri arasinda ve her bir hastalik evresi ile kontrol grubu arasinda ve plazma
neprilizin duzeyleri agisindan anlaml farklilik saptanmadi (p= 0,195) (Grafik 21).
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Grafik 21. Kontrol, hafif evre, orta evre ve agir evre AH grubu arasinda neprilizin
dizeylerinin karsilastiriimasi.
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Tablo 8. AH grubu ve kontrol grubunun AB1-40, AB1-42, AP oligomer, SRAGE, esRAGE,
SLRP ve neprilizin diizeyleri agisindan karsilastiriimasi.

AH grubu Kontrol grubu p degeri
(Ort£SD) (Ort£SD)
AP1-40 (pg/mL) 308+91 301+117 0,746
AP1-42 (pg/mL) 3,32+1,76 3,54+3,17 0,672
Ap oligomer (pmol/L) 62,16+57,17 80,68+67 0,190
SRAGE (pg/mL) 13984655 13214857 0,616
esRAGE (pg/mL) 456+251 4174276 0,466
SLRP (ng/mL) 3,17+1,81 3,44+1,8 0,467
Neprilizin (pg/mL) 527+502 419+552 0,401
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Tablo 9. Hafif, orta ve agir evre AH ile kontrol grubunun AB1-40, AB1-42, AB oligomer,

SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin diizeyleri agisindan karsilastiriimasi.

Hafif evre

(Ort+SD)
AP1-40 (pg/mL) 316+88
AB1-42 (pg/mL) 3,03+£1,40

AR oligomer (pmol/L) 89,17+77,51%

SRAGE (pg/mL) 15321769
esRAGE (pg/mL) 5241307
SLRP (ng/mL) 3,08+1,59
Neprilizin (pg/mL) 407+302

®p= 0,019 agir evreye gore. bp= 0,041 kontrole gére. “p= 0,047 orta evreye gore.

dp= 0,046 hafif evreye gore.

Orta evre
(Ort+SD)

313+62

3,47+1,65

56,78+44,29  38.45+2577°

15384529

467+157

2,97+1,42

690+660

Agir evre
(Ort+SD)

295+114

3,57+2,28

1107+528°
d

362+223

3,47+2,37

533+568

Kontrol grubu
(Ort+SD)

301+117

3,54+3,17

80,68+67

13214857

417+276

3,44+1,8

419+552
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4.7. AB1-40, AB1-42, AB OLIGOMER, sRAGE, esRAGE, sLRP ve NEPRILIZIN
DUZEYLERININ YAS VE CINSIYETE GORE DEGERLENDIRILMESI

4.7.1. AB1-40, AB1-42, AB oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dizeylerinin

cinsiyete gore karsilastiriimasi

AH grubu ve kontrol grubunda AB1-40, AB1-42, ApB oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve

neprilizin duzeylerinin cinsiyete gore karsilastiriimasi Tablo 10°de goérilmektedir.

Tum parametreler icin AH ve kontrol gruplart her iki cinsiyete gore kendi icinde

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi. Ayrica gruplar arasinda

erkek ve kadin cinsiyete gore karsilastirma yapildiginda da anlamh farklilik olmadigi géralda.

Tablo 10. Cinsiyete gére AH grubu ve kontrol grubunda AB1-40, AB1-42, AP oligomer,

SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin diizeylerinin karsilastiriimasi

Grup
Parametre Cinsiyet AH Kontrol
(Ort+SD) (Ort+SD)
Erkek 293+100 275+80
AB1-40 (pg/mL)
Kadin 312489 308+120
Erkek 3,10+1,78 3,23+1,86
AB1-42 (pg/mL)
Kadin 3,38+1,78 3,62+3,43
_ Erkek 67,22+93,96 89,24+76,75
Ap oligomer (pmol/L)
Kadin 60,69+43,43 78,48+65,48
Erkek 1435+750 11924650
SRAGE (pg/mL)
Kadin 13881640 1353+905
Erkek 485+223 387+250
esRAGE (pg/mL)
Kadin 449+261 425+285
Erkek 2,78+1,76 3,02+2,38
SLRP (ng/mL)
Kadin 3,27+1,83 3,54+1,64
o Erkek 6941453 286369
Neprilizin (pg/mL)
Kadin 5094511 461+598
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4.7.2. AB1-40, AB1-42, AB oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dizeylerinin

yas araliklarina gore karsilastiriimasi

AH grubu ve kontrol grubunda AB1-40, AB1-42, ApB oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve

neprilizin duzeylerinin yas araliklarina gore karsilastiriimasi Tablo 11’da gortlmektedir.

AB1-40, AB1-42 ve AR oligomer icin kontrol grubu t¢ farkl yas aralijina gore kendi icinde
karsilastirildiginda kontrol grubunda 75-84 yas arahigindaki degerler diger iki yas araligina
gore daha yuksekti ancak istatistiksel olarak anlamlilik gdstermedi. Ayrica kontrol grubunda
SRAGE ve esRAGE’nin yaslanmaya bagl olarak artis gosterdigi ve sLRP’nin ise tam tersi
olarak dists gosterdigi saptandi. Ancak bu egilimlerin anlamhlik dizeyine ulasmadigi

belirlendi.

AH grubu yas araliklarina gore kendi icinde karsilastirildiginda AB1-42, sSRAGE, esRAGE ve
neprilizinin yaslanmaya bagl olarak artis gosterdigi ancak istatistiksel olarak anlamlilik
tasimadigi saptandi. Buna ek olarak AH grubunda AB1-40 icin Ug yas arali§i arasinda her
hangi bir farklilik gozlenmezken AP oligomer duzeylerinin, 75-84 yas araliginda ve sLRP
duzeylerinin ise =85 yas araliginda diger yas araliklarina gére anlamlilik gdéstermeyen

duzeyde yiksek oldugu belirlendi.
AH ve kontrol gruplari arasinda yas araliklarina goére karsilastirma yapildiginda neprilizin

diizeylerinin =85 yas araligi icin AH grubunda kontrol grubundan anlaml olarak daha yiiksek

oldugu saptandi (p=0,038).
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Tablo 11. Yas araliklarina gére AH grubu ve kontrol grubunda AB1-40, AB1-42, Af

oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin diizeylerinin karsilastiriimasi

Grup
Parametre Yas AH Kontrol
(Ort£SD) (Ort£SD)
65-74 317+68 258+109
AP1-40 (pg/mL) 75-84 298+101 347+119
>85 318+94 289+107
65-74 2,52+0,67 2,93+1,72
APB1-42 (pg/mL) 75-84 3,24+15 4,55+4,38
>85 4,3+2,6 2,68+1,44
65-74 44,14+44 86 77,52+65,99
Ap oligomer (pmol/L) 75-84 75,64+66,67 88,67+69,86
>85 46,91+35,19 72,02+69,3
65-74 12061454 1198+781
SRAGE (pg/mL) 75-84 13434501 13134651
>85 1696+995 1506+1245
65-74 352+149 376+278
esRAGE (pg/mL) 75-84 454+208 4154211
>85 556+370 485+389
65-74 2,99+1,93 3,83+1,57
SLRP (ng/mL) 75-84 2,9+0,97 3,33+2,14
>85 3,94+2,85 3,02+1,4
65-74 403+137 638+784
Neprilizin (pg/mL) 75-84 489+581 305+288
>85 716+520* 3324538

* p= 0,038 kontrol grubunun =85 yas araligina gore.




4.8. AB1-40, AB1-42, AB oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dizeylerinin
Alzheimer hastalarinda asetilkolinesteraz inhibitdért kullanimina goére degerlendirilmesi

AH grubunda AB1-40, APB1-42, AR oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
diizeylerinin AchE inhibitor kullanimina gore karsilastiriimasi Tablo 12°de gorulmektedir.

Ap oligomer duzeyleri rivastigmin kullanan hastalarda donepezil ve galantamin kullananlara
gore daha yiksekti ancak istatistiksel olarak anlamlilik géstermedi (p=0,192). AB40 ve APB42
duzeyleri agisindan ¢ ilag grubu arasinda anlamli bir farklilik yoktu (sirastyla p= 0,478 ve p=
0,694). Neprilizin ve sLRP icin donepezil kullanan hastalarda diger ilaglari kullanan hastalara
gore anlamlilik gostermeyen dizeyde disis saptandi (sirastyla p= 0,429 ve p= 0,526).
SRAGE ve esRAGE duzeyleri galantamin kullananlarda rivastigmin ve donepezil kullanlara
gére daha disuk oldugu goruldid. Bu dusiis sSRAGE icin istatistiksel olarak anlamlilik
duzeyine ulasamazken, esRAGE’de galantamin-donepezil karsilastirmasi icin p= 0,042 ve

galantamin-rivastigmin karsilastirmasi icin p= 0,005 olarak belirlendi.
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Tablo 12. Alzheimer hastalarinda AB1-40, AB1-42, ApB oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve

neprilizin dizeylerinin asetilkolinesteraz inhibitor kullanimina gore karsilastiriimasi

Parametre ilag AH
(Ort+SD)
Donepezil 312+87
AB1-40 (pg/mL) Rivastigmin 294191
Galantamin 335184
Donepezil 3,29+1,39
AB1-42 (pg/mL) Rivastigmin 3,37£1,67
Galantamin 3,45+1,05
Donepezil 57,1+49,35
Ap oligomer (pmol/L) Rivastigmin 88,5+73,41
Galantamin 51,8+35,58
Donepezil 1475812
SRAGE (pg/mL) Rivastigmin 1498+451
Galantamin 10924381
Donepezil 487+308*
esRAGE (pg/mL) Rivastigmin 506+191t
Galantamin 281+114
Donepezil 2,8+151
SLRP (ng/mL) Rivastigmin 3,01+1,4
Galantamin 3,36+1,25
Donepezil 396+430
Neprilizin (pg/mL) Rivastigmin 655+546
Galantamin 662+778

*p: 0,042 galantamine gore. Tp: 0,005 galantamine gore.
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4.9. AB OLIGOMER, AB1-40, AB1-42, SRAGE, esRAGE, sLRP ve NEPRILIZINE AIT
DUYARLILIK ve OZGULLUK DEGERLERI

AP oligomer duzeyleri, AH grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik géstermese de
hastalarin klinik olarak evrelendirilmesi sonrasinda agir evreye ait AB oligomer duzeyleri,
kontrol grubundan anlamli olarak daha disiik bulundu. Bu nedenle agir evrenin tanisi icin AB
oligomer duzeylerine ait duyarlilik ve 6zgullik degerleri hesaplandi. Kesim degeri (cut-off)
31,8 pmol/L olarak secildiginde AB oligomerin, %69 duyarlihk ve %74 06zgullik ile agir
evredeki hastalar1 saglikli bireylerden ayirt edebildigi goraldi (Grafik 22).
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Grafik 22. AB oligomerin ROC egrisi analizine gore agir evre AH’nin tanisindaki etkinligi.

APB1-40, AB1-42, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dlzeyleri icin AH ve kontrol gruplari
arasinda (klinik evrelendirme 6ncesi ya da sonrasinda) anlaml farklihk bulunmadigi igin

duyarlilik ve 6zgulliik degerleri hesaplanmadi.
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4.10. KORELASYON ANALIZLERI
4.10.1. Alzheimer hastalarinda korelasyon analizleri

4.10.1.1. APB1-40, ApP1-42, AB oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin

duzeylerinin birbiriyle korelasyonu

Alzheimer hastalarinda AB1-40, AB1-42, AP oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin

duzeylerinin birbiriyle olan korelasyon analizleri Tablo 13’te goriilmektedir.

Plazma AB1-42 duzeyi ile serum sSRAGE ve esRAGE dizeyleri arasinda pozitif yénde, orta
derecede, anlamli korelasyon saptandi. Ayrica SRAGE ve esRAGE diizeyleri arasinda pozitif

yonde, ¢ok glcli, anlamh korelasyon bulundu.

Tablo 13. AB1-40, AB1-42, AB oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin duzeylerinin

birbiriyle olan korelasyonu

AB1-40 |ABL-42 |AB SRAGE |esRAGE [sLRP Neprilizin
oligomer
AB1-40
r -0,059
AP1-42
p 0,7
AB r 0,051 0,201
oligomer D 0767 | 0,226
r 0,07 0,328 -0,036
SRAGE
p 0,639 0,023 0,825
r -0,029 0,312 -0,064 0,875
esRAGE
p 0,847 0,031 0,694 | <0,001
r 0,004 0,125 0,033 0,065 -0,077
SLRP
p 0,978 0,398 0,838 0,653 0,593
r -0,045 0,158 -0,07 0,27 0,348 -0,111
Neprilizin
p 0,814 0,405 0,729 0,134 0,051 0,546
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4.10.1.2. AB1-40, ApP1-42, AP oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
dizeylerinin yas, cinsiyet, CDR ve MMSE ile korelasyonu

Alzheimer hastalarinda AB1-40, AB1-42, AR oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duzeylerinin yas, cinsiyet, CDR ve MMSE ile korelasyon analizleri Tablo 14’te
gorilmektedir.

AB1-42 dizeyi ile yas arasinda pozitif yonde, orta derecede, anlamli korelasyon saptandi. AB
oligomer ve esRAGE diizeyleri, CDR skoru ile negatif yonde, orta derecede, anlamli korele
idi. Ayrica AB oligomer, SRAGE ve esRAGE diizeyleri ile MMSE skoru arasinda pozitif

yonde, orta derecede, anlamli korelasyon bulundu.

Tablo 14. AB1-40, AB1-42, AP oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dizeylerinin
yas, cinsiyet, CDR ve MMSE korelasyonu

MMSE CDR Cinsiyet Yas

AB1-40 r 0,208 -0,134 -0,063 0,030
p 0,171 0,369 0,673 0,840

AB1-42 r -0,024 0,075 0,03 0,406
p 0,873 0,61 0,842 0,004

AB oligomer r 0,376 -0,364 0,086 -0,09
D 0,02 0,021 0,6 0,581

SRAGE r 0,338 -0,247 -0,012 0,089
p 0,019 0,084 0,033 0,539

esRAGE r 0,341 -0,283 -0,087 0,206
p 0,018 0,046 0,55 0,151

SLRP r 0,15 0,035 0,121 0,072
p 0,309 0,811 0,402 0,62

Neprilizin r -0,034 0,057 0,192 0,145
p 0,859 0,758 0,294 0,43
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4.10.1.3. AB1-40, Ap1-42, AP oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duzeylerinin rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu

Alzheimer hastalarinda AB1-40, AB1-42, AB oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duizeylerinin rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyon analizleri Tablo
15’da gorulmektedir.

APB1-42 dizeyi ile kan Ure azotu (BUN) ve kreatinin dlizeyleri arasinda pozitif yonde, orta
derecede, anlamli korelasyon saptandi. AB1-40 ve AP oligomer duzeyleri ise rutin

biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korele degildi.

SRAGE ve esRAGE dizeyleri, I6kosit ve trombosit sayilari ile negatif yonde, orta derecede,
anlamli korele idi. Ayrica esRAGE ile BUN diizeyi arasinda pozitif yénde, orta derecede,

anlamli korelasyon bulundu.
SLRP dizeyi, kreatinin dizeyi ile pozitif yonde, orta derecede, anlamli korele idi. sSLRP
duzeyi ile total kolesterol, eritrosit, hemoglobin ve hematokrit arasinda negatif yonde, orta

derecede anlamli korelasyon saptandi.

Neprilizin dlzeyi ile total kolesterol ve LDL kolesterol diizeyleri arasinda negatif yonde, orta

derecede, anlamli korelasyon bulundu.
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Tablo 15. AB1-40, AB1-42, AR oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dizeylerinin
rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu

AB1-40 | ABL-42 | AB SRAGE | esRAGE | sLRP Neprilizin
oligomer

-0,003 035 0,038 0,259 03 0,245 0,195
BUN

0,987 0,017 0,821 0076 | 0,038 0,093 0,284

0,167 0361 | -0086 | 0224 | 0227 0.324 0,132
Kreatinin

0274 | 0,014 0,609 0,125 0,12 0,025 0473

0159 | -0221 | 0,133 0072 | 0094 | -0,032 | -0.238
AST

0,298 0,14 0,426 0628 | 0525 0,828 0,19

0093 | -0118 | 0,023 0015 = 0,073 -0,07 -0,106
ALT

0,542 0,434 0,893 0,92 0,624 0,636 0,564

0,172 0002 | -0186 | 0034 | 0061 | -0,131 0,08
GGT

0,259 0,988 0,263 0819 | 0,679 0,374 0,663

0,131 0,109 0,01 0,078 | -0124 = -0176 = -0,135
Trigliserid

0,39 0,471 0,953 0,597 0.4 0,232 0,462
Total 0086 | -0033 | -0058 | -0,234 | -0173 | -0323 | -0,376
kolesterol 0574 | 0827 | 0727 011 0241 | 0,025 0,034
HDL 0,077 | 0004 = -0197 | -0099 & -004 | -0,063 @ -0.225
kolesterol 0,616 0,978 0,236 0,503 0785 0,672 0216
DL 0173 | -0128 | -0041 | -0285 | -0265 | -0269 | -0,433
kolesterol 0255 | 0398 | 0805 0,05 0,069 | 0,065 0,013

0086 | -0145 0163 | -0352 | -0,286 0,1 -0,084
Lokosit

0,576 0,338 0,329 0014 = 0,049 0,498 0,647

0,057 | 0,008 0018 | -0078 | -0032 | -0311 | -0,163
Eritrosit

071 0,957 0,915 0597 | 0,831 0,031 0,373

0,072 = -0045 = -0084 | -0061 & -0005  -0349 0,1
Hemoglobin

0,637 0,766 0,618 0679 | 0,972 0,015 0,585

0,065 | -0,038 | -0,064 | -0039 | 0009 | -0,338 | -0,079
Hematokrit

0,672 0,802 0,703 0,79 0,949 0,019 0,667

0,097 = -0068 @ 0265 | -0362 @ -0324 | 0,014 -0,123
Trombosit

0,527 0,653 0,108 0,012 0,025 0,923 0,502
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4.10.2. Kontrol grubunda korelasyon analizleri

4.10.2.1. AB1-40, ApP1-42, AB oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duzeylerinin birbiriyle korelasyonu

Kontrol grubunda AB1-40, AB1-42, AR oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duzeylerinin birbiriyle olan korelasyon analizleri Tablo 16’de gorilmektedir.

Plazma AB1-42 dizeyi ile serum sRAGE dizeyleri arasinda pozitif yonde, orta derecede,
anlamli korelasyon saptandi. sSLRP diizeyi, AB1-40 ve esRAGE diizeyi ile pozitif yonde, orta
derecede, anlamli korele idi. Ayrica SRAGE ve esRAGE duzeyleri arasinda pozitif yonde, ¢ok
guclu, anlamli korelasyon bulundu.

Tablo 16. AB1-40, AB1-42, AR oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dizeylerinin
birbiriyle olan korelasyonu

AB1-40 |AP1-42 |AB SRAGE |esRAGE |sLRP Neprilizin
oligomer
AB1-40
r 0,201
AB1-42
p 0,17
AB r 0,235 0,135
oligomer P 0,155 | 0,413
r 0,079 0,327 -0,05
SRAGE
p 0,594 0,021 0,762
r 0,042 0,238 -0,207 0,819
esRAGE
p 0,783 0,107 0,218 | <0,001
r 0,293 0,027 -0,019 0,125 0,323
SLRP
p 0,046 0,852 0,911 0,394 0,029
r 0,031 0,253 0,243 0,021 0,178 0,307
Neprilizin
p 0,858 0,132 0,222 0,901 0,307 0,069
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4.10.2.2. AB1-40, ApP1-42, AP oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
dizeylerinin yas, cinsiyet, CDR ve MMSE ile korelasyonu

Kontrol grubunda AB1-40, AB1-42, AR oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duzeyleri ile yas, cinsiyet, CDR ve MMSE arasinda yapilan korelasyon analizlerinde

anlamhilik bulunmadi.

4.10.2.3. AB1-40, Ap1-42, AP oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duzeylerinin rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu

Kontrol grubunda AB1-40, AB1-42, AR oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duizeylerinin rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyon analizleri Tablo
17°de gorulmektedir.

APB1-40 ile eritrosit, hemoglobin ve hematokrit arasinda negatif yonde, orta derecede, anlamli
korelasyon saptandi. AB oligomer diizeyi, trombosit sayisi ile pozitif yonde ve ALT diizeyi ile

negatif yonde, orta derecede, anlamli korele idi.

APB1-42, sRAGE, esRAGE ve sLRP duzeyleri, rutin biyokimyasal ve hematolojik

parametreler ile korele degildi.

Neprilizin duzeyi ile trigliserid ve total kolesterol arasinda pozitif yonde, orta derecede,

anlamli korelasyon bulundu.
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Tablo 17. AB1-40, AB1-42, AR oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dizeylerinin

rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu

BUN

Kreatinin

AST

ALT

GGT

‘ Trigliserid ‘

Total
kolesterol

HDL
kolesterol

LDL
kolesterol

Lokosit

Eritrosit

‘ Hemoglobin ‘

Hematokrit

Trombosit

\ AB1-40 \ AB1-42 \ AB \ SRAGE \ esRAGE \ SLRP \ Neprilizin \
‘ ‘ollgomer‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,201 0,072 0,024 0,079 0,237 0,1 0,108
0,171 0,62 0,883 0,584 0,109 0,495 0,525
0,083 ‘ 0,039 ‘ 0,051 ‘ 0,104 ‘ 0,275 ‘ -0,163 ‘ -0,02 ‘
0,575 ‘ 0,787 ‘ 0,757 ‘ 0,472 ‘ 0,062 ‘ 0,264 ‘ 0,905 ‘
0,075 0,006 0,1 0,111 0,036 0,13 0,042
0,613 0,968 0,547 0,441 0,811 0,375 0,804
0,013 ‘ -0,111 ‘ -0,324 ‘ -0,077 ‘ -0,128 ‘ -0,015 ‘ -0,059 ‘
0,928 ‘ 0,442 ‘ 0,044 ‘ 0,595 ‘ 0,392 ‘ 0,917 ‘ 0,727 ‘
0,089 | -0,056 & -0,166 @ -0,168 | -0,198 0,008 -0,219
0,548 0,699 0,311 0,244 0,183 0,954 0,192
-0,02 ‘ -0,067 ‘ -0,067 ‘ -0,064 ‘ -0,026 ‘ 0,027 ‘ 0,35 ‘
0,892 ‘ 0,646 ‘ 0,687 ‘ 0,659 ‘ 0,864 ‘ 0,855 ‘ 0,033 ‘
0,072 0,266 -0,12 0,134 0,13 0,135 0,384
0,627 0,062 0,468 0,355 0,385 0,355 0,019
-0,036 ‘ 0,122 ‘ 0,045 ‘ -0,146 ‘ -0,253 ‘ -0,087 ‘ 0,101 ‘
0,81 ‘ 0,4 ‘ 0,787 ‘ 0,312 ‘ 0,086 ‘ 0,554 ‘ 0,552 ‘
-0,182 0,047 -0,043 0,019 0,099 0,244 0,276
0,215 0,744 0,793 0,898 0,509 0,091 0,098
-0,094 ‘ -0,094 ‘ 0,01 ‘ 0,019 ‘ -0,174 ‘ -0,079 ‘ 0,097 ‘
0,525 ‘ 0,516 ‘ 0,95 ‘ 0,898 ‘ 0,242 ‘ 0,59 ‘ 0,569 ‘
-0,334 | -0,068 0,08 -0,102 | -0,253 0,012 0,087
0,02 0,641 0,629 0,482 0,086 0,934 0,608
-0,355 ‘ -0,072 ‘ 0,104 ‘ -0,116 ‘ -0,251 ‘ -0,08 ‘ 0,005 ‘
0,013 ‘ 0,619 ‘ 0,529 ‘ 0,424 ‘ 0,088 ‘ 0,587 ‘ 0,978 ‘
-0,304 0,027 0,052 -0,087 -0,26 -0,065 -0,03
0,036 0,852 0,754 0,548 0,078 0,659 0,86
-0,067 0,178 0,428 0,076 0,051 -0,044 0,201
0,65 0,215 0,007 0,599 0,735 0,764 0,233
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4.10.3. Alzheimer hastalari ve kontrol bireylerinden olusan tim grupta korelasyon

analizleri

4.10.3.1. ApB1-40, Ap1-42, AP oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duzeylerinin birbiriyle korelasyonu

Alzheimer hastalari ve kontrol bireylerinden olusan tim grupta AB1-40, AP1-42, AR
oligomer, sSRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dizeylerinin birbiriyle olan korelasyon

analizleri Tablo 18’da gorulmektedir.

Plazma AB1-42 duzeyi ile serum sSRAGE ve esRAGE dizeyleri arasinda pozitif yénde, orta
derecede, anlamli korelasyon saptandi. eSRAGE duzeyi, neprilizin dizeyi ile pozitif yonde,
orta derecede, anlamli korele idi. Ayrica eSRAGE ve sRAGE diizeyleri arasinda pozitif

yonde, ¢ok gcli, anlaml korelasyon bulundu.

Tablo 18. AB1-40, AB1-42, AB oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin duzeylerinin

birbiriyle olan korelasyonu

AB
AB1-40 | AB1-42 oligomer SRAGE |esRAGE |sLRP Neprilizin

AB1-40

r 0,075
AB1-42

p 0,478
AB r 0,125 0,154
oligomer D 0.284 0.18

r 0,068 0,312 -0,065
SRAGE

p 0,514 0,002 0,568

r 0,01 0,261 -0,143 0,849
esRAGE

p 0,922 0,011 0,214 <0,001

r 0,165 0,043 0,026 0,078 0,104
sLRP

p 0,112 0,677 0,821 0,44 0,314

r 0,041 0,219 0,118 0,124 0,283 0,153
Neprilizin

p 0,743 0,075 0,394 0,31 0,02 0,214
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4.10.3.2. AB1-40, ApP1-42, AP oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
dizeylerinin yas, cinsiyet, CDR ve MMSE ile korelasyonu

Alzheimer hastalari ve kontrol bireylerinden olusan tim grupta AB1-40, AB1-42, AB
oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin duzeyleri ile yas, cinsiyet, CDR ve MMSE

arasinda yapilan korelasyon analizlerinde anlamlilik bulunmadi.

4.10.3.3. AB1-40, Ap1-42, AP oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin
duzeylerinin rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu

Alzheimer hastalari ve kontrol bireylerinden olusan tim grupta AB1-40, AB1-42, AR
oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin dizeylerinin rutin biyokimyasal ve
hematolojik parametreler ile korelasyon analizleri Tablo 19’de gérilmektedir.

AB oligomer duzeyi ile trombosit sayisi arasinda pozitif yonde, orta derecede, anlamh

korelasyon saptandi.

APB1-40, AP1-42, sRAGE, neprilizin duzeyleri, rutin biyokimyasal ve hematolojik

parametreler ile korele degildi.
esSRAGE duzeyi ile BUN ve kreatinin arasinda pozitif yonde, orta derecede, anlamli
korelasyon bulundu. Ayrica esSRAGE, l6kosit sayisi ile negatif yonde, zayif derecede, anlamli

korele idi.

SLRP duzeyi ile hemoglobin ve hematoktrit arasinda negatif yonde, zayif derecede, anlamli
korelasyon bulundu.
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Tablo 19. AB1-40, AB1-42, AB oligomer, SRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizin duzeylerinin

rutin biyokimyasal ve hematolojik parametreler ile korelasyonu

AB1-40 | AB1-42 Ap SRAGE |esRAGE |sLRP Neprilizin
oligomer
0.1 0,187 0024 | 0165 | 0273 | 0,069 0,172

BUN

0339 | 0069 & 0833 0105 | 0007 0,499 0,158

0119 | 0181 | -0,004 0163 | 0254 0,06 0,07
Kreatinin

0.257 0,077 0,974 011 0013 0,56 057

0108 @ -0101 | -0,0090 0124 | 0,097 0042 | -0,046
AST

0,302 0,33 0938 | 0223 | 0351 0,68 0,705

0052 | -0123 | -0,172 = -0,028 | -0038 @ -0043 | -0,001
ALT

0618 @ 0233 | 0134 | 0784 | 0714 | 0,672 0,458

0002 = -0054 | -012 | -0114 | -0132 = -0021 | -0,115
GGT

0981 0,601 03 0265 | 0,202 0,835 0,349

0044 | 0004 | -0,055 -0,034 | -0049 = -0062 | 0,149
Trigliserid

0,673 0,97 0633 | 0738 | 0638 @ 0544 0,222
Total 0091 | 0135 | -0,129 0048 | 0045 @ -0,103 0,194
kolesterol 0,387 0,191 0.262 0,637 0,662 0313 0,111
HDL 0,002 0112 = -0069 | -0,022 @ -0,026 | -0094 | 0,034
kolesterol 0,983 0.275 0,548 0828 0,802 0.362 078
DL 0005 @ -0037 @ -0,058  -0,079 @ -0065 @ -0024 0058
kolesterol 0962 0719 @ 0614 @ 0441 = 0534 0817 0,639

0,005 @ -0114 = 0072 | -0,148 | -0217 @ -0084 | 0062
Lokosit

0966 @ 0269 | 0533 @ 0147 0034 | 0412 0,612

0193 = -0031 = 0053 | -0,097 -0136 | -0.16 0,021
Eritrosit

0064 | 0761 | 0,647 034 0188 | 0117 0,861

0,195 | -0063 = -0,008  -0,079 @ -0119 & -0235 | -0,027
Hemoglobin

0,062 0543 | 0,943 0,44 0,25 0,021 0,823

0,166 | -0027 = -0015  -0,042 = -009 | -0235 | -0,049
Hematokrit

0111 | 0,797 0.9 0681 | 0,387 0,021 0,688

0,073 | 0,057 0311 = -0118 | -0,137 | -0,029 | 0,086
Trombosit

0487 0579 | 0006 | 0246 | 0184 | 0777 0,481
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5. TARTISMA

Saglik alaninda yasanan gelismeler, bireylerin yasam surelerini uzatirken beraberinde
de yash nlfusta daha sik karsilasilan bir takim hastaliklari giindeme getirmistir. Yaslilarda
gorilen hastaliklarin en agir sekillerinden birisi, glnluk yasam aktivitelerini kisitlamasi ve
yuksek mortalite oranlariyla seyretmesi nedeniyle Alzheimer hastaligi (AH)’dir (14).
Gunumuzde AH tanisi, klinik tani kriterlerine gore konulmakta olsa da hastalarin klinik olarak
tani aldiklari asamada AH’na ait patolojik degisikliklerin, coktan geri dénussuz bir safhaya
girmis oldugu gorilmektedir (19). Bu nedenle hastaligin o6zellikle erken evrelerinde
taninmasini  kolaylastiracak guvenilir biyokimyasal belirteclere ihtiyagc duyulmaktadir.
AH’nda biyobelirteclerin kesfine yonelik calismalar artan bir ilgiyle karsilanmakta ve
arastirmacilar icin cazip bir calisma alani olusturmaktadir. AH patofizyolojisinde merkezi bir
role sahip olmasi nedeniyle biyobelirte¢ ¢alismalarinin ¢ok biytk bir kisminda AB peptidin
degerlendirildigi gorilmektedir (92). AH’nda plazma/serum AR dizeylerini degerlendiren ilk
calisma, Jensen ve ark.lari tarafindan 1995 yilinda gerceklestirilmis olup bu ¢calismada, APP
mutasyonu tasiyan ailesel tip AH’na sahip hastalarda kontrol grubuna goére plazma AB1-40 ve
APB1-42 duzeyleri belirgin olarak yiksek bulunmustur. Ancak sporadik Alzheimer
hastalarinda, AP dizeyleri agisindan belirgin bir yikselme saptanmamistir (309). Ayni ekip
tarafindan yine ayni yil icinde bildirilen diger bir calismada ise bu kez PSEN1 mutasyonu
tastyan ailesel Alzheimer hastalari degerlendirilmeye alinmis ve bu hastalarda plazma Ap1-42
duzeylerinin belirgin olarak artmis oldugu gosterilmistir (310). Jensen ve ark.larinin ¢alismasi
ile ayni yil icinde bildirilen bir diger calisma, Motter ve ark.lari tarafindan gergeklestirilmis
fakat bu calismada, kan ornekleri yerine BOS kullaniimis ve BOS AB1-42 seviyeleri kontrol
grubundan yaklasik iki kat ylksek bulunmustur (311). Motter ve ark.larinin yapmis olduklari
bu oncul calismanin ardindan gerceklestirilen az sayidaki calismada da BOS AP1-42
seviyeleri yuksek bulunmus fakat ilerleyen yillarda yapilan calismalarda, ELISA ydntemine
ait eksikliklerin giderilmesi sayesinde ilk calismalarin tam tersi olarak BOS Ap1-42
seviyelerinin, Alzheimer hastalarinda belirgin olarak dusik seviyelerde oldugu anlasiimistir.
APB1-42 dizeylerinin BOS’da belirgin olarak disuk oldugunu goésteren bu ilk calismalarin
ardindan gerceklestirilen 180’den fazla calismada da bu duststin gerceklestigi dogrulanmistir.
Ilk cahismanin yaymlandi§i 1995 yilindan giinimiize kadar gegen siire icinde AH’nin
biyobelirteci olarak dolasimdaki AP duzeylerini arastiran yaklasik 80 ¢alisma bildirilmistir.
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Bu calismalarin yarisi longitudinal olarak planlanmisken, diger yarisi bizim ¢alismamizdakine
benzer sekilde kesitsel (cross-sectional) olarak gerceklestirilmistir. Plazma, BOS’a gore daha
kolay elde edilebilir bir viicut sivisi olmasina ragmen AP dizeylerini arastiran galismalarda,
BOS’un daha fazla tercih edildigi gorulmektedir. Bu durumun altinda yatan temel sebep
BOS’un beyin parankimindeki degisiklikleri daha iyi yansitiyor olmasinin yani sira ilk
calismalarin ardindan takip eden galismalarda da plazma AP duzeyleri agisindan tutarli
sonuglarin elde edilememis olmasidir. Bu nedenle arastirmacilarin ilgisi, dolasimdaki AB
seviyelerinden uzaklasmis ve BOS calismalari daha fazla tercih edilir hale gelmistir. Fakat
2000’li yillarin ortalarindan itibaren dolasimdaki AP dizeylerini inceleyen calismalarin
sayisinda belirgin bir artis gbze carpmaktadir. Glnimuzde AH’nin kesin tedavisi
bulunmamakta fakat AH ile ilgili arastirmalardan elde edilen biyokimyasal ve patolojik
veriler sayesinde hastaligin patofizyolojik sirecini engellemeye yonelik tedavi yaklasimlari
gelistirilmeye calisiimaktadir. Bunlarin arasinda ozellikle P-sekretaz ya da y-sekretaz
inhibitorleriyle AR dretiminin azaltilmasi, AP’yr bloke etmeye yonelik monoklonal
antikorlarin gelistirilmesi ve KBB’nde RAGE-APB etkilesiminin oniine gecilerek AB’nin
dolasimdan beyne dogru tasinmasinin engellenmesi gibi primer olarak AB’yl hedef alan
tedavi modalitelerinin 6n plana ¢iktigr gorilmektedir (92). Gelistirilmeye calisilan bu ilaglarin
bircogu faz 2 veya faz 3 asamasindadir. Bu nedenle bu farmakolojik ajanlarin etkinliklerinin
degerlendirilmesinde, AP duzeylerini 6lgmenin gereklili§i ortaya ¢cikmistir. Bu ajanlarin, AB
metabolizmasi Uzerinde ne derece etkili oldugunu degerlendiren az sayidaki klinik calismalar
neticesinde plazma AP diizeylerinin, tedaviyi izlem icin kullanilabilecegine iliskin ipuclari
elde edilmistir (312-316). Yakin donemde yapilan bu 6ncil calismalar, biyokimyasal bir
belirte¢c olarak AB’nin 6nemini tekrar giindeme getirmis ve plazma/serum AP dizeylerini

arastiran calismalarin sayisinda belirgin bir artis gerceklesmistir.

5.1. Plazma AB1-40, AB1-42 ve AB oligomer bulgularinin degerlendirilmesi

Calismamizda elde ettigimiz plazma AB1-40 ve AB1-42 bulgulari, literatiirde yer alan
bazi calismalarla benzerlik gostermektedir (317-329). 1032 katilimcinin (186 AH, 112 HKB
ve 724 kontrol) yer aldigi AIBL (Australian Imaging, Biomarkers an Lifestyle) calismasinda,
ELISA yontemi kullanilarak tim bireylerin plazma AB1-40 ve AB1-42 dizeyleri incelenmis
ve ¢ grup arasinda AP duzeyleri agisindan her hangi bir farklilik saptanmamistir (329). Ida
ve ark.larinin calismasinda sporadik tip AH, ailesel tip AH ve saglikh yasli bireylerden olusan

Uc grup arasinda BOS ve plazmada AB1-40 ve AB1-42 diizeylerinin karsilastiriimasi yapiimis
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ve plazma AP peptid duzeyleri agisindan sporadik tip AH grubunda, kontrol grubuna gore
anlamli bir farklilik bulunmamistir (317). Alzheimer hastalari ile mikst tip ve vaskdler tip
demansli hastalarin karsilastirildigi diger bir calismada, kontrol grubu da dahil olmak (zere
tim gruplarda, plazma AB1-42 dizeylerinin birbirine benzerlik gosterdigi belirlenmistir
(323). Beyaz irkin yer aldigi Kuzey Amerika ve Avrupa Ulkelerinin yani sira Asya kitasinda
gerceklestirilen bazi calismalarda da AH ve kontrol gruplari arasinda plazma AP duzeyleri
acisindan belirgin bir farkhlik saptanmamistir. Tamaoka ve ark.larinin Japonyada
gerceklestirdikleri calismada, Down sendromlu hastalarda plazma AP1-40 ve AP1-42
dizeyleri ylksek degerlerde bulunmus iken sporadik Alzheimer hastalari, saglikli kontrol
grubu ve norolojik kontrol grubu arasinda AP duzeyleri agisindan farklilik bulunmamistir
(324). Yaptigimiz literatur taramasinda calismamiz, bu konuda Turkiye’de gerceklestirilmis
tek calismadir. Calismamizda 50 saglikli birey ve 50 Alzheimer hastasi bulunmakta olup bu
sayinin Turk toplumuna iliskin plazma AP duzeylerini yansitmakta goreceli olarak yetersiz
kaldigi gorilmekte ve bu acidan daha fazla katilimcinin yer aldigi genis tabanh calismalara
ihtiyac oldugu distiniilmektedir. Calismamizdan farkh olarak bazi calismalarda, AB1-40 ve
AB1-42’in yerine APx-40 ve APx-42 dizeylerinin degerlendirildigi  gorilmektedir.
Literatiirede yaygin olarak ABx-40 ve ABx-42 icin sirasiyla AB40 ve AB42 adlandiriimasi
kullanildigr gortlmektedir. AB peptidin N-terminal bolgesine spesifik antikorlarin kullanildig
durumlarda AP1-40 veya AP1-42 saptanmaktayken, peptidin orta bolgesini taniyan
antikorlarin tercih edildigi durumlarda ApP40 veya AB42’nin saptanmasi saglanmaktadir.
AB40 ve AB42’nin belirlenmesini saglayan antikorlar, tam uzunluktaki AB’nin yani sira orta
bélgelerinden kesime ugramis (AB10-40/42 ve AB16-40/42 gibi) AR peptid parcalarini da
tanimaktadir. Boylece bu antikorlar ile elde edilen AB40 ve AB42 diizeyleri, AB1-40 ve AB1-
42 duzeylerinden daha yuksek bulunmaktadir. AB1-40 ve AB1-42’nin yani sira dolasimdaki
AB40 ve AP42 duzeylerini degerlendiren calismalarda da AH icin anlamh farkhhk
saptanmadigini bildiren yayinlar bulunmaktadir (330-337). Fukumoto ve ark.larinin sporadik
Alzheimer hastalari (146 hasta), hafif kognitif bozukluklu hastalar (37 hasta), Parkinson
hastalari (96 hasta) ve demansi olmayan kontrol bireylerinde (92 kisi) gerceklestirdikleri
calismada, AB40 ve AP42 duizeylerinin gruplar arasinda farklilik géstermedigi belirlenmistir
(330). Az sayida katilimciyla (39 AH ve 18 kontrol) gerceklestirilen bir diger calismada, AB
dizeyleri agisindan AH grubunda, kontrole goére belirgin degisiklik saptanmamistir (331).

Vanderstichele ve ark.larinin Alzheimer hastalari, Lewy cisimcikli demans hastalari ve
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saghkli yaslilardan olusan U¢ grup Uzerinde yaptiklari calismada BOS, plazma ve idrar
orneklerinde AR42 dizeyleri degerlendirilmis ve yalmizca BOS AP42 seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli farklilik bildirilmistir (334). Iwatsubo ve ark.larin calismasinda,
hem sporadik tip hem de ailesel tip AH olan hastalar kullanilmis ve sadece ailesel Alzheimer
hastalarinda plazma AB42 yuksekligi saptanmistir (332). Bu calismanin yani sira ailesel
Alzheimer hastalarinin ve Down sendromlu hastalarin yer aldigi tim arastirmalarda plazma
APB42 veya AB1-42 dizeylerinde artis gerceklestigi gosterilmistir (309, 310, 324, 332).
Calismamiz da dahil olmak Uzere tum bu calismalardan elde edilen bulgular g6z éninde
bulunduruldugunda plazma AP duzeylerini degerlendirmenin, ailesel AH’nin tanisi igin
yararl oldugu fakat hastalarin %98’inden sorumlu olan sporadik AH’nin tanisinda yetersiz
kaldig1 géralmektedir.

Bulgularimizdan farkli olarak AH ve kontrol gruplari arasinda plazma AP
dizeylerinde farklilik saptayan bircok bildiri bulunmaktadir (338-353). Bu ¢alismalarin biytk
bir kisminda AB40 ve AP42’den sadece birisinde degisiklik saptanmis olup AB40 ve AB42
duzeylerinin her ikisinde de degisiklik yakalayan sadece iki ¢alisma bulunmaktadir. Xu ve
ark.lari tarafindan 2008 yilinda gercgeklestirilen calismada, Alzheimer hastalarinda Ap40
dizeylerinde artis ve AP42 duzeylerinde ise tam tersi olarak disus tespit edilmistir. Bu
calismada, AP duzeyleri acisindan farklihk saptanmis olsa da sacihm grafiklerine
bakildiginda iki grup arasinda hem AB40 hem de AB42 igin ¢ok fazla ¢cakismanin oldugu goze
carpmaktadir (348). Luis ve ark.larinin 2009 yilinda gerceklestirdikleri ¢alismada (25 AH ve
40 saghkh kontrol) ise Alzheimer hastalarinda hem AB40 hem de AB42 dizeylerinde artig
saptanmis fakat bu artisin sadece AP42 icin istatistiksel olarak anlamlilik tasidigi
belirlenmistir (347).

AP40/42 ile AB1-40/42’yi es zamanli olarak 6lgerek hasta ve kontrol gruplari arasinda
kiyaslama yapan yalnizca (¢ ¢alisma bulunmaktadir (318, 329, 344). Xia ve ark.larinin 2009
yilinda gerceklestirdikleri ¢alismada, bu dért Ap peptid formunun (AB40, AB1-40, AB42 ve
AP1-42) plazma 6rneklerinde degerlendirilmesi saglanmis ve Alzheimer hastalarinda saglikli
kontrollere gore yalnizca AB1-42 dizeylerinde anlamli artis saptanmistir (344). AIBL
calismasinda, ELISA yontemiyle sadece AB1-40 ve AB1-42 diizeyleri degerlendirilmis iken
INNO-BIA-multiplex assay yontemiyle APB1-40, AP40, AB1-42 ve AP42’nin hepsi
degerlendirilmeye alinmistir. Bu ¢alismadaki INNO-BIA multiplex assay sonuglarina gore
Alzheimer hastalarinda AB1-42 dizeylerinin azaldigi ve AP40 dizeylerinin ise arttig
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belirlenmistir (329). Bu iki ¢alismadan farkli olarak Le Bastard ve ark.larinin ¢alismasinda,
sadece AB1-42 ve AB42’nin es zamanli olarak ol¢ilmesi saglanmis ve saglikli kontrollere
kiyasla AH grubunda belirgin bir farklilik saptanmamistir (318).

Alzheimer hastalarinda plazma AB1-42 diizeylerinde azalma saptayan arastirmacilara
gore bu azahstan sorumlu olan temel mekanizma hastalik streci iginde AB1-42’nin amiloid
plaklar iginde birikmesi sonucunda dolasimdaki dizeylerinin azaliyor olmasidir. Fakat
Alzheimer hastalarinda plazma ve BOS AP1-42 dizeyleri arasindaki iliskiyi arastiran
calismalarin tamaminda AB1-42 icin anlamh bir korelasyonun gosterilememis olmasi ve buna
ek olarak beyindeki amiloid plak yikini gosteren PIB-PET sonuclari ile plazma AB1-42
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir iliskinin ortaya konamamis olmasi,
bu aciklamanin gecerliligini tartisihr kilmaktadir (318, 331, 334, 339, 352). AB1-40
diizeylerinde yiikseklik saptayan arastirmacilar ise artmis AP Uretiminin bir sonucu olarak
AB1-40°in beyinden disariya dogru basarih bir sekilde temizlendigi fakat AP1-42’nin
KBB’den daha zor temizlenmesi neticesinde sadece plazma AP1-40 dizeylerinde artis
saptandigini ileri strdlmuostir. Fakat bu calismalarin tamaminda sporadik tip AH olan
vakalarin kullaniimis olmasi ve sporadik AH icin ailesel AH’ndan farkl olarak AR Uretiminde
artis oldugunu gosteren direkt kanitlarin bulunmamasi nedeniyle arastirmacilarin ileri stirduagu
bu dustince yaygin olarak kabul gérmemistir (297). AB40 veya AB42’yi Glgmenin, ABL -40
veya AB1-42’yi 6lcmeye olan Ustinligl tam uzunluktaki AP peptidlere ek olarak neprilizin
gibi enzimler tarafindan N-terminal bdélgesinden yikilmis olan AR peptid pargalarinin da es
zamanli olarak belirlenebilmesidir. Fakat enzimatik olarak yikima ugramis olan bu
peptidlerin, beyinden mi yoksa periferdeki yikimdan mi kaynaklandigi netlestirilememistir.
AB’nin KBB’nde tasinmasini degerlendiren tim calismalarda tam uzunluktaki AB1-40 ya da
AB1-42’nin kullanilmis olmasi fakat degisik uzunluktaki Af parcalarinin tasinmasina yonelik
ise her hangi bir calismanin bulunmamasi bu konunun anlasiimasi acisindan ileri ¢alismalara
ihtiyac oldugunu gostermektedir. Plazma/serum AB1-42 ve AB42 dizeyleri, AB1-40 ve AB40
dizeylerinden 10-100 kat daha dusiktir. AB1-42 ve APB42’nin dolasimda oldukga diisiik
duzeylerde bulunmasi, saptanmalari acgisindan problem olusturabilmektedir. Hatta Xia ve
ark.larinin calismasinda kontrol grubundaki bireylerin %90’ inda ve AH grubundaki hastalarin
ise yarisinda AP1-42 dizeylerinin saptama sinirinin altinda oldugu bildirilmistir (344).
Abdullah ve ark.larinin  calismasinda, serum AP1-42 dizeylerine ait degerler,

plazmadakilerden daha yiiksek bulunmus ve bu nedenle AB1-42’nin degerlendirilmesi icin
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serum Orneklerini kullanmanin daha yararli oldugu belirtilmistir (349). Glnimuzde AB1-42
icin gelistirilen yuksek duyarlilikh ELISA kitleri sayesinde saptama probleminin 6nine
gecilmis durumdadir. Fakat bu Kkitlerin sadece AP1-42’yi saptamaya yonelik oldugu
gortulmektedir. Calismamizda yiksek duyarhilikli ticari ELISA Kitlerinden birisi kullanilarak
AB1-42 dlzeyleri olglilmus ve AB1-42 dizeylerini degerlendiren galismalarin %70’lik
kismina benzer sekilde Alzheimer hastalarinda plazma AB1-42 diizeyleri agisindan her hangi
bir farklhilik saptanmamistir.

Ailesel Alzheimer hastalarini inceleyen calismalar birbiriyle tutarlilik gdstermekte ve
plazma AR dizeyleri artmis olarak saptanmaktadir. Fakat plazma/serum AR dizeylerini
sporadik Alzheimer hastalarinda inceleyen calismalara bakildiginda, calismalar arasinda
belirgin tutarsizlik bulunmaktadir. Sporadik AH’nda plazma/serum AR dizeyleri icin artmis,
azalmis ya da degismemis seviyeler bildirilmistir (317-353). Birbiriyle celisen bu sonuclara
acikhk getirmek amaciyla birgok varsayim one strilmustir: (1) Cahsmalar arasinda farkl
yontemlerin kullanilmis olmasi (ELISA, Western blot, INNO-BIA multiplex assay gibi), (2)
calismalarda kullanilan hasta gruplarinin, hastalik evreleri ve ciddiyeti agisindan belirgin
farklihk gostermesi, (3) ELISA yontemi icgin farkli antikorlarin kullanihiyor olmasi, (4)
monomerleri saptayan klasik ELISA yodntemiyle oligomerlerin belirlenememesi, (5) Ap’nin
periferik dokularda da dretiliyor olmasi nedeniyle plazma AB’nin, beyinden ¢ok periferik
dokulari yansitiyor olmasi, (6) AR’nin biydk bir kisminin (%99) dolasimdaki proteinlere ve
kan hucrelerine baglanmasi nedeniyle serbest formun net olarak belirlenememesi, (7) kan
ornegi alinan tlpteki aktive olmus trombositler tarafindan salinan AB’nin, hasta érnegine
gecerek sonug de@erlerinde degisiklige yol agmasi, (8) calismalarin biylk bir kisminda,
plazma AP duzeyleri Uzerinde etkili olan yas ve cinsiyet gibi faktorler agisindan AH ve
kontrol gruplari arasinda iyi bir denklik saglanamamis olmasi, (9) AB duzeylerini 6lgmek
amaciyla standardize edilmis bir prosedurin bulunmamasi, (10) kontrol grubunun
olusturulmasi sirasinda AP duizeylerini etkileyen ilaglarin ve hastalik durumlarinin dikkate
alinmamasi, (11) Alzheimer hastalari ile birinci dereceden akrabalik tasiyan saglikh yaslilarin
diger yashlara gore daha yiksek plazma AP dizeylerine sahip olmasi nedeniyle saghkl
kontrollerin secimi sirasinda akrabalik durumunun dislama kriterleri icine alinmamis olmasi,
(12) plazma A duzeylerini inceleyen calismalarin birkag tanesi disinda goreceli olarak az
sayida katilimci igermesi, (13) preanalitik faktorler agisindan (6rneklerin depolanmasi ve

standart Orneklerinin hazirlanmasi gibi) calismalar arasinda farkhiliklarin bulunmasi, (14)
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dolagimdaki AB’nin, karaciger ve bobrekte hizlica temizlenmesi nedeniyle beyindeki artmis
AR diizeylerini iyi bir sekilde yansitamamasi, (15) plazma AP duzeyleri ile kreatinin duzeyleri
arasinda gucli bir korelasyonun bulunmasi nedeniyle gruplarin olusturulmasi sirasinda
kreatinin duizeylerinin dikkate alinmamis olmasi.

Dolasimdaki AR dlzeylerini inceleyen calismalarin ¢ok biyuk bir kisminda (~%85)
calismamizda kullanmis oldugumuz ELISA yonteminin tercih edildigi gortlmektedir. Ancak
bu yontemin disinda Western blot, elektroforetik ayrimlastirma, SELDI-TOF-MS ve INNO-
BIA multiplex assay yontemleri de kullaniimistir. ELISA disindaki diger ydntemlerin
kullanildi§i calismalarda (bir tanesi harig), calismamizdakine benzer sekilde plazma AP
duzeyleri acisindan AH ve kontrol gruplari arasinda anlamli farklihk saptanmamistir (317-
319, 325, 354). AIBL calismasinda ise plazma AB1-40 ve AP1-42 duzeyleri icin ELISA
yontemiyle belirgin farkhlik saptanmamis iken INNO-BIA multiplex assay yonteminin
kullanilchgr élgiimlerde plazma AB1-42’nin AH grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
distik oldugu belirlenmistir (329). AIBL galismasi, 1032 katilimciyla gerceklestirilmis olup
plazma AR dlzeylerini inceleyen en blyik calisma olarak goze carpmaktadir. Bu ¢alismadan
elde edilen bulgular g6z 6niinde bulunduruldugunda, bizimkine benzer sekilde bu ¢alismada
da ELISA yontemiyle yapilan élcimler sonrasinda AB1-40 ve AB1-42 dizeylerinin, AH igin
anlamh bir farklilik tasimadigi belirlenmis fakat ayni kan drneklerinin INNO-BIA multiplex
assay yontemiyle o6lctlmesinde anlamli farklilik saptanmistir (329). Bildigimiz kadariyla
AIBL calismasi disinda yontem karsilastirmasi yapan baska bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
durumda hangi yontemden elde edilen sonuclarin daha dogru oldugu hususu gundeme
gelmekte ve bu duruma aciklik getirmek amaciyla iki yontem arasinda AP diizeyleri agisindan
karsilastirma yapan ileri c¢alismalara ihtiyac duyulmaktadir. INNO-BIA multiplex assay
yontemiyle 6lcim yapilabilmesi icin Luminex XMAP cihazinin kullanilmasinin gerekli
olmasi, bu yonteminin tercih edilmesini buyuk 6lcude kisitlamaktadir. INNO-BIA multiplex
assay yontemiyle AP1-40, APB1-42, APB40 ve AP42’nin hepsi aynl anda analiz
edilebilmektedir. Ayrica analiz asamalarinin biyidk bir kismi Luminex XMAP cihazi
tarafindan gerceklestirildigi icin 6lcim yapan kisiden kaynaklanabilecek olan hatalar en aza
indirilmektedir. Ayrica standart bir metodoloji ve saptama prosediri saglamasi nedeniyle
farkli merkezler arasinda karsilastirma yapilabilmesini mimkin kilmaktadir. Fakat AIBL
calismasinda INNO-BIA multiplex assay yontemiyle elde edilen plazma AB1-40 ve Ap1-42

degerlerinin Perth sehrinde, Melbourne sehrine kiyasla daha dusik duzeylerde oldugu
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belirlenmistir. iki sehir arasinda demografik veriler agisindan belirgin bir farkhlik olmadig
g6z 6ninde bulunduruldugunda, INNO-BIA multiplex assay yontemi agisindan da asiimasi
gereken bazi yontem problemlerinin oldugu goérilmektedir (329). Literatiirde plazma/serum
AP duzeylerini 6lgmeye yonelik standardize edilmis bir yéntem bulunmamaktadir. Bu
nedenle calismalarda elde edilen AB dlizeylerine iliskin konsantrasyon degerlerinin ¢ok fazla
degiskenlik gosterdigi goze carpmaktadir. INNO-BIA multiplex assay yonteminden elde
edilen degerlerin, ELISA yodnteminden elde edilen degerlerden daha yiksek oldugu
gorulmektedir (329). Ayrica serumdan elde edilen dizeyler, plazmaya gore yaklasik iki kat
daha yiksektir (349). AB’nin serumda daha yiiksek diizeylerde saptanmasina agiklama
getirmek amaciyla aktive olmus trombositlerden salinan AB’nin, serum A dizeylerinde
artisa yol actigi ileri surtlmus fakat in vitro calismalarda, trombositlerin aktive edilmesinin
AB duzeylerinde belirgin bir degisiklige yol agmadigi gosterilmistir (333, 355). Bu konuya
iliskin bir diger aciklama ise serum &rneklerinin plazmaya gére daha az immdinglobulin
icermesi nedeniyle antikorlarin maskeleyici etkisinin azalmis olmasi neticesinde ELISA
yontemiyle serum ornekleri icin daha yiksek degerlerin elde edilmesidir (349). AP
duzeylerini, serum ve plazma orneklerinde eszamanli olarak Olcerek karsilastirma yapan
yalnizca bir calisma bulunmaktadir (349). Bu nedenle serum ve plazma o6rneklerinde
saptanmis olan bu farkliigin dogrulanmasi ve sebeplerinin ortaya konmasi acisindan ileri
calismalara ihtiyac¢ duyulmaktadir.

AR duzeylerini degerlendirmek amaciyla ortaya konmus olan ilk ELISA prosedri
1994 yilinda Suzuki ve ekibi tarafindan gelistirilmis olup, kendi drettikleri antikorlari (N-
terminali icin BANS50 ve C-terminali icin BA27/BCO05) kullanarak plazma veya BOS
orneklerinde AP dizeylerini saptayabildiklerini bildirmislerdir (356). Bunun ardindan Mehta
ve ekibi tarafindan peptidin N- (6E10) ve C-terminal (R162/R165) bdlgelerine spesifik
antikorlar gelistirilerek kendi test prosedurlerini bildirmislerdir (352). Daha sonra diger birgok
ekip tarafindan kendi drettikleri ya da ticari firmalardan elde edilmis olan antikorlar
kullanilarak plazma veya BOS 6rneklerinde AB’nin olctlebilmesi saglanmistir. Ticari ELISA
kiti kullaniimadan gerceklestirilmis olan tim bu calismalar, konsantrasyon degerleri acisindan
buyuk farklihk gostermektedir. Ornedin Mehta ve ark.larinin onerdigi prosediirii uygulayan
calismalar arasinda hatta Mehta ve ark.larinin kendi yaptiklari ¢alismalar arasinda bile elde
edilen konsantrasyon degerleri agisindan buyik farklilik bulunmaktadir (329, 336, 352, 357).

Bu calismalar arasinda muhtemelen test asamalarindaki diliisyon tekrar sayisinda ya da
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kullanilan sentetik AP peptidlerde farkliliklarin bulunmasi nedeniyle bu tarz bir
heterojeniteyle karsilasiimaktadir. Plazma/serum AP diizeylerini arastiran calismalarda, dikkat
edilmesi gereken dnemli bir nokta standart olarak kullanilan sentetik AR peptidlerin, yeterli
safliga sahip olup olmadigidir. Klasik saflastirma yonteminde, trifloroasetik asit iceren sivi
asetonitril icinde ters-faz HPLC’nin yardimiyla saflastirma yapilmasi saglanmaktadir. Fakat
AR peptidin, hidrofobik 6zellige sahip olmasi ve artmis agregasyon egilimi tasimasi nedeniyle
klasik yontemle bu peptidlerin basarili bir sekilde saflastiriimasi mimkin olmamaktadir. Bu
nedenle ilk dénem cahsmalarinda kullanilan AP peptidlerin yeterli saflikta olmadigr fakat
ilerleyen donemlerde gelistirilen yontemler sayesinde %95-98 saflikta AB peptid elde
edilebildigi gorilmektedir (144). ilk dénem calismalarda gozlenen celiskili sonuclarda bu
durumun da katkisi bulunuyor olabilir. Calismamizda hasta ve kontrol gruplarindan elde
edilen plazma o6rneklerinin, -80 °C’de depolanmasi saglanmistir. Diger calismalarda da
genellikle bu tarz bir depolama sistemi kullanildigi gorilmektedir. Fakat depolanma zamant,
calismalar arasinda farklilik gosterebilmektedir. Bazi genis kapsamli calismalarda kan
orneklerinin elde edilmesinden sonra goreceli olarak uzun bir depolama ve bekletilme siiresi
sonrasinda AR duzeylerinin Olglldigl bildirilmistir. Bu tarzdaki preanalitik faktérlerin,
sonuclar tzerindeki etkisini ortaya koymaya yonelik olarak elde edilen drneklerin kisa bir
sire icinde calisildigi ya da degisik derecelerde ve farkli sirelerde depolandiktan sonra
degerlendirilmeye alindigi calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Alzheimer hastalarinda dolasimdaki AP seviyelerini degerlendiren kesitsel ¢alismalar,
calisma ve kontrol gruplarinin olusturulmasi acisindan ele alindiginda; calismalarin biyuk bir
kisminda yas ve cinsiyet agisindan istatistiksel olarak anlamlilik gosteren diizeylerde farklilik
oldugu gorilmektedir. Tim calismalarda ortaya konabilmis degilse de bu iki faktériin hem
Alzheimer hastalarinda hem de saglikli yasli bireylerde AP duzeyleri Gizerinde belirgin etkileri
oldugunu gosteren bircok bildiri bulunmaktadir. Yaslanma, AH icin en o6nemli risk
faktorudir. Bu nedenle yas faktorinin, plazma/serum AP dlzeyleri Uzerindeki etkisini
incelemek amaciyla cok sayida ¢alismanin gerceklestirildigi gérulmektedir. Fukumoto ve
ark.larinin ¢alismasinda, bir cok faktoriin (yas, MMSE skoru, egitim diizeyi ve apoE €4
genotipi gibi) plazma AR diizeyleri Uzerindeki etkisi incelenmis ve AH grubu icin AB
dizeyleri Uzerinde etkili olan tek faktorln, yas oldugu ortaya konmustur (330). Mayeux ve
ark.larinin 530 kisi (79 AH ve 451 demans agisindan saglikli yasli birey) kullanarak yaptiklari

calismada, tim bireylerin plazma AP dizeyleri Ol¢ilmus ve yaklasik bes yil sonra bu
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bireylerden 307’sinde (%58) AR duzeyleri tekrar degerlendirildiginde, AB1-40’in belirgin
artis gosterdigi saptanmistir. Saglikh bireyler, bes yillik izlem suresi icinde AH gelisip
gelismemesine gore ikiye ayrildiginda ise AH gelisen kontrol bireylerinde, AP1-42
duzeylerinin 1pg/mL/yil olacak sekilde belirgin dusus egilimi tasidigi belirlenmistir (358). Bu
bulgulara gore herhangi bir arastirma icin kontrol grubu ve AH grubu arasinda bes yillik bir
farkin  bulunmasi durumunda calismaya vyas faktori acisindan yanlilik katilmasi
kacinilmazdir. Bu calismanin yani sira diger ¢calismalarda da 3,5-4,5 senelik izlem siresi
sonunda AH gelisen saglikli bireylerde, AH gelisemeyenlere kiyasla AB1-42 seviyelerinde
anlaml disus ortaya ¢iktigi gosterilmistir (359-361). Hatta 2,5 senelik bir stirecin bile plazma
AB42 seviyelerinde belirgin degisiklige yol acabildigi bildirilmistir (362). Bu calismalardan
elde edilen bulgular g6z ©Onlnde bulunduruldugunda, kontrol grubunun olusturulmasi
sirasinda calismaya alinan saglikli bireylerin ilerleyen dénemde AH’na yakalanip
yakalanmayacagdi Onceden ongorilemeyecedi icin gruplar arasinda yas faktorl acisindan
denklik saglanmasinin gerekliligi aciktir. AH’nda plazma/serum A dizeylerini arastiran ve
calisma gruplari arasinda yas ortalamasi acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
oldugunu bildiren ¢calismalarda, iki grup arasinda en az bes senelik bir yas farkinin (5-16 yil)
oldugu gbze carpmaktadir. Gruplar arasinda yas ortalamalari agisindan anlamli farklilik
olmadigini bildiren calismalar ele alindiginda ise bu galismalarin yaklasik olarak yarisinda,
yas ortalamasi agisindan 4-7 senelik bir fark ile karsilagsilmaktadir. Yas ortalamalari agisindan
g6zlenen bu farkhliklara, cinsiyet oranlarina iliskin farkliliklarin da eklenmesiyle kesitsel
olarak gerceklestirilen calismalarin Ggcte ikisinden fazlasinda, yas ve cinsiyet agisindan gruplar
arasinda homojen bir dagilimin yakalanamadigi gorilmektedir. Bu iki faktoriin AP dizeyleri
Uzerindeki etkisi g6z o©nunde bulunduruldugunda, plazma AP dizeyleriyle iliskili
calismalardan elde edilen verilerin guvenilirligi biylk o6lclide kayba ugramaktadir. Yas ve
cinsiyet faktorinin yani sira Ap’nin dolasimdaki dlzeyleri Gzerinde etkili olan diger bir cok
faktor tanimlanmistir. insiilin, piracetam, vitamin E, ginkgo biloba, PPAR-y agonistleri,
fibratlar ve benzodiazepinler gibi ilaclarin plazma AR duzeylerinde dedisiklige yol agtig
gosterilmistir (300-308). Ayrica plazma/serum AP dizeylerinin, Alzheimer hastalari ile
birinci dereceden akrabalik tasiyan saglikli bireylerde, diger saglikli bireylere gore istatistiksel
olarak anlaml diizeyde daha yuksek oldugu gorilmektedir. Bu durum yalnizca ailesel tip AH
icin gecerli olmayip sporadik Alzheimer hastalarinin birinci derece akrabalarinda da yiiksek
plazma AR seviyeleriyle karsilasiimaktadir (363-365). Bu nedenle kontrol grubuna segilen
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bireylerin, Alzheimer hastalari ile akrabalik tasiyip tasimadiklarinin sorgulanmamasi
durumunda ya da AP dizeyleri Uzerinde etkili olan ilaclari kullananlarin calismadan
dislanmamasi durumunda bu faktorler agisindan calismaya yanlilik katilmasi kaginilmazdir.
Bu faktorlere ek olarak kreatinin duzeyleri ile AB diizeyleri arasinda anlamli korelasyon
oldugunun gosterilmis olmasi nedeniyle bu faktdr agisindan da gruplar arasinda esitlik
saglanmasi ve normal duzeylerden sapmis degerlere sahip bireylerin calismadan dislanmasi
gerekmektedir. Calismamizda tim bu faktérler g6z 6niinde bulundurularak AH ve kontrol
gruplari arasinda iyi bir sekilde denklik saglanmis ve bu sayede elde ettigimiz bulgularin
dogrulugunun arttiriimasina ¢ahsiimistir. Bildigimiz kadariyla literatlirde, tum bu faktorleri
g0z Onlnde bulunduran baska bir ¢alisma bulunmamaktadir. Tum bu faktorleri dikkate almis
olmamiza ragmen AH ve kontrol gruplari arasinda plazma AB1-40 ve AB1-42 dizeyleri
acisindan herhangi bir farklilik saptanmamis olmasi, bu peptidlerin AH tanisinda diyagnostik
bir belirte¢ olarak kullanilamayacaklarini disiindirmektedir.

Calismamiz da dahil olmak tzere plazma/serum AP duzeylerini arastiran ¢alismalarin
yalnizca %40’k kisminda 50 ve (zeri sayida hastanin yer aldigi gérilmektedir. Calismalarin
%60’Inda hasta sayisi 50’den kiglktir. Hasta sayisinin fazla olmasinin, hastaligin daha iyi
yansitilmasi ve calismaya ait yanliliklarin en aza indirilmesi agisindan gerekli oldugu
bilinmektedir. Plazma/serum AR dlzeylerini arastiran ¢alismalarda, AH grubunun en fazla
192 hastadan olustugu gorilmektedir (345). Ayrica 100°den fazla hastaya sahip olan
calismalar, tim calismalarin yalnizca %20’sini olusturmaktadir. Buna ek olarak yuksek hasta
sayisina sahip olan bu calismalarin blylk bir kisminda kontrol grubunda yer alan saglikh
birey sayisinin hasta sayisinin ¢ok altinda oldugu gortlmektedir. Tim bu calismalar g6z
onunde bulunduruldugunda, fazla sayida katilimciyi iceren ve ¢ok merkezli olarak planlanmis
calismalara ihtiyac oldugu gorilmektedir.

AH’nin tanisinda kullanilacak olan ideal bir diagnostik belirtecin, en az %80 duyarlilik
ve %80 6zgullik ile hasta ve saglikli kontrolleri birbirinden ayirt edebilmesi gerekmektedir
(81). AH ve kontrol gruplari arasinda dolasimdaki AB dzeyleri agisindan farkllik saptayan
calismalarin yalnizca iki tanesinde duyarliik ve 6zgillik degerlerinin hesaplandigi
gorilmektedir (864, 870). Diger calismalarda hasta ve saglikli kontroller arasinda AP
duizeyleri agisindan belirgin ¢akismanin gézlenmis olmasi nedeniyle muhtemelen bu tarz bir
hesaplamaya gidilmemistir. Ozgullik ve duyarlilik hesaplamasi yapan bu calismalara
bakildiginda, plazma AB40 konsantrasyonunu ya da AP40/42 oranini kullanmanin yeterli
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duyarlilik ve 6zgullik tasimadigi gorulmektedir (348, 350). AH patogenezinin karmasik
molekiler mekanizmasi g6z o6nunde bulundurularak es zamanli olarak birden fazla
biyokimyasal belirtece bakmanin daha dogru bir tanisal yaklasim olacagi ileri strtlmastar.
AH tanisi icin plazma AP dizeyleri ile diger biyobelirteclerin ikili birlesim seklinde
kullanildigr yalnizca bir calismaya rastlanmaktadir. Ait-ghezala ve ark.larinin gergeklestirdigi
bu calismada, plazma AB40 ile sCD40 seviyeleri es zamanli olarak dl¢ulmis ve tek basina
kullanilmalarina gore birlikte degerlendirilmeleri sonrasinda duyarlihk ve 6zgulluk
degerlerinde belirgin artis yakalanmistir (348). Calismamizda, AH ve kontrol gruplari
arasinda anlamli farklilik saptanmasi durumunda plazma AP ve diger parametreler igin
duyarlilik ve 6zglllik degerlerinin birlikte hesaplanmasi planlanmis fakat iki grup arasinda
APB1-40 ve APB1-42 dlzeylerinin benzer olmasi nedeniyle bu tarz bir hesaplamaya
gidilmemistir.

Tum calismalarda gosterilebilmis degilse de bazi calismalarda, plazma AP ile MMSE
skoru arasinda anlamli korelasyonun oldugu ve hastalik evresindeki (ciddiyetindeki) artisin,
AR dulzeylerinde azalmaya yol actigi belirlenmistir. Bu bulgular g6z 06nunde
bulunduruldugunda, herhangi bir calismada hastalik evreleri acisindan homojenitenin
saglanamamis olmasi durumunda istenmeden de olsa calismaya yanlilik katiimasi
kacinilmazdir. Calismalar arasinda AP dizeyleri agisindan tutarsizlik goézlenmesinde bu
durumun da katkisi bulunuyor olabilir. Ornedin yayinlanan bazi calismalarda sadece erken
evredeki hastalarin calismaya dahil edildigi bildirilmektedir ki bu calismalar ile agirhkli
olarak agir evre hastalari iceren calismalar arasinda AP duzeyleri agisindan belirgin farkhlik
g6zlenmesi olasi bir durumdur (327, 335, 339, 340). Calismalarin buyuk bir kisminda hastalik
evresi agisindan bilgi verilmemis olmasi nedeniyle hastalarin agirlikli olarak hangi evrede
olduklari ya da hastalik evreleri agisindan homojenitenin saglanip saglanamadigina iliskin
dogru bir tespit yapilmasi guclesmektedir. Calismalarda genellikle AH ve kontrol grubuna ait
MMSE skor ortalamalari bildiriliyor olsa da ortalama deQerlere bakarak AH grubundaki
hastalarin agirlikli olarak hangi evrede yer aldiginin kestirilmesi giictiir. Ornegin MMSE
skoru 5, 5, 10 ve 20 olan dort hastanin MMSE skor ortalamasi 10 olarak hesaplanir. Bu
durumda MMSE skoruna goére evreleme (0-9: agir evre, 10-19: orta evre ve 20-26: hafif evre)
yapildiginda, hastalarin genel olarak orta evrede yer aldigi disundlebilir. Fakat gercekte
sadece bir hasta orta evrede iken, iki hasta agir evrede ve bir hasta ise hafif evrede yer
almaktadir. Plazma AR dizeylerinin hastalik evresinden nasil etkilendigini ortaya koymak
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amaciyla ¢alismamizda, AH grubunun hafif, orta ve agir evre olmak Uzere (¢ evreye ayrilmasi
saglanmis ve bu evrelemenin ardindan evreler ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik
saptanmamistir. Ayrica evreler arasindaki karsilastirmalarda da belirgin farklilik olmadigi
gosterilmistir. Calismamiza benzer sekilde hasta grubunu hafif, orta ve agir evre olarak ayiran
yalnizca i¢ calisma bulunmaktadir (338, 342, 348). Baranowska-Bik ve ark.larinin
calismasinda, hem AH ve hem de kontrol grubunda sadece kadin katilimcilar kullanilarak
plazma AB1-42 duzeyleri incelenmistir. Bu calismada, orta ve agir evredeki hastalarin
yetersiz sayida olmasi nedeniyle bu iki evre birlestirilerek tek evre olarak degerlendirilmeye
alinmistir. Boylece AH grubu, erken evre ve orta-agir evre seklinde iki gruba ayrildiktan
sonra saglikli kontroller ile karsilastiriimasi saglanmis ve orta-agir evredeki plazma AB1-42
duzeylerinin kontrol grubundan anlamli olarak daha disik oldugu belirlenmistir (338).
Matsubara ve ark.larinin calismasinda (100 AH ve 241 saglikli kontrol) ise AB42’nin tum
evrelerde kontrol grubuna gore hafif diizeyde yuksek oldugu gosterilmis fakat bu yiiksekligin
istatistiksel olarak anlamlilik tasimadigi bildirilmistir (342). AH grubunda evreleme yapan
son ¢alisma, Xu ve ark.lari tarafindan gerceklestirilmis olup tim evrelerde kontrol grubuna
gore AB40 ve AB42 duzeyleri igin sirasiyla yiksek ve dusuk degerler saptanmig fakat bu
farklilik istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir (348). Calismamizda dahil olmak tzere
plazma AP duzeylerini evreleme yaparak degerlendiren calismalara ait sonuglarin, birbiriyle
tutarsizlik gosterdigi gorulmektedir. Calismamizin, diger u¢ calismaya gore Onemli bir
ustinligd, diger calismalarda evreleme yaparken MMSE skorlari  kullaniimis iken
calismamizda ise kognitif durumu daha iyi yansitan ve daha hassas bir yontem olan CDR’ye
ait skorlar kullaniimistir., MMSE’nin yas, egitim durumu ve cinsiyet gibi faktdrlerden
etkilendigi bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamiza benzer sekilde hastalarin CDR’ye gore
evrelenerek degerlendirildigi daha fazla sayida calismaya ihtiya¢c bulunmaktadir. Bu sayede
hastalarin plazma AB dizeyleri agisindan endofenotip taslyip tasimadiklari diger bir ifadeyle
farkli evrelerdeki hastalar arasinda AB diizeylerinin degisiklik gosterip gostermedigi daha iyi
bir sekilde anlasilabilecektir.

Plazma/serum AR duzeylerinin, hastalik progresyonu icinde degisiklik gosterip
gostermedigi  diger bir ifadeyle hastalik evrelerinden etkilenip etkilenmediginin
anlasiimasinda longitudinal olarak gerceklestirilen ¢alismalar blyuk 6nem tasimaktadir. Ayni
hastalarda belirli bir zaman dilimi sonrasinda plazma AP duzeylerinin tekrar Olgtlmesi,

AB’nin prognostik bir belirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagina iliskin 6nemli veriler
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saglamaktadir. Plazma AP dizeylerinin hastalar arasinda belirgin farklilik gosterdigi g6z
onunde bulunduruldugunda, ayni hastada tekrarlayan élgiimler ile hastalik progresyonunu
degerlendirmenin daha akillica bir yaklasim olacagdi aciktir. Bu konuya iliskin olarak
literatirde yalnizca bir calismaya rastlanmaktadir. Pesaresi ve ark.lari tarafindan
gerceklestirilmis olan bu calismada, 146 hastanin bazal plazma AB42 duzeyleri 6lgtlmus ve
daha sonra bu hastalarin 20’sinde AB42 duzeyi 1,5 sene sonra tekrar degerlendirildiginde,
baslangic degerlerine gore belirgin bir farklilik saptanmamistir (343). Bu calismada izleme
alinmis olan 20 hastanin baslangicta hangi evrede oldugu ve bu hastalarin 1,5 sene sonra
hastalik evresi agisindan degisiklik gosterip gostermediklerine iliskin her hangi bir veri
bulunmamaktadir. Bu calismanin, calisma dizayni ve izleme alinan hasta sayisi agisindan
eksiklikler icermesi nedeniyle ileriye yonelik olarak planlanacak longitudinal calismalara
ihtiya¢ vardir. Bu sayede plazma AP duzeyleri ile hastalik progresyonu arasindaki iliskinin
daha iyi anlasilabilmesi saglanacaktir.

Gunumuzde AH tedavisi icin AchE inhibitorleri yaygin olarak kullanilmaktadir. AchE
inhibitorlerinden biri olan rivastigminin, iki ve dort hafta sireyle uygulandiktan sonra
hastalarin plazma AB42 dizeylerinde belirgin artisa yol actigi gosterilmistir (365, 366).
Ayrica donepezil verilmesinden iki hafta sonra AB40 ve AB42 diizeylerinin azaldigi fakat alti
hafta sonra bu etkinin kayboldugu belirlenmistir (368). Modrego ve ark.larinin ¢alismasinda
ise galantaminin, 6 ay sonra AP duzeylerinde azalmaya yol actigi bildirilmistir (369).
Calismamizda bu g grup ilaci alan hastalar arasinda plazma A dizeyleri agisindan anlam li
bir farklilik saptanmamistir. Calismaya aldigimiz hastalarin, en az 6 ay slreyle poliklinik
takipleri yapilmasi nedeniyle bu g ilacin 6 ay veya daha uzun siirede AB 1-40 ve AB1-42
dizeylerinde degisiklik olusturmadigi gortlmektedir. Calismamizda bu g ilag arasindan
galantaminin daha az kullanildigi géze carpsa da ila¢ alan gruplar arasinda hastalik ciddiyeti
ve demografik veriler agisindan farklilik bulunmamasi nedeniyle bu ilaglarin, plazma AP
dizeyleri Gzerindeki etkisi hakkinda fikir sahibi olunabilmistir. Yine de AH grubunun ilag
kullanimi agisindan G¢ gruba ayrilmasi sonrasinda her gruptaki hasta sayisinin anlamli olarak
azaldigi g6z oniinde bulunduruldugunda elde ettigimiz bulgunun dogrulugu, daha fazla sayida
hasta iceren calismalarla dogrulanmalidir.

Orta ve ileri yaslarda ylksek serum kolesterol diizeylerine sahip olmanin, AH gelisme
riskini arttirdigina dair bazi bildiriler bulunmaktadir. Fakat kolesterol ile AH riski arasindaki

iliski tim calismalarda ortaya konabilmis degildir (370-373). Ayni sekilde Alzheimer
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hastalarinin, yiksek serum kolesterol diizeylerine sahip oldugunu gosteren calismalar oldugu
gibi dustk ya da degismeyen seviyeler bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir. Calismamizda
serum total kolesterol (TK), HDL kolesterol, LDL kolesterol dizeyleri Alzheimer
hastalarinda kontrollere gore anlaml derecede yiksek bulunmusken, trigliserid (TG)
dizeylerinin her iki grupta da benzer dulzeylerde oldugu saptanmistir. Corzo ve ark.larinin
calismasinda, bizdekine benzer sekilde TK ve LDL dizeyleri AH grubunda kontrol grubuna
gore daha yuksek bulunmus ancak bizden farkli olarak HDL diizeyleri agisindan gruplar
arasinda herhangi bir farklilik saptanmamistir (323). Bu calismay1 destekler sekilde AIBL
calismasinda da HDL duzeylerinin AH ve kontrol gruplari arasinda farklihk gostermedigi
bildirilmistir (329). Ulkemizde 1251 katilimciyla gercgeklestirilen bir calismada, Alzheimer
hastalarinin ve normal kognitif fonksiyonlu bireylerin serum TG, TK, HDL ve LDL dizeyleri
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamh bir fark bulunmamistir (28). Razay ve
Vreugdenhil’in galismasinda, TG duzeylerinin Alzheimer hastalarinda kontrollere gore daha
yiksek ve HDL dizeylerinin daha distk oldugu belirlenmistir (374). Hall ve ark.larinin
calismasinda, kontrol grubu (n=1046) ile oldukc¢a az sayida hasta iceren AH grubu (n=29)
arasinda HDL acisindan anlamh bir fark bulunmamistir (375). Alzheimer hastalarinda
kolesterol duzeylerini arastiran kesitsel galismalarda, hiperlipidemi tanisi almis olan hasta
sayisina iliskin herhangi bir verinin bulunmadi§i géze carpmaktadir. Ayrica bu hastalarin
statin tedavisi alip almadi§i ya da statin tedavisiyle kolesterol diizeylerinin ne oranda regiile
edildigine dair bilgi verilmemektedir. Calismalar arasinda gozlenen geliskili sonuglarin nedeni
gruplar arasinda karsilastirma yapilirken bu durumun dikkate alinmamis olmasi olabilir.
Calismamizda hiperlipidemi tanisi almis olan katilimeci sayisinin, AH grubunda kontrol
grubuna gore yaklasik iki kat fazla sayida oldugu gorilmektedir. Ancak Alzheimer
hastalarinda saptamis oldugumuz yiksek Kkolesterol dizeylerinde bu durumun etkisi
bulunmamaktadir. Calismamizda hem AH hem de kontrol grubundaki hiperlipidemik
hastalarin hepsinin statin tedavisi aldigi ve biyuk bir kisminda kolesterol diizeylerinin regile
seyrettigi belirlenmistir. Ayrica hiperlipidemi tanisi alan hastalar devre disi birakilarak gruplar
arasinda tekrar karsilastirma yaptigimizda AH grubunda kolesterol diizeylerinin hala yiksek
olduu gozlenmistir. in vitro cahismalar neticesinde HDL’nin, AR’nin dolasimdaki
tasinmasinda etkin rol oynagina iliskin ipuclari elde edilmistir (376, 377). Calismamizda
Alzheimer hastalarinda saptamis oldugumuz yliksek HDL kolesterol diizeyleri, bu ¢alismalari

destekler nitelikte olup muhtemelen AR’ya karsi koruyucu bir mekanizma olarak HDL
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duzeylerinde artis gerceklesmekte ve bu sayede dolasimdaki serbest AB’nin azaltiimasi
sonucunda beyne geri tasinmasinin éniine gecilmektedir.

Kolesterol ylksekliginin, AH patogenezinde énemli rol oynadigini gésteren calismalar
bulunmaktadir. Hucre kaltart calismalarinda, kolesterol yiksekliginin a-sekretaz aktivitesini
belirgin olarak azalttigi, B- ya da y-sekretaz aktivitesini ise tam tersi olarak arttirdigi ve bu
sayede AP Uretiminde artisa yol actigi gosterilmistir (136, 137, 138). Dort ve sekiz hafta
streyle yiiksek kolesterollii diyetle beslenen tavsanlarda, AR Gretimi ve birikiminin artmis
oldugu belirlenmistir (378, 379). Ayrica kolesterolle beslenen tavsanlarin hipokampuslarinda
B-sekretaz aktivitesinde artis oldugu rapor edilmistir (380). Bunlara ek olarak diyetle
hiperkolesterolemi olusturulan APP transgenik farelerde, hiperkolesterolemik olmayan
farelere gore beyindeki AB birikiminde belirgin artis tespit edilmistir (381). Calismamizda
AH grubundaki hastalarin rutin biyokimya sonuclarina gore hiperkolesterolemik olanlar ve
olmayanlar seklinde ikiye ayrilmasi sadlandiktan sonra plazma AP1-40 ve Ap1-42
duzeylerinin karsilastirilmasi yapiimis ve gruplar arasinda belirgin farklihk saptanmamistir.
Ayrica TK, LDL, HDL ve TG dizeyleri ile AB dizeyleri arasinda herhangi bir iligki
saptanmamistir. Calismamizdan elde edilen bu bulgular g6z ©éninde bulunduruldugunda,
hayvanlardan farkl olarak insanlarda hiperkolesterolemi sonucunda beyindeki AR dzeyleri
tizerinde herhangi bir degisikligin ortaya cikmadigi dustintlebilir. Ancak plazma AB1-40 ve
AB1-42 duzeylerinin, beyindeki AB1-40 ve AB1-42 dizeylerini iyi bir sekilde yansitamiyor
olmasi sonucunda bdyle bir bulgu elde etmis olmamiz da olasidir. Bu konunun aydinlatiimasi
icin daha fazla sayida calismaya gerek oldugunu distinmekteyiz. Calismamizda AH
grubundaki katilimcilarin, statin kullananlar ve kullanmayanlar seklinde ikiye ayrilarak analiz
edilmesi saglanmis ve diger calismalarla uyumlu olarak statin kullaniminin plazma Ap1-40 ve
APB1-42 diizeyleri Uzerinde belirgin bir etkisinin olmadigi géralmustur.

Bilissel becerileri yaslarina gore beklenenden daha kétl olan, ancak yine de genel
olarak bakildiginda kendini iyi idare eden ve demansi olmayan hastalarla karsilasmak olasidir.
Bu nedenle son yillardaki arastirmalarin ¢ogu “hafif kognitif bozukluk (HKB)” olarak
adlandirilan bu gri alanda yogunlasmistir (382). 3-8 yillik takip sonrasinda HKB olgularinin
yaklasik %70’inde AH gelistigi gortilmektedir (383). Saghkli bireylerde HKB’a dénusimin
tahmin edilmesinde plazma AP40 ya da AB42/AB40 oranini kullanmanin yararli oldugu
gosterilmistir (384, 385). Fakat HKB’tan AH’na dontsimin belirlenmesinde plazma AP

duzeylerini kullanmanin yarar saglamadigi bildirilmistir (386).
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AB’nin hidrofobik 6zellige sahip olmasi nedeniyle sivi ortam igindeyken agregasyon
egilimi gosterdigi bilinmektedir. Ayrica proteinlerle ve hiicre membranindaki lipidlerle
etkilesime girebildigi gosterilmistir. Plazmada bulunan AB’nin yalnizca %1-5’lik kismi
serbest formda olup geri kalan %95-99’luk kismi plazma proteinleri ya da dolasimdaki
hiicrelere bagh haldedir (376, 387). AR’y baglayan birgok plazma proteini bildirilmistir
(387). AB’nin tasinmasindan sorumlu esas plazma proteini heniiz net bir sekilde ortaya
konabilmis degildir. Biere ve ark.larinin calismasinda radyoisaretli AB1-40 ve AP1-42
peptidlerinin saglikli bireylerden elde edilen plazmalara uygulanmasi saglanmis ve isaretli
APR’larin %90 albumine ve %5 apolipoproteinlere baglandi§i  gosterilmistir. Ayrica ayni
calismada HDL nin, LDL ve VLDL’ye gore daha fazla (HDL>LDL>VLDL) AB bagladigi
belirlenmistir. Bunlara ek olarak AB1-40 ve AB1-42’nin albumine olan afinitesinin benzerlik
gosterdigi ortaya konmustur (376). Koudinov ve ark.larinin in vitro olarak gerceklestirdikleri
calismada ise AP’nin baslhica HDL ile tasindigi fakat LDL ve VLDL’ye baglanmadigi
saptanmistir (377). Sagare ve ark.larinin calismasinda, plazmadaki AB’yr baglayan esas
proteinin, SLRP oldugu gosterilmistir. AB40’In %70’i ve AB42’nin ise %90’InIn bu proteine
bagl halde oldugu ileri surulmustir (11). Matsubara ve ark.larinin ¢alismasinda albumin ve
sLRP’den farkli olarak plazmadaki esas AB tastyicisinin lipidden zengin lipoproteinler oldugu
gosterilmistir (342). Bu calismada plazmada bulunan lipoproteinler uzaklastirilarak AP
dizeylerinin  6lculmesi  saglanmistir.  Sonu¢ olarak lipoprotein icermeyen plazma
orneklerindeki AP duzeylerinin, lipoprotein iceren dogal plazmaya gore %90 oraninda
azaldigi belirlenmis ve bulgulardan yola c¢ikilarak plazmadaki esas AP tastyicisinin
lipoproteinler oldugu ileri surtlmustur. Ayrica ayni calismada, lipoprotein igermeyen
plazmalar kullanilarak AH ve kontrol gruplari arasinda AP duzeyleri agisindan karsilastirma
yapiimis ve AH grubunda serbest AB42’nin belirgin sekilde yiksek oldugu gosterilmistir
(342). Proteinlerin yani sira kan hiicrelerinin de AB tasinmasi agisindan 6nemli oldugunu
gosteren bildiriler bulunmaktadir (387, 388). Kuo ve ark.larinin calismasinda, saglikli
bireylerden elde edilmis eritrositler, ©nce yikanmis ve daha sonra PBS ile dilue edilerek
degisik Htc seviyelerine (%10-50) ulasilmistir. Daha sonra disardan AB40 ve AP42
uygulanarak eritrositlerin AB ile inkube edilmesi saglanmis ve ortam sivisindaki serbest AR
dizeyleri olculmustur. Htc dizeylerindeki artisin serbest AP dizeylerinde belirgin azalmaya
yol actigi gosterilmis ve bunun (zerine dolasimdaki AB’yr baglayan 6nemli yapilardan

birisinin, eritrosit membrani oldugu ileri surtlmustir (387). Eritrosit membraninin lipidden
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zengin icerige sahip olmasi, muhtemelen hidrofobik AR peptidler icin iyi bir kagis platformu
olusturmaktadir. Ditto ve ark.arinin calismasinda, saglikh bireylerden alinan kan
orneklerinden, plazma ve hiicre pelleti elde edilmistir. Daha sonra plazma ve pelletdeki AB1-
42 iceriginin ELISA yontemiyle olculmesi saglandiginda AB1-42°nin %40°inin  hiicre
pelletinde yer aldigi gosterilmistir (388). Bu calismadan elde edilen bulgulara gore eritrositin
yani sira trombosit ve lokositin de dahil oldugu tim kan hicrelerinin, AB1-42’nin
tasinmasinda etkin rol oynadigi anlasiimaktadir. Calismamizda bu durum gbéz Onilinde
bulundurularak AH ve kontrol gruplari arasinda eritrosit, 16kosit ve trombosit sayilari
acisindan gruplar arasinda iyi bir sekilde denklik olusmasi saglanmistir.

Alzheimer hastaliginda plazma AP dizeylerini arastiran calismalarda AB peptid
duzeylerinin yas, cinsiyet, MMSE, kreatinin, kolesterol seviyeleri ve diger biyobelirtecler ile
iliskisi de arastiriimistir. Calismalarin bir kisminda yas ve cinsiyet ile plazma/serum AB1-
40/42 ya da AP40/42 duzeyleri arasinda anlamli korelasyon saptanmisken, digerlerinde
korelasyon saptanmadigi bildirilmistir. Calismamizda cinsiyet ile plazma AB1-40 ve AB1-42
duzeyleri arasinda her hangi bir korelasyon belirlenmemis ayrica her grup kendi icinde kadin
ve erkek seklinde ikiye ayrildiginda AR duzeylerinin cinsiyetler arasinda farklilik
gostermedigi  gortlmastur. Calismamizdan farkli olarak Fukumoto ve ark.larinin
calismasinda, saghkl kontrollerde kadinlarin erkeklere gore daha yiiksek plazma AP40
diizeylerine sahip oldudu gosterilmistir (330). Calismamizdaki yas ile AP diizeyleri arasindaki
korelasyon degerlendirmelerinde AH grubunda yasin, AB1-42 ile pozitif yonde korelasyon
gosterdigi saptanmistir. Fakat bu iliski kontrol grubunda belirlenememistir. Bu durumda
Alzheimer hastalarinda yasla birlikte AB1-42 dizeylerinde artis gerceklestigi gortilmektedir.
Fukumoto ve ark.larinin ¢alismasinda ise yasin, hem AH hem de kontrol grubunda Ap40 ve
APB42 duzeyleriyle pozitif yonde korelasyon gosterdigi saptanmistir (330). MMSE ile AB
duzeyleri arasindaki iliski degerlendiren calismalar arasinda da farkliliklar gézlenmektedir.
MMSE ile plazma AP duzeyleri arasinda anlamli iliski oldugunu gosteren calismalar oldugu
gibi calismamiza benzer sekilde herhangi bir iliski saptanmamis olan calismalar da
bulunmaktadir. Fakat calismalarin biyik bir kisminda, MMSE ile AP arasinda iliskinin
belirlenmemis olmasi plazma AP dizeylerinin hastalik progresyonunu izlemede yararli bir
biyobelirtec olamayacagina isaret etmektedir. Fakat ayni bireylerin uzun sireli olarak takip
edildigi longitudinal tip calismalar, AB dlzeyleri ile hastalik ciddiyeti arasindaki iligki

hakkinda daha net bilgi verecegini diisinmekteyiz.
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Calismamiz sayesinde ilk defa AP1-40 duzeyleri ile eritrosit sayisi, Hb ve Hct
dizeyleri arasindaki iliski arastiriimis olup bu iliskinin sadece saglikli kontrollerde bulundugu
gosterilmistir. Boylece Alzheimer hastalarindan farkl olarak saglikli yaslilarda, AB1-40’in
tasinmasinda eritrositlerin 6nemli rol oynadigina iliskin ipucu elde edilmistir. Calismamizda
AP1-42 dizeyleri ile BUN ve kreatinin seviyeleri arasinda anlamli bir iliski saptanmis ve
AB1-42’nin temizlenmesinde bobreklerin 6nemli rol oynadigi anlasiimistir. Bdbreklerden
etkin bir sekilde temizlenemeyen serbest AB1-42’nin, KBB’ndeki RAGE araciligiyla beyne
geri tasinmasi muhtemelen hastalik stirecini daha da kotllestirecektir. Calismamiza benzer
sekilde diger bir ¢ok calismada da hem AH hem de sadlikh kontroller agisindan plazma AB1-
42 ve AP42 dizeyleri ile kreatinin dizeyleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon
belirlenmistir (12, 363). Bildigimiz kadariyla calismamiz KC fonksiyon testleri ile plazma AP
duzeyleri arasindaki iliskiyi arastiran ilk calismadir. Calismamizda ilging olarak KC
fonksiyon testleri ile plazma A duzeyleri arasinda anlaml bir korelasyon belirlenmemistir.
Dolasimdaki AB’nin hepatositler tarafindan temizlenmesinde LRP reseptorlerinin aracilik
ettigi  dusuntlmektedir (169). Calismamizdan elde edilen bulgulara gore AP’nin
temizlenmesinde, hepatositlerin genel olarak fonksiyon gdérmelerinden ziyade hepatosit
membranindaki LRP dlzeylerinin daha belirleyici oldugu anlasilmistir. Alzheimer hastalari
ve saglikh kontrollerden elde edilecek olan KC dokularinda, LRP ekspresyon dizeylerinin
ortaya konmasi bu durumun daha iyi anlasiimasini saglayacaktir.

Gunumuzde yaygin olarak kabul géren gorise gore AH’nin patogenezinden sorumlu
olan asil AB formlari oligomerlerdir (344). Amiloid plak sayisi ile hastalifin ciddiyeti
arasinda korelasyonun saptanamamis olmasi ve monomer formlarin direkt olarak sitotoksik
etkiye sahip olmamasi bu varsayimi destekler niteliktedir. Hayvan ¢alismalari ve postmortem
beyin analizleri sayesinde AB oligomerlerinin, hastalik patofizyolojisindeki 6nemi daha iyi
anlastimistir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde AP oligomer seviyelerinin belirgin olarak
artmis oldugu gorilmektedir (165, 166). Calismamizda AB1-40 ve AB1-42 diizeylerinin yani
sira plazmadaki AB oligomer (ABO) duzeyleri de arastirllmis ve AH grubunda, saglik
kontrollere gore istatistiksel olarak anlamlilik gostermeyen diizeylerde disukliuk saptanmistir.
Ayrica ABO seviyeleri hafif evreden agir evreye dogru kademeli sekilde disis gostermis ve
agir evrede, saglikli kontrollere gore belirgin olarak dustk seviyelere ulasmistir. Bu durumda
ABO’lerin hastaligin 6zellikle agir evresinin taninmasinda kullanilabilecek bir biyobelirteg

oldugu fakat hastalari erken evrelerde tanityamamasi nedeniyle ideal bir belirtegte bulunmasi
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gereken sartlari yerine getiremedigi gorulmektedir. Calismamiz disinda Alzheimer
hastalarinda dolasimdaki AB oligomer diizeylerini arastiran yalnizca bir c¢alisma
bulunmaktadir (344). Xia ve ark.lari tarafindan 2009 yilinda gerceklestirilen bu calismada,
bizdekine benzer sekilde sandvi¢c ELISA yontemi kullanilarak plazma ABO dizeyleri
belirlenmis ve bizden farkli olarak AH grubunda AP oligomerlerin artmis duzeyde oldugu
bildirilmistir. Ayrica AB1-42 dizeylerinde disls saptamalari nedeniyle bu oligomerlerin,
APB1-42 kaynakh olabileceklerini ileri sirmislerdir (344). Xia ve ark.larinin ¢alismasinda,
kontrol ve AH gruplarinin sirasiyla 10 ve 36 kisiden olustugu gorulmekte fakat konrol
grubundaki yedi kisi ve AH grubundaki 17 kiside oligomer dizeylerinin saptama sinirinin
altinda kalmasi nedeniyle degerlendirilmeye alinmadiklari gorilmektedir. Sonug olarak
toplam 22 Kkisiyle gerceklestirilen bu calisma, bizim calismamizdaki toplam 100 Kkisilik
sayinin oldukca altinda kalmistir. Calismamizda Xia ve ark.larindan farkli olarak ELISA Kiti
kullanildigi icin drneklerin hic birisinde saptama problemi yasanmamistir. Xia ve ark.larinin
calismasinda yer alan saghkli kontrollerin bizdekilere gdre belirgin olarak daha az yasl
olduklar gérilmektedir. iki calisma arasinda hastalik evreleri ve yas faktorii acisindan
farkhihklarin -~ bulunmasinin, c¢alismalar arasindaki tutarsizlikta etkili olabilecegini
distinmekteyiz. Kullanmis oldugumuz ELISA ydntemi, teorik olarak dimer formlari
saptamaya yoOnelik olarak dizayn edilmis olsa da Xia ve ark.larina gore dimerlerin yani sira
dustik molekdl agirlikli diger oligomerlerin (trimer, tetramer, pentamer, heksamer gibi) de
saptanabilmesi muamkindir (344). Alzheimer hastalarinin beyinlerinde dusik molekdl
agirhkli oligomerlerin artmis duzeylerde oldugu goésterilmistir. Calismamizda ise bu oligomer
formlarinin distuk dizeyde saptanmis olmasi, beyinden kana dogru efektif bir sekilde
tasinamadiklarini gostermektedir. AH’nda KBB’deki LRP dizeylerinde belirgin azalma
ortaya ¢iktigi bilinmektedir (170). Hastalik neticesinde KBB’deki LRP diizeylerinin azalmasi
muhtemelen oligomer formlarin sistemik dolasima dogru efektif bir sekilde tasinmasini
engellemekte ve bunun neticesinde beyindeki oligomer duzeylerinde artis gercekleserek
patofizyolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. AB monomerlerinin, sivi
ortam icindeyken bir araya geldikleri ve C-terminal bolgeleri i¢ tarafta kalacak sekilde
oligomer formlar olusturdugu bilinmektedir. Boylece monomerlere gore daha stabil yapilar
ortaya cikmaktadir. Plazmada bulunan monomerler, agirlikli olarak proteinler ve kan
hlcreleriyle tasinmakta iken oligomerler, daha stabil yapilar olmalari nedeniyle muhtemelen

agirhkli olarak dolasimda tek basina bulunmakta ve sonu¢ olarak KC’deki LRP reseptorleri
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vasitasiyla dolasimdan temizlenmektedir. Bu sayede oligomer formlarin, ELISA yontemiyle
daha iyi saptandiklari ve hastaligin taninmasinda daha basarili olduklari gortlmektedir.
HKB’lu hastalarda gerceklestirilecek calismalar sayesinde plazma oligomer dizeylerini
6lcmenin, Alzheimer hastaliginin en erken evresi olan HKB’da tanisal agidan yarar saglayip
saglamadigi ortaya konabilecektir. BOS sivisinda AR oligomerlerini degerlendiren bir
calismanin bulunmamasi nedeniyle plazma ve BOS sivilarinda es zamanli olarak oligomer
seviyelerini 6lcecek olan ¢calismalar ile plazma oligomer duizeylerinin beyindeki degisikligi ne

derece yansitabildigi daha iyi anlasilabilecektir.

5.2. Serum sRAGE ve esRAGE bulgularinin degerlendirilmesi

Ailesel AH’nda artmis AR Uretimi sonucunda beyindeki artmis AP dlzeyleriyle
karsilasiimaktadir. Fakat sporadik AH’nda da AP uUretiminde artis gerceklesip
gerceklesmedigine iliskin direkt kanitlar bulunmamaktadir (20). Bircok arastirmaciya gore
sporadik AH’ndan sorumlu olan esas mekanizma AR yikimindaki ya da beyinden dolasima
dogru olan temizlenmesindeki bozulmadir. AB’nin KBB uzerindeki iki tasiyicisindan biri olan
RAGE, ApR’y! dolasimdan beyne dogru tasimaktadir (184). RAGE’nin en ¢ok saptanan
varyanti olan ve alternatif splicing ile sentezlenen esRAGE, transmembran parca ve
sitoplazmik kuyruga sahip degildir. Bu durum esRAGE’nin ekstraseliler araliga salinmasina
neden olur (196). Hiicre membraninda yer alan metalloproteinazlarin, membrana yakin bir
noktadan RAGE’nin ekstraseliler bolgesini kesmesi ve kesilen bu parcanin sitoplazmaya
salinmas! sonucunda tRAGE (truncated RAGE) uretilmektedir (221). t-RAGE, esRAGE’yle
birlikte total ¢6zunebilir RAGE (SRAGE) havuzunu olusturmaktadir (219). KBB’nde yer alan
RAGE, AP’y beyne dogru tasimasi nedeniyle hastalik patogenezine katkida bulunurken
SRAGE, tuzak reseptdr olarak islev gérmekte ve bu sayede dolasimdaki serbest AB’yi
baglayarak hastaliga karsi koruyucu bir mekanizma olusturmaktadir. AH modeli olusturulan
hayvanlarda sistemik dolasima SRAGE uygulanmasinin, beyindeki AB diizeylerini azalttig ve
hafiza performanslarini arttirdigr tespit edilmistir (252). Hayvanlar (zerinde yapilan
calismalarda sRAGE’nin KBB’ni gecemedigi gosterilmis ve muhtemelen insanlarda da
benzer sekilde SRAGE’nin yalnizca dolasimda aktif rol oynadigi éne strtlmustir. AH’nda
KBB’deki endotel hiicrelerinde RAGE ekspresyon diizeylerinin belirgin sekilde artmis oldugu
gosterilmistir (252, 255).Calismamizda KBB endotelinde gézlenen RAGE ekspresyon
artisinin, dolasimdaki SRAGE seviyeleri Uzerinden degerlendirilmesi amaglandi. Beyinde
uretilen sSRAGE’nin KBB’ni gegcememesi nedeniyle dolasimdaki sRAGE duzeyleri,
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muhtemelen periferik dokulardan ve baslica KBB olmak (izere endotel hucrelerinden
kaynaklanmaktadir. Serum sRAGE duzeylerinin AH tanisinda ne derece yararli oldugunu
ortaya koymaya yonelik olarak literatiirde yalnizca U¢ ¢alisma bulunmaktadir (391-393).
Emanuele ve ark.larinin ¢alismasinda, saglikli kontrollere gére Alzheimer hastalarinda serum
SRAGE duzeylerinin belirgin olarak azaldigi gosterilmistir (391). Yine ayni ekip tarafindan
yapilan bir baska calismada bu sefer AH, HKB ve kontrol gruplari arasinda karsilastirma
yapiimis ve oOnceki calismaya benzer sekilde AH grubunda, serum sRAGE dizeylerinin
belirgin olarak disuk oldugu belirlenmistir. Ayrica HKB’lu hastalarda SRAGE seviyelerinin
kontrol grubundan daha dusik oldugu fakat AH grubundakiler kadar dislk seviyelere
inmedigi tespit edilmistir (392). Hernanz ve ark.larinin ¢calismasinda ise AH, HKB ve kontrol
gruplari arasinda sSRAGE diizeyleri agisindan herhangi bir farklilik bulunmamistir (393).
Calismamizda, Hernanz ve ark.larinin calismasina benzer sekilde AH ve kontrol gruplari
arasinda serum sRAGE duzeyleri agisindan anlamli bir farklilik saptanmamis fakat AH grubu
evrelere ayrilarak degerlendirildiginde agir evrede, kontrollere ve diger iki evreye gore
SRAGE dizeylerinin daha distk oldugu belirlenmistir. KBB’deki artmis RAGE diizeylerine
karsin SRAGE duzeylerinde ortaya ¢ikan azalmada, SRAGE’nin olusumunda rol oynayan
ADAM-10 ya da MMP-9’un ekspresyon seviyelerindeki olasi bir azalmanin etkili
olabilecegini disinmekteyiz. Literatirde bu iki enzimin KBB’deki ekspresyon duzeylerini
arastiran herhangi bir ¢alismanin bulunmamasi nedeniyle bu konunun daha iyi anlagiimasi
icin AH modeli olusturulan hayvanlarda ya da postmortem olarak Alzheimer hastalarindan
elde edilen beyinlerde immunohistokimyasal olarak yapilacak calismalara ihtiya¢ oldugu
gorilmektedir. Diger Ug¢ calismada da bizdekine benzer sekilde ayni ELISA kiti kullaniimis ve
serum ornekleri kullaniimistir. Calismamizdaki saglikli kontrollere ait SRAGE konsantrasyon
degerleri ile Emanuele ve ark.larinin iki calismasindaki deQerler arasinda benzerlik
bulunmakta fakat Hernanz ve ark.larinin bildirdigi degerlerden daha disik diizeylerde kaldigi
gorilmektedir (391-393). Diger U¢ calismada, hastalarin agirlikli olarak hangi evrede yer
aldiklari ya da evreler agisindan homojenite saglanip saglanmadigi bildirilmemektedir.
Calismamizda diger calismalardan farkli olarak SRAGE duzeylerinin, hastalik evrelerinde
degerlendirilmesi saglanmis ve sSRAGE dizeylerinin hastalik progresyonundan etkilendigi
gosterilmistir. Emanuele ve ark.larinin iki calismasinda da AH ve kontrol grubundaki
katihmcilarin bizdekilerden daha geng yasta olduklari goriilmekte fakat SRAGE seviyelerinin,

tim calismalarda yas ile korelasyon géstermemis olmasi nedeniyle yas agisindan gézlenen bu
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farkliligin sonuglar arasindaki tutarsizlikta etkili olmadigini disinmekteyiz. Emanuele ve
ark.larinin bildirdiklerine benzer sekilde ¢alismamizda da serum SRAGE duzeyleri ile MMSE
arasinda pozitif yonde korelasyon belirlenmistir (391, 392). Bu durumda hastalik
ciddiyetindeki artis sonucunda her iki calismada da SRAGE seviyelerinde disls ortaya ¢iktigi
gorilmektedir. Ghidoni ve ark.larinin g¢alismasinda, muhtemelen bizdekilerden daha fazla
sayida agir evre Alzheimer hastanin bulunmasi nedeniyle serum sSRAGE diizeyleri agisindan
farklhihk ortaya ¢ikmaktadir. Hernanz ve ark.larinin calismasinda ise bizdekine benzer bir
hasta grubunun bulundugu dustnulebilir. Bu calismalardan elde edilen deneyimler, serum
SRAGE duzeylerini hastalik evrelemesi yaptiktan sonra degerlendirmenin, calisma
sonuglarinin daha iyi yorumlanmasi agisindan blyik 6nem tasidigini gostermektedir. SRAGE
duzeylerinin hastalik progresyonuna bagli olarak dists gostermesi, SRAGE’ye ait koruyucu
etkilerin hastaligin ilerleyen donemlerinde ortadan kalktigini gostermektedir. Calismamiza
benzer sekilde hastalik evreleri dikkate alinarak dizayn edilecek calismalar sayesinde, serum
SRAGE dizeylerini kullanmanin Ghidoni ve ark.larinin ileri strdigu sekilde gercekten de
tanisal bir deQer tasiyip tasimadigi daha iyi anlasilabilecektir. Calismamizda sRAGE
dizeyleri ile AP1-42 diizeyleri arasinda hem AH hem de kontrol grubunda pozitif yonde
korelasyon saptanmis olmasi, artmis AB1-42 duzeylerine karsi SRAGE’nin koruyucu bir
mekanizma sagladigini distndirmektedir. Boylece AB1-42’nin beyine dogru tekrar geri
tasinmasinin 6nune gegilerek KC tarafindan temizlenmesi saglaniyor olabilir. SRAGE’den
farkl olarak hicreler tarafindan endojen olarak sentezlenen esRAGE, bir diger ¢ozinebilir
RAGE formunu olusturmaktadir (196). Bildigimiz kadariyla calismamiz, Alzheimer
hastalarinda serum esRAGE dizeylerini arastiran ilk ¢alisma olma 6zelligini tagimaktadir.
Calismamizda sSRAGE’ye benzer sekilde esRAGE duzeyleri agisindan da AH ve kontrol
gruplari arasinda belirgin farklilik saptanmamistir. Ancak hastalik evresi ilerledikce esSRAGE
duzeylerinde azalmanin ortaya ciktigi belirlenmistir. Bu durumda agir evredeki hastalarda,
SRAGE’nin yani sira esSRAGE’ye ait koruyucu etkinin de ortadan kalktigi gortlmektedir.
Gunimuzde KBB’deki AB-RAGE etkilesimini engellemeye yonelik ya da direkt olarak
SRAGE’nin uygulanmasina yonelik tedavi modelleri gelistirilmeye calisiimaktadir (280). Bu
tdr tedavi rejimlerinin uygulanmasiyla RAGE’nin zararli etkilerine karsi hastalarin korunmasi
saglanabilir. Saghkli bireyler ya da koroner kalp hastalarinda yapilmis calismalarda,
esSRAGE/sRAGE oranina iliskin olarak 1/4 ya da 1/5 gibi oranlar bildirilmistir (196, 394).
Fakat bu calismalarin hi¢ birinde es zamanli olarak SRAGE ve esRAGE’nin 6lcilmedigi
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gorilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda, bu konuya yonelik olarak daha dogru veri elde
edilmesi saglanmistir. Elde ettigimiz bulgulara gére hem Alzheimer hastalari hem de saglikli
kontrollerde esRAGE/sRAGE oraninin 1/3 seklinde oldugu goérilmektedir. Bu bulgulara gore
agir evre Alzheimer hastalarindaki SRAGE dizeylerinde ortaya ¢ikan dislste hem MMP-
9/ADAM-10 enzim aktivitesindeki hem de esRAGE ekspresyon duizeylerindeki azalmanin
etkili oldugunu disunmekteyiz. Bu durumla uyumlu olarak calismamizdaki korelasyon
analizlerinde sRAGE ve esRAGE duzeyleri arasinda gucli bir korelasyonun varligi goze

carpmaktadir.

5.3. Serum sLRP bulgularinin degerlendirilmesi

AB’nin KBB Uzerindeki bir diger tasiyicisi olan LRP, RAGE’nin tam tersi olarak
AB’nin beyinden kana dogru temizlenmesini saglamaktadir (184). Alzheimer hastalarinda
RAGE’nin tam tersi olarak LRP dizeylerinde dusis ortaya ¢ikmaktadir (281). Bu durum
AB’nin beyinden dolasima dogru atiimasini engelleyerek hastalik patogenezine belirgin
katkida bulunmaktadir. AH modeli olusturulan hayvanlarda sistemik dolasima SLRP
uygulanmasinin, sSRAGE’ye benzer sekilde beyindeki AP diizeylerini azalttigi ve hafiza
performanslarini arttirdigi tespit edilmistir. (170) Ayrica yine SRAGE’ye benzer sekilde
sLRP’nin de KBB’ni gecemedigi gosterilmistir (11). Bu durumda ¢alismamizda ortaya konan
SLRP duzeyleri, periferik olarak veya KBB endoteli tarafindan Gretilen sSLRP’yi yansitacak
fakat beyinde uretilen sLRP hakkinda bilgi vermeyecektir. Alzheimer hastalarinda sLRP
duzeylerini ortaya koymaya yonelik olarak sadece bir ¢alisma bulunmaktadir (11). Sagare ve
ark.lar tarafindan yapilan bu calismada, saglikli kontrollere gore Alzheimer hastalarinda
SLRP dizeylerinin belirgin olarak distlgl fakat oksidize SLRP dizeylerinin tam tersi olarak
arttigr gosterilmistir (11). Bu bulgulara gére AH’nda sLRP’nin koruyucu etkisinin ortadan
kalktigi gortlmektedir. Ayrica KBB’deki azalmis LRP eksrespresyon diizeylerinin, plazma
SLRP duzeyleri ile basarili bir sekilde gosterilebildigi anlasiimistir. Calismamizda da sLRP
duzeylerinin, hafif ve orta evrede bir miktar dustligi gozlenmis fakat bu dusikligin
istatistiksel olarak anlamlilik gostermedigi belirlenmistir. Bu konuya iliskin olarak daha fazla
sayida katilimciyi iceren calismalarin planlanmasiyla plazma sLRP duzeyleri hakkinda daha

iyi bilgi sahibi olunabilecektir.

5.4. Serum neprilizin bulgularinin degerlendirilmesi
AB’nin beyinden temizlenmesinde etkin rol oynayan bir diger mekanizma neprilizin

(NEP) tarafindan enzimatik olarak yikima ugratilmasidir (177). NEP dizeyleri Alzheimer

142



hastalarinin  beyinlerinde belirgin olarak dusik seviyelerde saptanmaktadir (292).
Calismamizda ise tam tersi olarak plazma NEP dizeyleri kontrole gore istatistiksel olarak
anlamhilik gostermeyen dizeylerde yuksek olarak saptanmistir. Bu durumda plazma NEP
duzeylerinin, beyindeki NEP diizeylerini iyi bir sekilde yansitamadigi gérulmektedir. Bobrek
ve akcigerde NEP’in ylksek diizeyde eksprese edildigi bilinmektedir ki muhtemelen saptamis
oldugumuz artmis NEP dlzeyleri, bu organlardan kaynaklanan NEP’i daha fazla
gostermektedir. Bu nedenle NEP seviyeleri agisindan beyinde gozlenen dislsin, serum
dizeylerine yansimadigini dusiinmekteyiz. AH’nda muhtemelen AB yikimini arttirmaya
yonelik olarak bobreklerdeki NEP ekspresyonu diizeylerinde artis gerceklesmekte ve bunun
sonucunda serum NEP duzeyleri artmis olarak saptanmaktadir. Alzheimer hastalarindan
postmortem olarak elde edilen bobrek dokularinda NEP ekspresyon dizeylerinin,
biyokimyasal ve imminohistokimyasal olarak arastiriimasi sayesinde bu konunun daha iyi
anlasilabilmesi saglanacaktir. idrardaki AB diizeyleri, plazmanin sadece %1’i seviyesindedir
(395, 396). Fakat bu calismalarda idrardaki tam uzunluktaki AR peptidlerin degerlendirildigi
fakat kesilmis formlarin ortaya konmadigi gorilmektedir. Bobreklerdeki yuksek diizeyde
eksprese edilen NEP’in, dolasimdaki AR peptidleri basaril bir sekilde yikima ugratmas;
olasidir. Boylece idrarda saptanan %1’lik diizey, aslinda NEP tarafindan yikilmayan tam
uzunluktaki AB’larl yansitiyor olabilir. Bu konunun daha iyi anlagiimasi i¢in kesilmis ApB’lari,
idrar 6rneklerinde ayrintili bir sekilde degerlendirecek calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
Kesilmis AB formlarini BOS’ta inceleyen ¢alismalar bulunsa da BOS’taki diizeylerin idrara
gbre cok daha yuksek olmasi nedeniyle ayni saptamalarin idrarda yapilmasi daha zor
olacaktir. Nanoteknolojik olarak gelistirilen yontemler sayesinde proteinlerin femtomolar
veya attomolar seviyelerinde belirlenebilmesi mimkin hale gelmistir. Bu durumda
nanoteknoloji  tabanh  6lcim  yontemleriyle idrardaki kesilmis AB  formlarinin
saptanabilmesinin mimkin oldugu goriulmektedir. Bu yontemlerin kullaniimasiyla AB’y!
sistemik dolasimdan temizleyen esas organin karaciger mi yoksa bobrekler mi oldugu hususu
daha iyi ortaya konabilecektir.

Sonug olarak,
Calismamizda Alzheimer hastalarinin CDR skorlamasina gore evrelendirilmesi
saglanarak AP1-40, AP1-42, AP oligomer, sRAGE, esRAGE, sLRP ve neprilizinin

dolasimdaki dlzeyleri 6lctldi. Tam parametreler icin AH ve kontrol gruplari arasindaki
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karstlastirmalarda anlamli farkhlik saptanmadi. Hastalarin hafif, orta ve agir evre olmak (izere
klinik olarak evrelere ayrilmasindan sonra agir evredeki hastalara ait AB oligomer
duzeylerinin saglikh kontrollere gore belirgin olarak daha disuk oldugu tespit edildi. Ayrica
A oligomer, SRAGE ve esRAGE duzeylerinin hastalik evreleri arasinda istatistiksel olarak
anlamhilik gosteren farkliliklar icerdigi belirlendi.

Calistlan tum parametrelerin, cinsiyetler arasinda farklilik gostermedigi goraldu.
Ayrica esSRAGE disindaki diger tum parametrelerin antikolinerjik ilag kullanimindan
etkilenmedigi tespit edildi.

AB oligomer dizeylerinin agir evre ile kontrol grubu arasinda anlamh farkhilk
gostermesi Uzerine duyarlilik ve 6zgullik hesaplamasina gidilerek AP oligomerlerinin %69
duyarlihk ve %84 6zgullik ile agir evre hastalari saglikli kontrollerden ayirt edebildigi
goralda.

Alzheimer hastalarinda AR oligomer, SRAGE ve esRAGE dizeylerinin MMSE ve
CDR skorlari ile korelasyon gosterdigi ve hastalik progresyonundan etkilendigi saptandi.
Ayrica yaslanmanin ve serum kreatinin diizeylerinin AB1-42 seviyeleri zerinde belirgin
etkisi oldugu belirlendi.

Alzheimer hastalarindan farklh olarak saghkli bireylerde, AP1-40’in dolasimdaki
tasinmasinda eritrositlerin de dnemli rol oynadigina iliskin &n veriler elde edildi.

Alzheimer hastalarinda dolasimdaki AP oligomer, SRAGE ve sLRP dizeylerini
arastiran onci calismalardan elde edilen veriler ile calismamizdaki bulgular arasinda
uyumsuzluk bulundu ve bu nedenle ileri ¢calismalara ihtiyag oldugu gordlda.

Calismamiz sayesinde ilk kez serum neprilizin ve esRAGE dizeylerinin Alzheimer
hastalarinda Ol¢ulmesi saglandi. Yine bir ilk olarak SRAGE ve esRAGE dizeylerinin es
zamanli olarak ayni bireylerde olcilmesiyle esSRAGE/SRAGE orani, 1:3 olarak dogru bir
sekilde ortaya konulmus oldu. Ayrica daha onceki plazma/serum AR dlzeylerini arastiran
calismalardan elde edilen veriler goz éniinde bulundurularak AB diizeyleri tizerinde etkili olan
bircok faktor acisindan AH ve kontrol gruplari arasinda siki bir sekilde denklik saglandi ve
yapilan karsilastirmalar sonrasinda plazmadaki serbest AB diizeylerini 6l¢gmenin tanisal acidan

yarar saglamadigi sonucuna varildi.
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6.2. EKLER

EK-1

BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU

Alzheimer hastaliginin gelisiminde rol oynayan, kanda bulunan bazi maddeler
arasindaki iliskiyi arastirmayi planliyoruz. Bu calisma, 50 Alzheimer hastasi ve 50 saghkl
yasli bireyden alinan toplam 100 adet kanda yapilacaktir. Bu nedenle poliklinik muayeneniz
sirasinda zaten sizden alinacak ve rutin kan testleriniz icin kullanilacak olan kanin bir
bolimand (2 tap; 10 ml) bu arastirmaya yardimci olmak (zere kullanabilmemiz igin
musaadenizi istiyoruz. Yapilacak olan arastirmalar tani ve tedavinizi hicbir sekilde
etkilemeyecektir. Bu calisma icin kan bir kez alinacaktir. Kan alinirken olusabilecek
hematoma (cilt alti kanamaya bagh sislik) karsi alkolli pamukla basi yapilacaktir,
Muhtemel zarar durumunda Dr. Funda UYSAL’1 0 531 6905390, 0 232 4122559 no’lu
telefonlardan arayip yardim alabilirsiniz. Alinan kan 0&rnekleri bu c¢alisma disinda
kullanilmayacak, ¢alisma sonrasinda imha edilecektir.

Bu calisma sirasinda uygulanacak testlerin masraflari size veya givencesi altinda
bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa ddetilmeyecektir. Génilli bu
calismaya katilmayi red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam etmeme hakkina
sahiptir. Bu calismaya katilmaniz veya basladiktan sonra herhangi bir safhasinda
ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir. Arastirmaci da génallunin
kendi nzasina bakmadan, olguyu arastirma disi birakabilir. Bu ¢alismada yer aldiginiz stire
icerisinde kayitlarinizin yani sira iliskili saglik kayitlariniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla
birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanhgina acik olacaktir.
Hassas olabileceginiz Kisisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve
islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda isminiz

kullaniimayacak ve veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.
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Yukarida gonulliye arastirmadan oOnce verilmesi gereken bilgileri okudum.
Bunlar hakkinda bana yazili ve sozli aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu
klinik arastirmaya vasisi oldugum hastamin, hicbir baski ve zorlama olmaksizin

katilmasini kabul ediyorum.

Hastanin; Vasinin;
Adi: Adi:
Soyadi: Soyadi:
Tarih:

Tel:

Adres : imza:

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Gérevlisinin;
Adi:

Soyadi:

Tarih:

Gorevi : imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin
Adi: Funda
Soyadi: Uysal
Tarih:
Tel: 05316905390, 0232 412 2559 imza:
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EK-2

BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU (Saglikli Goniillii)

Alzheimer hastaliginin gelisiminde rol oynayan biyokimyasal parametreler arasindaki
iliskiyi arastirmayi planliyoruz. Bu amagla, 50 Alzheimer hastasi ve 50 saglikli yasli bireyden
alinan toplam 100 adet kanda, ¢alismayi planladigimiz cesitli belirtecleri arastiracagiz. Bu
nedenle poliklinik muayeneniz sirasinda zaten sizden alinacak ve rutin kan testleriniz igin
kullanilacak olan kanin bir bolumunu (1 tup; 8 ml) bu arastirmaya yardimci olmak (zere
kullanabilmemiz icin musaadenizi istiyoruz. Yapilacak olan arastirmalar tani ve tedavinizi
hicbir sekilde etkilemeyecektir. Bu calisma icin kan ve doku 6rnegi bir kez alinacaktir,
Kan alinirken olusabilecek hemotoma (cilt alti kanamaya bagh sislik) karsi alkollu
pamukla basi yapilacaktir. Biyopsi sonrasi olusabilecek kesi veya enfeksiyon kontrol
edilerek tedavisi verilecektir. Muhtemel zarar durumunda Dr. Funda UYSAL’1 0 531
6905390, 0232 4122559 no’lu telefonlardan arayip yardim alabilirsiniz. Alinan kan érnekleri

bu calisma disinda kullaniimayacak, ¢calisma sonrasinda imha edilecektir.

Bu calisma sirasinda uygulanacak testlerin masraflari size veya glivencesi altinda
bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir. Gonllli bu
calismaya katilmayr red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam etmeme hakkina
sahiptir. Bu calismaya katilmaniz veya basladiktan sonra herhangi bir safhasinda
ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir. Arastirmaci da goéndllinin
kendi nizasina bakmadan, olguyu arastirma disi birakabilir. Bu ¢alismada yer aldiginiz sure
icerisinde kayitlarinizin yani sira iliskili saghk kayitlariniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla
birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanhgina ac¢ik olacaktir.
Hassas olabileceginiz Kisisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve
islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda isminiz

kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.
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Yukarida gonulliye arastirmadan oOnce verilmesi gereken bilgileri okudum.
Bunlar hakkinda bana yazili ve sozli aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu
klinik arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul

ediyorum.

Hastanin;
Adi:
Soyadi:
Tarih:
Tel:

Adres : imza:

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Gérevlisinin;
Adi:

Soyadi:

Tarih:

Gorevi : imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin
Adi: Funda
Soyadi: Uysal
Tarih:
Tel: 05316905390, 0232 412 2559 imza:
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EK-4

MINI-MENTAL DURUM TESTI
1. Ik olarak tarih sorulur: “Bugiiniin tarili ne?” Eger eksik vamt geldiyvse her bir item tek tek sorulur:
Z Ayin kac I Hangi yildayiz C Hangi aydayiz
T Haftanin hangi giinii  Hangi mevsimdeyiz

2. Neredesiniz?
T Hangi hastanedeyiz ~ Kacinei kattayiz CHangi semtieyiz
_ Hangi selurdeyiz _ Hangi iilkede yasiyoruz

3. Simdi hafizamzi muayene etmek istiyorum. Su sbyleyecedim 3 cismi benden sonra tekrarlaym ve aklimzda
tutun. Sonra tekrar bu 3 cismi soracagum. (Ilk tekrar skoru belirler. Hasta tiimiinii tekrar edinceye kadar en fazla 6
kez tekrarlamr)

C Divan C Patates T Yesil

4. Simdi 100°den gerive 7'ser 7'ser saym. (Her dogru ¢ikarma icin 1 puan verilir. Eger bunda hata yaparsa
DUNYA kelimesinin harflerini énce ditzden styleterek hasta oryante edilir, ardindan harfleri tersten stiylemesi
istenir. Ikisinden hangisinden yiiksek skor aldiysa o skor puanlamaya eklenir.

O93 086 O79 O72 065 veya DA DY ON OU OD
5. Daha 6nce tekrarlamanizi istediZim 3 cismi hatrlavabilecek misiniz?

T Divan _ Partates 0 Yesil

6. Sunun adi neydi? (gdstererek) _ Kalem _ Saat

7. Sunu aym benim dedifim gibi tekrarlayin. (Yalmz bir defa soylenir. eZer aym sekilde tekrar edemezse puan
verilmez.) Z Bugiin hava cok giizel degil

8. Sayledigimi aynen yapin (yalmz 1 defa séylenir. hastaya doktor séziinii bitirinceye kadar beklemesi stylenir.
Hasta tamamen séylenenlere uyuyorsa puan alir. Ancak kagidi sag eli yerine sol eliyle alusa veya kagich 2 yerine
4’e katlarsa veya yere atacag: yerde masaya koyarsa puan almaz.)

C Bukagidh sag elinize aln _ ki elinizle ikiye katlayin _ Sonra yere atin

9. Buyaziy: okuyun ve ne diyorsa yapin (ancak bir defa séylenir ve hasta goziinii ynmarsa puan alir)

GOZUNU YUM

10. Akhmza gelen herhangi bir ciimleyi yazin (ciimle anlamli olmahdir. gramer hatalarn veya kelimeyi yazarken
harf atlamalan affedilir)

11. Susekli aynen cizin (her ki seklin 5 kenan varsa ve iki seklin birer agilan i¢ ice gegiyorsa puan verilir) —

SKOR= /30
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EK-5

Demansin Klinik Evrelendirilmesi Olgegi (CDR)

CDR | 1. Bellek 2. Oryantasyon 3. Yargilama —
Problem ciézme

0 | Bellek kaybi yok ya da Tiimiiyle orvante Giinliik problemler. ¢calisma hayan
hafif ve belirsiz ve mali islerle 1lgili problemleri 1yi
unutkanlhk ciizer: yargilama 1yidir

0.5 | Hafif fakat asikar unutkanlik: Zaman iliskilerinde hafif giicliik Problem ¢ézme, benzerlik ve

olaylarin kismen hatirlanabilmesi disinda tiimiiyle oryante farkhliklar
"selim" unutkanhk kavramakta hafif bozukluk

1 | Orta diizeyde unutkanhk. yakin | Zamanda orta diizeyde giigliik: Orta diizeyde bozukluk: toplumsal
dénem olaylar icin daha belirgin: muayene sirasinda mekana yargilama genellikle korunmustur
unutkanhk giinlik akaviteleri oryante.disarda cografi disoryan-
etkilivor tasyonu olabilir

2 | Agir diizeyde unutkanlik: Zaman iliskilerinde agir diizeyde Agir diizeyde bozukluk: genellikle
yalmzcea ¢ok 1y1 6grenilmis giicliik: genellikle zamana. toplumsal yargilama da bozuktur
materyel turulabilir; yeni siklikla da mekana disoryante
materyel luzla vitirilir

3 | Az ditzeyde unutkanlik: Yalnizea kisilere oryante Yargilama ve problem ¢dzme
valmzea parcaciklar kalir tiimiiyle bozuk

CDR [ 4. Ev disinda islevsellik 5. Ev yasam — Hobiler 6. Kisisel bakun

0 |Iste. ahisveriste. géniillii gruplar | Ev yasamu. hobiler ve entelektiiel Kendine bakima tiimiiyle muktedir
ve toplumsal gruplar icinde her | ilgiler iyi korunmus
zamanki diizeyde bagimsiz
1islevsellik

0.5 | Amlan aktivitelerde hafif Ev yasamu, hobiler ve entelektiiel

bozulma Ilgilerde hafif bozulma

1 | Anilan aktivitelerden bazilarim | Evdeki islevlerde hafif fakat asikar | Gayrete getirilmesi gerekiyor
halen siirdiirse de. bagimsiz bozulma: giic ev isler. karmasik
islev gérememe: ylizeysel bir hobiler ve ilgiler terkedilmis
bakisla hala normal gériinebilir | durumda

2 | Ev disinda bagimsizhiguu Yanlizca basit isler vapilabilivor: Giyinme, hijven ve diger kisisel
tiimiiyle yitirmis / Ev disinda ilgiler son derece smrli bakim i¢in yardun gerekiyor
aktivitelere gétiiriilebilecek kadar
goriiniir

3 | Ev disinda bagimsizligim Evde kayda deger bir islevselligi yok| Kisisel bakim i¢in énemli dl¢iide
tiimfiyle yitirmis / ev disinda yardim gerekir: genellikle
aktivitelere gétiriilemiyecek enkontinandir
kadar hasta goriiniir

Evrelendirme: Bellek ekseninin dismdaki eksenlerden en az ficii bellek ekseninden farkh degilse. evre

bellek ekseniyle aymdir. Farkli oldugu durumda ise. evre bellek ekseninin tistitnde ya da altinda kalan bu 3
eksenin derecesidir. Bu kuralin tek istisnasi bellek ekseni disinda kalan 5 eksenden iiciiniin bellegin bir tarafinda
geri kalan ikisinin diger tarafinda olmasidir ki bu durumda da evre bellek ekseniyle ayvmdir. Bellek ekseni 0.5
iseevre 0 olamaz: diger eksenlerin derecesine bagh olarak 0.5 ya da 1 olmalidir. Bellek 0. fakat en az iki eksen 1
ya da daha fazla 1se. evre 0.5 olmalidur.
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